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RESUMEN

La liberacién de contaminantes ambientales, principalmente por industrias,
causa varios problemas asociados a la salud humana y un severo dafio a la bi6sfera. De las
variadas estrategias que se han utilizado para resolver este problema ambiental, Ia solucion
mediante el uso de bacterias degradadoras de contaminantes ambientales
(biorremediacion) es una alternativa eficiente y menos costosa en comparacién a otros
métodos. La mayoria de los avances que se han logrado en los dltimos 25 afios respecto al
tema de Ia biorremediacién se han enfocado principalmente en caracterizar tanto a nivel
genético como enzimitico muchas de las cepas aisladas de suelos contaminados.

Los policlorobifenilos (PCBs) son compuestos organoclorados que han sido
catalogados como uno de los principales contaminantes medioambientales. Muchos
microorganismos son capaces de transformar algunos PCBs a unidades mis sencillas e
inocuas utilizando rutas metabdlicas especiales. Entre estos se encuentran las bacterias
Gram-negativas Psendomonas sp. B4 y Burkholderia xenovorans 1BA400, las que pueden
transformar v, en algunos casos, usar algunos PCBs como tnicas fuentes de carbono y
energfa. La via metabdlica que transforma los PCBs se identifict en B. xenoporans LB400,
logrindose aislar y clonar el locus &ph responsable de la degradacion de estos compuestos.

Se supone que las enzimas que transforman los PCBs presentan una
localizacién citopldsmica y para que lleven a cabo sus actividades enziméticas requieren de
moléculas de agua. La mayotia de los PCBs son insolubles en agua por lo que en suelos se
encontrarfan firmemente adheridos a éste formando parte de una fase liquida no acuosa.
Si las bacterias poseen movilidad y quimiotaxis, la degradacién se llevaria a2 cabo mas
eficientemente ya que los microotganismos accederfan mis ficilmente 2 los compuestos a
degradar. Posteriormente, las bacterias podrian secretar y/o excretar moléculas con

actividades biosurfactantes (proteinas o polisaciridos) que facilitarian Ja emulsificacién de
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la molécula de PCB. El resultado de estas interacciones seria un aumento en ia
biodisponibilidad del PCB para su postegior metabolismo.

La movilidad y la quimiotaxis corresponden al movimiento directo de una
bacteriz acercindose o alejindose en las gradientes de un compuesto. Determinamos que
Psendomonas sp. B4 es mas mévil que la cepa modelo B. xenovorans LB400. Observamos que
la cepa més mévil presenté quimiotaxis hacia bifenilo y cloroderivados utilizando dos
tipos de ensayos. La bacteria también fue atraida hacia el acido benzoico, un intermediario
de la degradacién de bifenilo. El intermediario de la degradacitn. de 3-clorobifenilo, 3
clorobenzoato, fue téxico para Psexdonmonas sp. B4. Debido a la falta de movilidad de la
cepa modelo B. xenovorans 1B400, los ensayos para demostrar quimiotaxis no se pudieron
realizar con este microorganismo. Los microorganimos degradadores de PCBs debiesen
tener la capacidad para moverse y responder a gradientes formadas por estos compuestos
haciendo mis eficiente la biorremediacién.

Por otra parte, estudiamos la presencia de actividades emulsificantes en los
sobrenadantes de cultivo de las bacterias en estudio. En la bisqueda de estas actividades
se evidenci6, mediante microscopfa electrénica, la presencia de un material amorfo que
roded a la envoltura celular en la fase exponencdial y que disminuyb en la fase estacionaria.
Este material estuvo presente en forma independiente del sustrato en el cual se crecieron
ambas bacterias. Por analisis cromatogrificos de estos compuestos encontramos que estos
posiblemente correspondan a sustancias exopoliméricas (EPS) constituidas por manosa,
glucosa y galactosa en Pseudomonas sp. B4 y dos tipos de EPS en B. xenovorans LB400
constituidos por glucosa y galactosa. Sin embargo, evidenciamos que muestras liofilizadas
provenientes de los sobrenadantes de cultivo de ambas bacterias extraidas de las dos fases
de crecimiento, carecieron de actividad emulsificante hacia una mezcla de dos compuestos

hidtofébicos.
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Finalmente se abordd la caracterizacién diferencial de las proteinas
extracelulares en B. xenovorans L B400. Primeto, mediante un analisis 7# siffco encontramos
que esta bacteria y algunos miembros del género Burkholderiae secretarian entre un, 13-19
% de sus proteomas. B. xenoworans LB400 posee 1.195 proteinas que podrian ser-destinadas
a la membrana interna, al espacio periplismico, la membrana externa y/o al espacio
extracclulat. Una de estas protefnas presentd un 26,7 % de identidad con la AlnA de
Adinetobaster radioresistens K53, el caso més estudiado de proteinas extracelulares con
actividad emulsificante hacia compuestos hidrofébicos. Sin embargo, el ortSlogo de B.
scenomorans LBA00 carecid de dos de las cuatro regiones de la proteina AlnA, necesarias para
la emulsificacién de compuestos hidrof6bicos.

Utilizando 2D-PAGE caracterizamos la expresion diferencial de las protefnas
extracelulares en B. xenovorans LB400 en tres condiciones de cultivo. Encontramos que de
las doce proteinas més abundantes en el sobrenadante, ocho de ellas se encontraron en
nuestra lista de posibles proteinas secretadas, indicando que en efecto ellas son secretadas
de forma activa al medio extracelular. Siete de estas doce proteinas se encontraron en
mayot concentracién en los sobrenadantes de cultivo de las células crecidas en bifenilo.
Una de estas proteinas, que también se encontrd en los sobrenadantes de células crecidas
en dcido benzoico, corresponde a una proteina perteneciente a la superfamilia de las
proteinas Yeel. Este grupo de proteinas presenta un pliegue similar al de las lipocalinas,
proteinas caracterizadas por transportar y almacenar moléculas con naturaleza hidrofébica.
Esta proteina presenta una masa molecular de 21 kDa y un punto isoeléctrico de 7,3.
Ademis, presentd un péptido sefial de tipo sec que tebricamente tendria 22 residuos. La
masa de la proteina madura serfa de 18,8 kDa con un punto isoeléctrico de 6,3. Usando
modelos cristalogrificos ya desctitos en Ia base de datos, determinamos que esta proteina
presenta una estructura de tipo barril de ocho hebras P-antiparalelas en cuyo interior

alberga residuos de aminodcidos con cadenas laterales de caricter apolar que




interactuarfan con las moléculas hidrofébicas. Sugerimos que esta proteina podria estar
involucrada en el transporte de moléculas tales como los PCBs desde el espacio
extracelular hacia ]a membrana externa de la bactetia, fenémeno que es enteramente
desconocido en estos microorganismos y que podria ser relevante en su actividad de

biorremediacion.




ABSTRACT

The release of pollutants to the environment, mainly by industrial processes, is
in part responsible for the increase in the actual human health problems and biosphere
damage. The bioremediation process seems to be the most convenient strategy to solve
the problem caused by pollutants. In the last 25 years scientific investigation was focused
mainly in the characterization at genetic and enzymatic level of metabolic routes which are
involved in transformation of these compounds.

The polyclorobiphenyl (PCBs) are hydrophobic molecules catalogued as
ptiority pollutants. Microorganisms like bacteria are capable to transform some PCBs to
less harmful molecules using special metabolic routes. Burkbolderia xenovorans LB400 and
Pseudomonas sp. B4 are two Gram-negative bacteria which can transform PCB molecules,
and in some cases, use some PCBs molecules as the only carbon source. The 4ph locus in
B. xenovorans LB400 encodes for enzymes which are involved in PCB transformation.

It is assumed that enzymes which transform PCBs have an intracellular
localization and for an efficient transformation they require water molecules for their
activities. However, PCBs congeners are hydrophobic molecules and possibly they are
adsorbed to solid surfaces being part of a non-aqueous liquid phase, limiting their
bioavailability. Motility and chemotaxis phenomena and biosurfactant production are two
physiological processes suggested to be necessary for an efficient degradation of PCB
contaminated soils. Motility and chetnotaxis should bring bacteria to the polluted sites
whete they eventually could secrete ot excrete molecules (proteins or polysaccharides)
with emulsifying activity.

Motility and chemotaxis are two behavioral responses, that involve the direct
movement of the bacteria towards or against a gradient of compound. We showed that

Psendomonas sp. B4 is more motile than the model bacteria strain B. xenoporans LB400. We




observed that Psendomonas sp. B4 shown chemotaxis towards biphenyl and chlorobiphenyl
using two different assays. Furthermore, this bacteria was attracted to benzoic acid, an
intermediate of biphenyl degradation and 3-chlorobenzoic acid, the intermediate of 3-
clorobiphenyl, was toxic for this bacteria. Due to the lack of modility of the model strain
B. xenoworans LB400 the chemotaxis assay could not be performed in this microorganism.
PCB degtading bactetia should have the ability to sense and swim to preformed gradients
of these compounds generating a more efficient bioremediation process.

We studicd the presence of emulsifying activities in the supernatant of our two
bacteria. First, we obsetrved the presence of an amorphous material surrounding the cells,
independent of the carbon source used to grown both bacteria. This material was
abundant in exponential phase and diminished at the stationary phase. By
chromatographic analysis, we determined that this material could be exopolymeric
substances constituted mainly by mannose, glucose and galactose in Psewdomonas sp. B4
and two types of EPS in B. xenovorans LB400 composed mainly by glucose and galactose
molecules. We demonstrated that the crude fraction of these supernatants have a weak
emulsifying activity against 2 mix of two hydrophobic molecules.

We initiate the analysis of the extracellular proteins of B. xenororans LB400 in
order to characterize the extracellular components which could be involved in the
interaction with hydrophobic compounds such as biphenyl or PCB in the supernatant of
these bacteria. First, by i sifico analysis, we found that this bacteria and some members of
the genera secretes between a 13-19 % of their proteomes. B. xenozorans 1.B400 secreted
1.195 proteins which are possibly located to inner membrane, periplasmic space, external
membrane and extracellular space. One of this proteins had 26,7 % of identity with AlnA
from Acinetobacter radioresistens K53, the most studied example of extracellular proteins with

emulsifying activity toward hydrophobic compounds. However, two of four regions




which were necessary for emulsification were missing in the B. xemovorans LB400
otthologue.

Using a 2D-PAGE approach we characterized the differential protein
expression pattern of extracellular proteins in B, xenororans L.B400. We found that in the
twelve most abundant proteins, eight were found in our secreted list of proteins,
suggesting truly secreted fractions. Seven of twelve proteins were found in high levels at
the culture supernatants fractions from biphenyl growing cells. One of these proteins,
which was also found in the benzoic acid culture supernatants, belongs to the Ycel
superfamily of proteins. This group of proteins have a similar structure to the lipocalin
family which store and transport hydrophobic molecules. 'This protein has 21 kDa of
molecular mass and an isoelectric point of 7,3. Besides, it showed a signal peptide of sec
type which teorically has 22 aminoacid residues, giving a mature protein of 18,8 kDa with
an isoelectric point of 6,3. We used the aminoacidic sequence of this protein to create 2
3D model using crystallographic data derived of some members of this superfamily. This
protein has a barrel shape composed of eight B-antiparallel secondary structure that
suggest that this protein could bind molecules of hydrophobic nature as predicted by the
lateral non-polar residues present inside the barrel. We suggest that this protein could be
involved in the transport or storage of molecules such as PCBs from the contamination
site to the bacterial surface. So far, this is an unknown phenomenon that could play a key

role in the PCB metabolism and that will be of a great concern for future studies.




1. INTRODUCCION

1.1. La contaminacién ambiental. La situacion de los PCBs en Chile.

Ta liberacién de contaminantes al medio ambiente es una de las principales
causas de dafio al ecosisterna, en especial a la salud humana. La mayoria de estos
compuestos fueron introducidos gradualmente por incrementos de la actividad humana.
Al grupo de compuestos originados exclusivamente por el hombre se les conoce con el
nombre genérico de agentes xenobidticos.

Los policlorobifenilos (PCBs) son una clase de agentes xenobidticos que han sido
catalogados como uno de los principales contaminantes orginicos petsistentes en el
medio ambiente (COPs). Esto debido a que presentan gran estabilidad a la degradacién
quimica y biolégica. Esta propiedad facilit6 entre el periodo 1930-1980 sus aplicaciones
en equipamiento industrial, como por ejemplo en transformadores eléctricos,
equipamiento hidraulico, productos plisticos, cauchos y pigmentos, entre otras
aplicaciones. Debido 4 su naturaleza liposoluble, estos compuestos se acumulan en los
tejidos adiposos de los organismos vivos causando un gran nimero de efectos adversos
en el sistema endoctino, inmune, teproductive y nervioso (Pieper y Reineke, 2000;
Pieper, 2005).

Los PCBs son compuestos que son producidos por cloracién directa de la
molécula de bifenilo, generando de esta forma 209 diferentes “congéneres”, los que
conticnen entre 1 y 10 dtomos de cloro. La molécula de bifenilo, a su vez, esta
compuesta por dos anillos bencénicos fusionados por un enlace covalente y estd presente
de manera natural en €l alquitrin mineral, en el crudoy en el gas natural. Esta molécula
se usa como fungicida previniendo el crecimiento de hongos en frutos ditricos durante

la etapa de transporte y almacenaje.




En la naturaleza los PCBs se encuentran formando complejas mezclas de
distintos tipos de congéneres, como el “Aroclor”, un tipo de mezcla comercial de
aproximadamente 20 tipos distintos de congéneres (Pieper, 2005).

Ante la evidencia de la toxicidad y de la persistencia en el ambiente de los PCBs,
los paises industrializados prohibieron la produccién y restringieron el uso de este tipo
de molécula (Firma del Convenio de Estocolmo). En nuestro pais, recién en el aito 1982
el Gobierno de Chile dicté una resolucién pata restringir el uso de los PCBs en
transformadores y en condensadores (Resolucién N° 610 de la Superintendencia de
Tlectricidad y Combustibles). Asimismo, esta resolucién permite continuar el uso de los
equipos que contengan estos compuestos hasta que se encuentren operativos y sea
necesario su vaciamiento, después de lo cual solamente podran ser Illenados con otros
aceites libres de PCBs. Sin embargo, alin existen focos de contaminacién que no han
sido sometidos 2 una fiscalizacién y que no estin exentos de liberar estos contaminantes
2l medio ambiente por mal manejo de los equipos, detrames accidentales, etc. (PNUMA,

1999).

12. La biortemediacién como estrategia para eliminar los PCBs.

De las multiples estrategias que se han utilizado para aliviar el dafio producido
por los COPs, la biorremediacién, vale decir, la utilizacién de microorganismos
para su degradacién hasta moléculas mis sencillas e inocuas, es sin duda la mas atractiva
en términos de costos y beneficios (Ohtsubo y col.,, 2004). Durante el transcurso de estas
dos Gltimas décadas, el estudio de la biorremediacién, se ha enfocado principaimente al
aislamiento de estos microorganismos desde suclos, sedimentos y aguas contaminadas y
en la caracterizacién tanto a nivel genético como enzimético de sus sistemas degradativos

(Philp y col., 2005).




Durante el estudio de la biorremediacién de PCBs, se han aislado y caracterizado
vatrios mictoorganismos capaces de cometabolizar estas moléculas, vale decir, las
transforman en moléculas més simples. Este proceso se realiza en condiciones aerdbicas
v en presencia de bifenilo como molécula inductora de la via degradativa. Ejemplos de
estos corresponden a bacterias Gram-negativas (Sphingomonas, Psendomonas, Burkholderia,
Arthrobacter entre otras) y Gram-positivas (Rhodococens) (Beyersdorf-Radeck, B. y col,
1998). De los primeros, los mas estudiados son los géneros Psewdomonas y Burkholderiae y

de ellos, se han caracterizado en detalle las vias metabolicas responsables de la
transformacién de estos compuestos (Figura 1).
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Figura 1. Via metabélica propuesta para la degradacién de bifenilo y de la cometabolizacién de los PCBs
en Psendomonas psesdoakaligenes KFT07 y B. xenovorans LB400. Compuestos: 1, bifenile; II, 2,3-dihidroxi-4-
fenilhexa-4,6-dieno; III, 2,3-dihidroxibifenil; IV, dcido 4-hidroxi-6-oxo-fenilhexa-2 4-dienoico (HOPDA);
V, acido benzoico; VI, édcido 2-hidroxipenta-2,4-dienoico; VII, icido 4-hidroxi-2-oxovalérico. Las
reacciones enzimiticas catalizadas por las proteinas codificadas en el locus 5pb de B. xenovorans LBA0O y P.
psendoalealigenes KET07 son las sipuientes: A: subunidad mayor de la bifenilo 2,3-dioxigenasa (BphAl),
subunidad menor de la bifenilo 2,3-dioxigenasa (BphA2), ferredoxina (BphA3) y ferredoxina reductasa
(BphAd); B, bifenilo-2,3-dihidrodiol-2,3-deshidrogenasa (BphB); C, 2,3~ dihidroxibifenilo-1,2-dioxigenasa
(BphC); D, 2_hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienvato hidrolasa (BphD); E, 2-hidroxipenta-2,4-dienoato
hidratasa (BphH o BphX1); F, 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolzsa (Bphl o BphX2); G, acetaldehido
deshidrogenada (BphJ o BphX3)(Adaptado de Furukawa y col,, 2004).




Los genes que codifican para las enzimas encargadas del metabolismo de los
PCBs se organizan en un segmento génico conocido como locus gph. A partir del
conocimiento de estas vias, se ha logrado estudiar en profundidad algunas enzimas que
catalizan los pasos que son limitantes en la via degradativa, llegando incluso a modificar

sus especificidades de sustrato (Furukawa y col,, 2004).

1.3. Biodisponibilidad de los PCBs.

Se supone que las enzimas que metabolizan los PCBs presentan localizacion
citoplasmitica y requieren de moléculas de agua para sus actividades enzimaticas
(Denef y col., 2005). Sin embargo, la molécula de bifenilo y sus detivados clorados
presentan bajas solubilidades en este solvente. Debido a su naturaleza liposoluble, estos
compuestos se encontrarian firmemente adhetidos al suelo formando parte de una fase
liquida no acuosa, por lo que la biodisponibilidad de estos compuestos se vetia reducida
y en consecuencia, su degradacién pricticamente limitada. Este fenémeno se ha
sugerido para el caso de la molécula de naftaleno, cuya estructura es similar a la de Ia
molécula de bifenilo aunque presenta mayor solubilidad en agua que este Gltima (Marx y
Aitken, 2000; Law y Aitken, 2003).

Dos estrategias que utilizaria la bacteria para vencer esta limitacién serfan su
acercamiento a la fase liquida no acuosa mediante los fenémenos de movilidad y
quimiotaxis y la excrecién y/o secrecién de moléculas con propiedades biosurfactantes

(Stelmack y col., 1999; Pieper y Reineke, 2000; Parales y Harwood, 2002).

1.4. Quimiotaxis y su papel en la biorremediacién.
La quimiotaxis bacteriana se define como el movimiento de las bacterias

generado por unz gradiente de concentracién de un compuesto quimico que les permite




moverse rapidamente hacia micro-ambientes 6ptimos para su crecimiento. El
compuesto que es percibido por la bacteria puede ser un atrayente (quimiotaxis positiva)
o un repelente (quimiotaxis negativa). Este fenémeno se ha estudiado extensivamente
tanto en FEscherichia coli como en Salmonella enterica serovar thyphimurium 7y sus
determinantes moleculares han sido identificados. Estas bacterias perciben azicares,
aminodcidos y otras moléculas del medio utilizando receptores de membrana interna
llamados proteinas aceptoras de grupos metilo (MCPs del inglés methyl-accepting
chemotaxis proteins). En forma resumida, cuando las moléculas son transportadas al
periplasma y se unen a estos receptores, se gatilla un cambio conformacional, que
provoca la inhibicion de la autofosforilacién de la proteina con actividad quinasa CheA
lo que a su vez provoca una reduccién en la concentracion de la proteina CheY en su
forma fosforilada y en consecuencia, su interaccién con la proteina FliM del motor
flagelar. Esta interaccion es clave para cambiar la rotacion del motor. Esto resulta en que
la bacteria nade en la direccién donde se concentra el atrayente por mas tiempo y deje

de moverse en forma azarosa (Stock y Surette, 1996) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema simplificado del fenémeno de quimiotaxis en bacterias Gram-negativas. Fl
compuesto que es percibido (circulos azules) se une a un receptor de membrana interna (rojo) y
desencadena una cadena de fosforilaciones que culminan con el giro del flagelo en el sentido contrario de
las agujas del reloj. La concentracién de la proteina CheY en su estado fosforilado o desfosforilado dictara
la orientacién que finalmente ejecutari el sistema flagelar.




Se ha estudizdo en detalle el tipo de compuesto por el cual son atraidas las
bacterias que son capaces de degradar compuestos xenohidticos. Si bien muchas de
estas moléculas son percibidas por estas bacterias, ello no significa que éstas puedan ser
atilizadas como fuentes de carbono. Por otra parte, s¢ ha determinado que el fenémeno
de la quimiotaxis hacia estos compuestos puede ser inducido cuando la bacteria se crece
en una fuente de carbono con una estructura similar al compuesto percibido o en
presencia de algiin metabolito intermediario resultante de su biodegradacién. Al
momento de iniciar esta Tesis, se habian identificado tres genes que codifican para
quimioreceptores de compuestos xenobidticos y para moléculas derivadas de la
biodegradacién de polimeros constituyentes de la pared celular de plantas en las
bacterias Psendomonas putida G, Psendomonas putida PRS2000 y Capriavidus necator JMP134
Estos genes se localizan dentro de grupos o “clusters” de genes involucrados en la
biodegradacién de estos compuestos y se ha demostrado que se expresan de manera
coordinada, lo que explicaria el fenémeno de induccién de quimiotaxis para estos casos
(Tabla I) (Pandey y Jain, 2002; Parales y Harwood, 2002). Al inicio de esta tesis, no se
habfa comunicado la existencia de quimiotaxis (positiva o negativa) de las bacterias que
degradan PCBs hacia estos compuestos. Dada su persistencia en el ambiente, es de gran
importancia conocer si los microorganismos que degradan estos compuestos son
atraidos o repelidos por estos compuestos, lo que resultarfa finalmente en su mayor

eficiencia en su capacidad patra descontaminar.




Tabla I.

Compuestos atrayentes para algunas de las bacterias que degradan agentes contaminantes
(adaptado de Parales y Harwood, 2002).

Microorganismo Atrayentes detectados Receptor Ubicacion del receptor
P. putida G7 Salicilato* (I) NahY Plasmido NAH7
Naftaleno * (I)
Bifenilo ()
P. putida PRS2000 4-hidroxibenzoato * (I) PcaK Cluster pra (genes de la

via - cetoadipato)
Cupriavidus necator Acido 2,4 diclorofenoxiacético TfdK Cluster #d (degradacion
JMP134 (p]P4) (2,4-D) * (I) de 2,4 D) en el plasmido
pJP4

* Compuesto metabolizable. (T) Respuesta quimiotictica inducida.

1.5. Los biosurfactantes y su participacién en la biorremediacion.

La baja solubilidad que presentan la mayoria de los PCBs en solucion acuosa
impone a los microorganismos una limitante al momento de biodegradarlos. Para
aumentar la superficie de contacto entre la bacteria y el compuesto hidrofébico a
degradar y asi favorecer su biodisponibilidad, las bacterias se han especializado en la
produccién de compuestos llamados biosurfactantes. Estos compuestos de naturaleza
anfipitica pueden dividirse en dos grupos: moléculas de bajo peso molecular, que causan
una disminucién en la tension interfacial y superficial entre dos fases inmiscibles o,
biosurfactantes de alto peso molecular, que son capaces de estabilizar las emulsiones o
unirse fuertemente a superficies (Tabla IT) (Desai y Banat, 1997; Ron y Rosenberg, 2001

y 2002; Mulligan, 2005).




Tabla II.
Algunos ejemplos de biosurfactantes de alto y bajo peso molecular encontrados en bacterias
Gram- negativas y Gram-positivas (adaptado de Rosenberg y Ron, 1999).

Biosurfactantes de bajo Microorganismo

peso molecular

Lipidos de Trehalosa _Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium spp., Mycobacterium spp.
Ramnolipidos P. aeruginosa, Pseudomomas sp., Serratia rubidea
Lipidos de soforosa Candida apicola, C. bombicola, C. lipolytica
Glicolipidos Aleanivorase borkumensis, Arthrobacter sp., Corynebacterium sp., R
erythropolis, S. marcescens, Tsukamurella sp
Lipopolisacaridos Acinetobacter caleoacetious (RAG1), Pseudomonas sp., C. lipolytica
B ~ Surfactina - Bacillus subttlis, B. purrilus
Biosurfactantes de alto peso Microorganismo
molecular
Emulsano 378 7 : i * P. fluorescens a
Polisacarido sulfatado H. euribalinta
Biodispersano _A. caleoaceticus A2
Manano-lipido-proteina C. tropicales
Liposano C. lipolytica
Acetilheteropolisacarido S. pancimobilis
Emulsano RAG-1y BD4 Alinetobacter venetianus RAG-1, A. calowacetions BD4
Alasan A. radioresistens KAS3

15.1. Los biosurfactantes de bajo peso molecular y la degradacién de los PCBs.

Para el caso de los PCBs, se ha demostrado que la adicion de ramnolipidos (uno
de los glicolipidos mas estudiados) aumentd la degradacién de PCBs por las bacterias
Alcaligenes eutrophus y Burkholderia cepacia (Robinson y col., 1996). Sin embatgo, cuando
se utilizan algunos biosurfactantes como lipopéptidos, ésteres de maltotriosas o
surfactantes sintéticos, los resultados sobre la degradacion de PCBs han sido

contradictorios (Golyshin y col., 1999; Ferrer y col., 2003).




15.2. Funcién de los biosutfactantes de alto peso molecular.

El biosurfactante alasan es sintetizado por A radioresistens KAS3 'y estd
constituido por un heteropolisacirido aniénico y tres protefnas con un peso molecular
aproximado total de 1 x 10 Da, donde el componente proteico esté conformado por Ias
proteinas AlnA, AlnB y AlnC de 45, 31 y 16 kDa, respectivamente (Navon-Venezia y
col.,, 1995; Toren ¥ col., 2001). La proteina de 45 kDa presenta un 27 % de identidad a
nivel aminoacidico con OmpA de E. wk y es la mis eficente en estabilizar las
emulsiones agua-hidrocarburo y en solubilizar hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAHs). Ademds, presenta la mayor actividad del biosutfactante alasan (Toren y col,
2002a y 2002b). Por otra parte, la proteina de 31 kDa presenta un 78 % de identidad
con una peroxiredoxina de P. putida KXT2440. Esta proteina presenta una baja actividad
emulsificante, sin embargo ayuda a estabilizar la actividad emulsificante de la AlnA
(Bekerman y col., 2005).

El emulsano de .A. zenetianus RAG-1 es un polimero complejo de un
lipoheteropolisacirido y una esterasa los cuales no estin covalentemente unidos. Este
complejo presenta un peso molecular aproximado de 9,9 x 10° Da. El mayor
componente del apoemulsano son D-galactosaminas, 4cido D-galactosaminurénico y
glucosamina diaminodideséxido. Los dcidos grasos estin covalentemente unidos al
polisacirido a través de enlaces O-ester y N-acilo (Zucketberg y col., 1979; Rosenberg y
col., 19792 y b). Cuando se libera al medio de cultivo, €l polisacitido capsular forma un
complejo con la esterasa, el cual llega a ser un activo emulsificador. A diferencia del
alasan, la esterasa del emulsano no es un emulsificador activo y sélo aumenta la

actividad del componente polisacirido (Tabla III).




Tabla III.
Cuatro ejemplos de biosurfactantes de alto peso molecular (adaptado de Rosenberg y Ron,

1999).
Microorganismo Composicion del Proteina (s) Tipo de actividad
polisacarido asociada (s)
A. radioresistens Amino azicares N- AlnA (upo Emulsificador de
K53 acilados, acidos urénicos y OmpA), AlnB compuestos alifaticos
una alanina (peroxiredoxina), ~ de cadenalarga y de
covalentemente unida AlnC (N.D.) policiclicos aromaticos
y estabilizador
A. venetianus N-acetil-D-galactosamina, ~ Esterasa asociada Emulsificador de
RAG-1 acido N- a la superficie mezclas de
acetilgalactosaminur6nico celular hidrocarburos
y un N-acetilaminoaztcar alifaticos con
aromaticos (o alcanos
ciclicos) y
estabilizador
A. calcoaceticus I-ramnosa, D-glucosa, N.D. Emulsificador de
BD4 acido D-glucurénico y D- mezclas de
manosa hidrocarburos
alifaticos y
estabilizador
Rhodoccocus D-glucosa, D-galactosa, N.D. Emulsificador de
rhodochrous S-2 D-manosa, acido D- mezclas
glucurénico, acido aromaticas

hexadenoico y

dodecanoico

N.D.: no determinada.

Por otra parte, el emulsano de A. cakoacetions BD4 es un polisacarido de tipo
capsular que se compone de unidades repetitivas de I.-ramnosa, D-glucosa, acido D-
glucurénico y D-manosa en relaciones molares 4:1:1:1. Las fracciones extracelulares que

contienen proteina, libre de polisacirido y el polisacirido por si mismo no presentaron
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actividad. Sin embargo ésta se puede reconstituir al mezclar las fracciones proteicas y
polisacaridas por separado (Kaplan'y col., 1987) (Tabla II).

La importancia del estudio de los exopolisaciridos se ejemplifica no sélo por los
casos de emulsificacién comunicados en bacterias del género Adinetobacter. En R
rhodochrons S-2, se produce un polisacirido extracelular denominado S-2 EPS, que
contiene D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, 4cido D-glucurénico, 4cido hexadenoico y
dodecanoico y que demostrd ser importante en la tolerancia de la bacteria a una fraccion
que contenia compuestos aromaticos del petréleo crudo. Las colonias de R rhodochrons
se caracterizaron por presentar un fenotipo mucoide y son mis resistentes a -
hexadecano, mientras que los derivados con fenotipo liso son sensibles a este
compuesto (fwabuchi y col,, 2000). Cuando el polisacarido extracelular producido por
Ja cepa mucoide se agregé a los cultivos de las cepas lisas, estas Gltimas adquirieron
resistencia 2 #-hexadecano. Finalmente, la adicién de este polimero al agua de mar
contaminada con aceite provocd la emulsificacién de éste, aumentando la degradacion
de hidrocarburos poliaromiticos (PAH) presentes en esta muestra (Ewabuchi y col,

2002) (Tabla III).

16. Funcién de las proteinas extracelulares y caracteristicas gencrales de los
translocones involucrados en secrecion.

Tas bacterias secretan al medio extracelular numerosas proteinas que son
necesarias para adaptarse y sobrevivir en el medio ambiente. Estas proteinas presentan
muchos roles como nutricién, adhesidn a sustratos abiéticos o bibticos, comunicacion
célula-célula, virulencia y emulsificantes, entre otros (Kostakioty y col,, 2005; Pallen, y

col., 2003},
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La mayoria de las bacterias Gram-negativas utilizan dos vias principales para
secretar sus proteinas desde el espacio citoplasmitico al espacio periplasmico: las vias
see- dependientes y 7a# dependientes. Las proteinas secretadas por la via s son
translocadas por €l complejo SecYEG unido a membrana interna y la proteina SecA,
una ATDasa asociada que actia como motor molecular. El mecanismo a través de la via
tat se ha descrito recientemente y esti compuesto por un translocon constituido por las
proteinas TatA, TatB, TatC, y la proteina TatE, las que muestran muy baja identidad
con los componentes del translocén Sec. Las proteinas periplismicas que son
translocadas por estos dos sistemas son destinadas al medio extracelular
preferentemente por el sistema de secrecién del tipo II y V. Ademds, las bacterias
Gram-negativas cuentan con otros aparatos especializados de secrecién de proteinas
directamente al medio externo sin pasar necesatamente por intermediarios
petiplismicos, como los sistemas de secrecion tipo I, III y IV (Kostakioti y col., 2005).
Finalmente, hay un grupo de proteinas que son secretadas a pesar de no presentar en su
secuencia aminoacidica una sefial de secrecién identificable. Estas se agrupan como
protefnas secretadas bajo un sistema de secrecién no clisico (Bendtsen y col,
comunicacién personal) (Figura 3).

Como se menciond anteriormente, para el caso de proteinas que son
componentes de los polimeros de las bacterias del género Acinetobacter, queda
demostrada Ia importancia que presentan en €l fenémeno de emulsificacion de
compuestos hidrofébicos. Atn se desconoce si las bacterias degradadoras de

policlorobifenilos producen proteinas con este tipo de actividades.
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En base a estos antecedentes, proponemos que las bacterias degradadoras de
PCBs podrian secretar algunas proteinas necesarias para la interaccién de la bacteria con
el compuesto a degradar. Esta interaccion serfa ademis grandemente facilitada por
ptocesos de movilidad y quimiotaxis hacia estos tipos de compuestos. Ambos procesos

son de gran relevancia para la biodegradacién de estos compuestos contaminantes.

HIPOTESIS

Los microorganismos degradadores de PCBs Pseudomonas sp. B4 y Burkbolderia
scenovorans LB400 son atraidos por quimiotaxis hacia los policlorobifenilos y producen
proteinas extracelulares que poddan ser necesarias para interactuar con estos

contaminantes ambientales.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es estudiar la quimiotaxis y analizar la
presencia de protefnas extracelulares con actividad emulsificante y la identificacién de

algunas de ellas en bacterias degradadoras de PCBs.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la movilidad de Psendomonas sp. B4 y B. xenovorans LB400 mediante
microscopia y ensayos de movilidad.

2. Cuantificar la quimiotaxis de Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans LBAQD tanto hacia
bifenilo como a distintos clorobifenilos e intermediarios de la degradacién de los PCBs.
3. Determinar las propiedades emulsificantes de preparaciones crudas de las proteinas

extracelulares de Psendomonas sp. B4 y B. xenovorans LB400.
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4. Analizat i silico las posibles proteinas secretadas por B. xenozorans LB400.
5. Caracterizar las proteinas extracelulares y su expresion diferencial en B. xenovorans
1B400 crecida en medio definido y utilizando bifenilo, dcido benzoico (un intermediario

de la degradacion de bifenilo) o glucosa como tnicas fuentes de carbono y energia.
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2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Materiales.
2.1.1. Cepas bacterianas.

B. xenovorans LB400 es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la clase de las B-
protecbacterias que hasta la fecha, es considerada como el mejor degradador en
condidiones aerdbicas de los PCBs, Esta bacteria se aislé desde el tio Hudson, ubicado en
el estado de New York por un grupo de investigacién de la empresa General Electric
(Bopp y col., 1986).

Psendomonas sp. B4 es una bacteria Gram-negativa que pertenece a la clase de las y-
proteobacterias, aislada del Rio Elba en Alemania. A diferencia de B. xenovorans LB400, las
capacidades metabdlicas de esta bacteria hacia distintos congéneres de PCBs atin no se han
comunicado, peto si es capaz de crecer en bifenilo y algunos PCBs como 1inica fuente de

catbono y energia (Chévez y col., 2006).

2.1.2. Reactivos.

e AccuStandard (New Haven, EUA): 2-clorobifenilo, 3-clorobifenilo, 4-clorobifenilo
y 2,3 policlorobifenilo.

e Biorad (California, EUA): tiras de punto isoelécttico inmobilizado (no lineal 3-10),
anfolitos Bio-Lyte®, acrilamida y bisacrilamida.

e Difco (NJ, EUA): triptona, agar y peptona.

e Merck (Hohenbrunn, Germany): bifenilo, isooctano, n-hexano, tetréxido de osmio,
acetato de uranilo, trisaminometano, acido clorhidrico, hidréxido de sodio, glicerol,
metanol, nitrato de plata, MgSO, , Iodoacetamida y CHAPS.

» DPierce (Illinois, EUA): cassettes de dislisis, sistema comercial para la identificacién

de proteinas (Coomassie Plus Protein Assay Reagent),
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e Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA): DNAsa, RNAsa, dcido benzoico, 4cidos 2, 3y 4
, clorobenzoicos, B-mercaptoetanol, icido tricloroacético, glutaraldehido, PMSF,
rojo de pirogalol, molibdato de sodio y oxalato de sodio, dcido succinico, urea,

tiourea, D'T'T, SDS, azdl de coomassie Ry G250, 4cido citrico y 4-cloro-1-naftol.

2.2, Métodos.
2.2.1. Condiciones de cultivo.

B. xenovorans LB400 y Psendomonas sp. B4 se crecieron rutinariamente a 30 °C en
medio Luria-Bertani. Para los estudios de quimiotaxis, expresion diferencial de proteinas,
caracterizacién de EPS y bitsqueda de actividad biosurfactante, se utilizo el medio minimo
M9 suplementado con glucosa (1 %), bifenilo (0,1 %) o acido benzoico al (0,1 %) como
tnicas fuentes de carbono y energia. Para evaluar el crecimiento en estas fuentes de
carbono, se midi6 la densidad 6ptica de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm

(Chavez y col., 2004).

2.2.2. Microscopia electrénica de transmision.

Para la preparacién de muestras sin tincién, las células se recolectaron de cultivos
en fase exponencial o fase estacionaria y se llevaron 2 una D.O. ~ 0,5 con medio minimo
1X. Por otra parte, las células cosechadas en estos mismos estados de crecimiento se
centtifugaron a 10.000 rpm por 5 min y se lavaron con amortiguador Tris-HCl 10 mM pH
74, para finalmente ser centrifugadas y suspendidas en el mismo amortiguador. Se
aplicaron 10 pL sobre la grilla, se esper6 2 min para que los microorganismos se
depositaran en Ia superficie del formvar con carbén, retirindose el exceso de ligando por
succién por capilaridad mediante un trozo de papel filtro. Esta operacion se repitié por
cinco veces. Las células se observaron directamente al microscopio electrénico de

transmisién (Phillips Tecnai 12).
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2.2.3. Microscopia electeonica de barrido.

Las bacterias se colectaron del medio de cultivo por filtracién en una membrana de
nitrocelulosa Millipore GS y se fijaton en glutaraidehido (3 %) en amortiguador cacodilato
0,138 M pH 7,2 durante 4 h. Luego de un lavado con agua destilada se deshidrat6 la
preparacién en acetona de 50, 70, 95y 100 % durante 5 min cada vez y se realizd secado de
punto critico con CO,. ILas muesttas se sombrearon con oro en Varian Vaccum

Evaporator y se observaron en un mictoscopio de batrido Jeol JSM25SII a 30 kV.

2.2.4. Ensayo de “swimming” o de motilidad en placa.

Los medios usados para el ensayo contenian medio minimo M9 y dos fuentes de
carbono (glucosa o casaminoacidos) a las concentraciones de 1 % y ademds agar al 0,1 %.
Las placas se inoculaton con las bacterias crecidas en medio LB por toda la noche. Para
evitar la evaporacién del solvente acuoso, las placas se sellaron con Saran Wrap y se

incubaron a 30 °C por 12-14 h.

2.2.5. Ensayo modificado del capilar.

Se realizé el ensayo modificado del capilar descrito inicialmente por Mazumder y
col. Las bacterias crecidas en las tres condiciones de cultivo se cosecharon por
centrifugacién (10.000 g x 5 min a 4 °C). Estas sc lavaron con amortiguador de quimiotaxis
(Tris-HC1 10 mM, pH 7,4) y se resupendieron en el mismo amortiguador hasta una D.O.~

0,5. Luego, se depositaron 100 KL en una punta de micropipeta la que se puso en contacto

con una jeringa tipo tuberculina de 1 mL que contenia 200 pL de una solucién  del
compuesto a estudiar a una concentracién de 1 mM disuelto en amortiguador de
quimiotaxis y en presencia de iso-octano al 0,2 %. El control del ensayo contenia sélo el
amortiguador e iso-octano. Este solvente se utiliz6 para solubilizar bifenilo y clorobifenilos,

los que en €l amortiguador de quimiotaxis fueron pricticamente insolubles. Después de 90
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min. de incubacién a temperatura ambiente, se tomé 100 uE. del contenido de la jeringa y
las células en suspensidn, se diluyeron 5.000 veces en medio LB para ser sembradas en
placas de LB-agar. Las placas se incubaron a 30 °C por toda la noche. La acumulacién de
bacterias dentro de la jeringa se calculé promediando el mimero de UFC obtenidas en cada
placa proveniente de tres ensayos independientes. A partir de estas determinaciones se
calculs el IQR definido como el ntimero de bacteras que entraron a la jeringa en presencia
del compuesto a ensayar como atrayente, respecto a las que entraron 2 la jeringa en
presencia de solo el amortiguador. Como referencia se utilizd un indice igual o mayor a 2
para demostrar quimiotaxis hacia el compuesto 2 estudiar segin lo comunicado por otros

investigadores (Mazumder y col., 1999; Harwood y col., 1994).

2.2.6. Ensayos de “swarming” o quimiotaxis en placa.

Para confitmar la quimiotaxis hacia los compuestos a estudiar, se utilizd el ensayo
de “swarming” descrito por Harwood y col, (1994). Se utilizé placas de Petri de 9 cm de
didzmetro que contenian medio minimo suplementado con el quimioatrayente a una
concentracién final de 1 mM y agar al 0,3 %. De igual forma se prepar6 una placa control
la que contenia agar 0,3 % y el medio minimo. Estas placas se dejaron secar a temperatura
ambiente pot dos horas antes de ser usadas. Las placas se inocularon con 10 pL de un
cultivo de Psendomonas sp. B4 crecido hasta la fase estacionaria en un medio minimo
suplementado con glucosa al 1 %. Las placas se incubaron a 30 °C por un periodo de 72 h,
tiempo en el cual se observé un anillo de crecimiento de las células moviles. Este ensayo
requiere que la bacteria genere su propia gradiente de concentracién al metabolizar los
compuestos presentes en el medio. Las células son colocadas en el centro de la placa y Ia
quirniotaxis se visualiza como un anillo de crecimiento que se expande hacia los bordes de
lz placa, debido al nado de las bacterias a través del agar siguiendo una gradiente de

concentracién del atrayente una vez que se ha metabolizado (Parales y Harwood, 2002) .
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Para analizar los efectos téxicos de algunos compuestos en Psexdomonas sp. B4 se
utilizé6 una placa preparada para swarming con dcido benzoico 1 mM como
quimioatrayente, la que contenia 2 una distancia de unos 5 cm del centro de inoculacion,
cuatro tapones o “plugs” de agar con los 4cidos benzoico, 2-clorobenzoico, 3-
clorobenzoico y 4-clotobenzoico, respectivamente, a una concentracién de 100 mM. Las
placas se inocularon con 10 pL de un cultivo de Psendomonas sp. B4 crecido hasta fase
estacionaria en un medio minimo suplementado con glucosaal 1 %y se incubaron a 30 °C

por un petiodo de 72 h.

2.2.7. Ensayos de viabilidad en presencia de 3-CBA.

La bactetia se creci6 previamente en medio mfnimo con glicosa al 1 % como Unica
fuente de carbono hasta la fase exponencial. Las células se lavaron con amortignador de
quimiotaxis (I'tis-HCI 10 mM, pH 7,4) y se tesupendicron en el mismo amortiguador hasta
una D.O.~ 0.5 en presencia de distintas concentraciones de 3-CBA. Se tomaron muestras
de estas preparaciones al tiempo cero y a 90 min, y lego de diluir 100.000 veces en medio
LB, se sembraron en placas IB-agar y se incubaron toda la noche a 30 °C. Finalmente, se

determiné ¢l ntimero de unidades formadoras de colonia para cada muestra.

2.2.8. Extraccién de proteinas totales solubles desde B. xenovorans LB400.

Las células se cosecharon de tres cultivos crecidos en medio minimo M9
suplementados con glucosa, bifenilo o 4cido benzoico, y se centrifugaron a 5.500 x g por
15 min a 4 °C (Beckman Coulter Avanti J-26 XP). Las células se lavaron una vez con 50
ml. de amortiguador PBS y se centrifugaron 2 la misma velocidad. Finalmente se
suspendieron en amortignador Tris-FHCl 50 mM pH 8,0 en presencia de PMSF 100 mM y

RNAsa A 50 pg/ml.. Para romper las células, la muestra se sonicé con un programa de tres

cidlos de 30 s de sonmicado y 30 s de descanso utilizando ciclos de
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congelamiento/descongelamiento entre cada ruptura. Bl material celular que no se lis por
somicacién se eliminé de esta fraccién por centrifagacién a 10.000 g x 5 min a 4 °C,
Finalmente se adicion a la muestra DNAsa a una concentracién de 50 ng/mL y se dej6
reposar en hielo por 10 min. Se extrajo una alicuota para cuantificar las proteinas por €l

método de Bradford.

2.2.9. Extraccién de proteinas extracelulares desde B, xenovorans L1.B4060.
2.2.9.1. Precipitacién de protefnas con 4cido tricloroacético.

Para la extraccién de proteinas extracelulares, el sobrenadante de los cultivos
centrifugados se filtré utilizando filtros de nitrocelulosa de 0,22 pm. A esta fraccién se
adicion6 TCA al 10 % final y se dejé incubando toda la noche a 4 °C. Luego se centrifugd a
10.000 g % 2 h (Beckman Coulter Avanti J-26 XP), 24°Cy el precipitado se lavo tres veces
con una solucién de etanol al 70 %. El precipitado se dejé secar a 37 °C y se almacend a -

80 °C (Sambrook y col., 1989).

2.2.9.2. Precipitacién de proteinas con rojo de pirogalol.

El sobrenadante de cultivos centrifugados 2 5.500 x g por 15 min a 4 °C se filtré
utilizando filtros de 0,22 pm. Para la precipitacién de Ias proteinas se adiciond un volumen
ignal de una solucién de PRMM (rojo de pirogalol 0,05 mM, molibdato de sodio 0,16 mM,
oxalato de sodio 1,0 mM, icido succinico 50 mM, metanol 20 % (vol/vol) en H,O, y
ajustada la solucién a pH 2,0 con HCD al sobrenadante. Postetiormente, el pIl de la
solucién se ajusté a 2,8 y se dej6 a temperatura ambiente por 1 2 2 h. Luego se incubd la
solucién a 4 °C por toda la noche. Fl precipitado se sediment6 por centrifugacién a 10.000
x g por 1 h, y el sobrenadante se removid cuidadosamente. El precipitado se lavé
repetidamente con acetona y se dej6 remover por evaporacién a temperatura ambiente. El

precipitado se dejé secar a 37 °C y se almacent a -80° C (Caldwell y Lattemann, 2004).
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2.2.10. Separacién de proteinas por 2D-PAGE.

Un equivalente a 100 pg of proteinas de los extractos solubles o de proteina

extracelular se solubilizaron en 250 pI. de amortiguador de rehidratacién para
isoelectroenfoque (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS al 2 %, DTT al 2 %, anfolitos Bio-
Lyte® de rango de punto isoeléctrico de 3-10 al 0,27 % y anfolitos de rango de punto
isoeléctrico de 5-7 al 0,15 %). Las muestras se rehidrataron de forma pasiva por toda la
noche en tiras de 17 cm de largo, fabricadas con una gradiente no lineal preformada de
anfolitos con un rango de pH de 3 a 10. Las condiciones para el enfoque fueron las
siguientes: 250 V por 15 min con una pendiente lenta, 2.000 V por 2 h con una pendiente
lenta, 8.000 V por 4 h con una pendiente lineal, 10.000 V por 11 h con una pendiente
lineal y finalmente a 50 V por 4 h con una pendiente rapida. Al finalizar la corrida, las tiras
se incubaron en la solucién de equilibrio T (urea 6 M, tris-HCl 0,024 M pH 8,8, glicerol 30
%, SDS al 2 % y DTT al 2,4 %) y luego en la solucién de equilibrio IT (urea 6 M, tris-HCl
0.024 M pH 8,8, glicerol al 30 %, SDS al 2 % y yodoacetamida al 2,5 %) por 15 min cada
vez. Las titas se dejaron en amortiguador de corrida y se transfideron a geles de acrilamida
al 12,5% de 20 cm X 20 cm para la segunda dimensi6n, El gel se sellé con una solucién de
compuesta por agarosa al 1 % y azul de bromofenol al 0,1 %. La electroforesis se realizd
con un voltaje constante de 50 V 2 temperatura ambiente. Posteriormente, las proteinas
separadas se visualizaron con nitrato de plata segan un protocolo adaptado de Shevchenko
y col. (1996) para un anilisis comparativo. De igual forma, se utiliz6 la tincién con azul de
Coomassie CBB G-250 para la extraccién de proteinas de los geles bidimensionales para su

posterior secuenciacién por espectrometria de masas.

2.2.11. Anilisis y secuenciacién de proteinas.
Las intensidades de las manchas de las proteinas de interés en los geles

bidimensionales se cuantificaron con €l programa Quantity One (Biorad, USA). Las
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manchas se aislaron usando un bisturl y cada pedazo de gel se deposité en un tubo
eppendorf. La muestra se digirié con tripsina segin un protocolo del operador. Las
soluciones con los péptidos obtenidos se analizaron por espectrometria de masas con un
equipamiento de ionizacién por electrospray y un analizador de tiempo de vuelo (ESI-
QUAD-TOF). Las muestras se procesaron en el Centro de Proteémica de la Universidad
de Cambridge (Reino Unido). Los resultados obtenidos se apalizaron mediante el software
MASCOT  (http://www.mattixscience.com/index.html) utilizando el genoma de B

xenovorans ] BA00 obtenido desde el Joint Genotne Institute,

2.2.12. Prepatacién de sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas sp B4 y de B.
xenovorans LB400 para anilisis de posible EPS.

Las bactetias se crecieron hasta fase exponencial y estacionaria. De cada fase se
extrajo el sobrenadante de cultivo el que se filtrd utilizando filtros de 0,22 pm y luego se
dializ6 48 h contra agua milli Q usando membranas de corte 3.500 MWCO.
Posteriormente, €l sobrenadante se congeld con nitrdgeno Hquido y se  liofilizé a una
tempetatura de - 60 °C y a una presién de 0,036 mbar. Este material se almacené a -20 °C

para posteriores analisis.

2.2.13. Separacién cromatogrifica del material liofilizado por columnas de filtracién
molecular.

Las muestras liofilizadas (50-100 mg) se disolvieron en un minimo volumen de
amortiguador piridina/acetato (3:1), se centrifugaron a una baja velocidad y la fraccién
soluble se cargé en una columna de filtracién molecular Sephadex G50 cuya fase mévil era
el mismo amortiguador. El posible material polisacirido se cluy6 de la columna utilizando
un flujo de 6,3 mL/h. Este material se recolectd en fracciones previa deteccion del eluido

por refractometria. Las fracciones que contenfan mayor indice refractométrico respecto a
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un control (amortignador acetato/piriding) se recolectaron y concentraron en un
rotaevaporador. El material se secd, resuspendié en agua nanopura y se volvié a
concentrar, Este procedimiento se repiti6 dos veces. Finalmente, la muestra se resuspendio

en agua nanopura, liofiliz6 y almacend para su posterior uso.

2.2.14. Determinacion de aziicares neutros.

Se preparé una solucién stock de 5 pg/ul del probable EPS separado en la columna
de fltracién molecular Sephadex G50. De esta se us 500 tg que se colocaron en un vial
de 10 mL. Se agregé 1 mL de HC1 0,1 M y se dej6 hidrolizando por 48 h a 100 °C. Luego
se agregd 30 pg de xilosa, que se utilizé como estindar interno. Las muestras se
concentraron 40 °C. Posteriormente se agregd 1 mL de una mezcla de 10% eter en hexano
para remover los 4cidos grasos y se agité la muestra suavemente pot cinco seg. Luego esta
fase se descarté y los vapores del solvente se volatilizaron con N,. Para la reduccién del
grupo carbonilo del azicar se agregé 500 pL de agua MQ, se chequed que el pH de la
muestra fuese 8 y luego se agregd 2 mg de NaBH, (en tres pasos). Las muestras se
incubaron toda Ia noche en la oscuridad junto con una aguja para dejar escapar el CO, y

posteriormente para detener la reaccién se agregd unas gotas de HCI. Se lavaron tres veces

con un 1 ml de una mezcda HAc/MeOH y luego tres veces con 1 mL de MeOH.
Finalmente se agregd a cada vial, 100 pL de piridina y 50 pL de dietileter. Se dejo esta
mezcla por 30 min a 85 °C y finalmente se volatiliz6 la mezcla con N,. Se agregé 1 mL de
CHCL, y se volatilizé con N, Luego se agregd 100 pL de CHCl,y se utilizaron 10 pL para

ser inyectados en el cromatdgrafo de gases.
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2.2.15. Estudio de las propiedades emulsificantes de los sobrenadantes de cultivo.

Se utilizé un protocolo modificado en el cual se mezcl6 en un tubo de vidrio de 1,5
ml., 1 mL de un amortignador tris-HCI 20 mM, MgSO, 10 mM pH 7,0 y 50 pL de hexano
en el cual fueron previamente disueltos los cristales de bifenilo (concentracién final 1 mM).
Postedormente se agregaron 100 WL que contenian distintas concentraciones de las
muestras 2 ensayar. Hstas mezclas se agitaron vigorosamente efl un vorteX pot 10 seg y
posteriormente se les midié la turbidez generada por la emulsién a 600 nm en un

espectrofotémetro (Toren y col,, 2001),

2.2.16. Analisis bioinformaticos.

Para el andlisis i sifico de las posibles proteinas secretadas de B. xenovorans LB400 y
el anlisis comparativo con otros microorganismos del género Burkholderiae (B. mallei
ATCC23344, B. psendomallei K96243, B. cepacia J2315) se trabajo con los proteomas i silfco
de estos microorganismos, los que se obtuvieron desde la base de datos del Centro para el
Anélisis de Secuencias Biolégicas (CBS) de la Universidad Tecnolégica de Dinarmarca. En
esta Tesis, se entiende por proteinas secretadas a las que son secretadas por los dos
translocones de membrana interna y el sistema de secrecién no candnico y que son
destinadas al espacio petipldsmico, membrana interna, externa y/o al espacio extracelular.
Con los proteomas disponibles en la base de datos del CBS, se analizé los marcos de
lectura abiertos que contenfan posibles secuencias con péptidos sefial utilizando el servidor
SubCell v1.0. Este programa contiene 2 su vez subprogramas que identifican los péptidos
sefial que son procesados por la via de secrecidn sec (SignalP v3.0 y LipoP v1.0), el sistema
de secrecién de tipo tat (TatP v1.0) y el sistema de secrecién no canénico {SecretomeP
v1.0) (Figura 3). El programa SubCell, contiene ademds, un subprograma que identifica en
el proteoma proteinas con putativas hélices de transmembrana, las que son categorizadas

de forma separada (TMHMM). Los marcos de lectura que no se encasillaron en las distintas
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categorias (secretadas o de transmembrana) son clasificadas automiticamente como
proteinas citoplismicas (Bendtsen y col, comunicacién personal). Para la comprobacién de
la secrecidn de algunas proteinas detectadas por SubCell, se utilizé el servidor Cello
(www.cello life.nctu.edu.tw).

Para la biisqueda de genes ortdlogos en los genomas de B. xenovorans 1.B400 u otros
microotganismos se utilizé la herramienta de bisqueda de alineamiento local bisico (Psi-
BLAST). Esta herramienta busca y encuentra regiones de similaridad local entre las
secuencias aminoacidicas. El programa compara secuencias aminoacidicas con las
secuencias de las bases de datos y calcula la significancia estadistica de los ensambles
(Altschul y col., 1990). Las secuencias extraidas de las bases de datos se analizaron con el
programa DNAstar (Lasergenc) para el cilculo de punto isoeléctrico, masa molecular y
otras caractetisticas. Para el alineamiento de las secuencias conocidas se utilizd el servidor
ClustalW2 (www.ebi.ac.uk).

El modelamiento de la proteina Ycel de B. xenoporans LB400 se obtuvo utilizando el
programa Accelrys DS Visualizer v2.0.1.7347, usando como modelo las estructuras
cristalograficas de proteinas depositadas en la base de datos del Protein Data Bank

(Thermus thermophilus. \YWUB y Escherichia coli: 1YOG).
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3. RESULTADOS.
3.1 Caracterizacién de la movilidad de Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans
LB400 por microscopia y ensayos de movilidad.

Observaciones preliminares utilizando microscopia Optica de Pseudomonas sp.
B4 y de la B. xenovorans L B400, crecidas en medio LB hasta la fase exponencial mostraron
que la primera es mucho mis mévil que la cepa modelo. Para verificar este fendmeno,
utilizamos ensayos de movilidad en placa o “swimming”. Este fenomeno toma lugar en
la placa de Petri cuando la capa del fluido acuoso es suficientemente gruesa para permitir
el nado al azar de la bactetia en presencia de una fuente de carbono metabolizable. Con
este ensayo, observamos la formacién de claros anillos en menos de 20 h de incubacion

a 30 °C solo en Pseudomonas sp. B4 (Figura 4).

Figura 4. Movilidad de las bacterias degradadoras de PCBs. Las bacterias Prendomonas sp. B4 (B4) y B.
xenovorans LB400 (LB400) se crecieron hasta fase estacionaria en medio LB y se inocularon en placas de
movilidad que contenian medio minimo con glucosa al 1% como tnica fuente de carbono y energia (A) o
medio minimo con casaminodcidos como tnica fuente de carbono y energia (B). La flecha blanca indica
los anillos generados por el movimiento de la bacteria en el medio.

A pesar que B. xenovorans LB400 ha sido descrita por otros investigadores como
una cepa moévil (Goris y col, 2004), la carencia de movilidad en estos ensayos
probablemente se deba a una falta de las estructuras flagelares. Para verificar esto,
utilizamos microscopia electrénica para la cuantificacion del nimero de bacterias con

flagelo. Observamos que en promedio, ~80 % de las bacterias presentaron flagelos en
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Pseundomonas sp. B4, mientras que en B. xenovorans LB400 solo mostr6 un ~10 %. Ambas

bacterias presentaron flagelos de tipo polar (Figura 5).

A B

80% 1 pum "0% 1 um

Figura 5. Presencia de estructuras flagelares en Psewdomonas sp. B4 y B. xenovorans LB400. Ambas bacterias
se crecieron hasta fase estacionaria en medio minimo con glucosa como fuente de catbono y se
depositaron directamente sobre una grilla de cobre. A: Pseudomonas sp. B4 observada con un aumento de
9.900 X. B: B. xenovorans 1LB400 observada con un aumento de 11.500 X.

Debido a que B. xemovorans 1.B400 carecié de movilidad, los ensayos de

quimiotaxis cualitativa y cuantitativa no se pudieron realizar con este microorganismo.

3.2. Cuantificacién de la quimiotaxis de Pseudomonas sp. B4 tanto hacia
bifenilo como a distintos clorobifenilos e intermediarios de la degradacién de
los PCBs.

3.2.1. Quimiotaxis hacia bifenilo y policlorobifenilos utilizando ensayos
cualitativo y cuantitativos.

Las bacterias perciben y nadan hacia gradientes de concentracion de un
determinado compuesto y se acumulan cerca de la fuente de origen si es un atrayente.
En el ensayo de “swarming”, se requiere la formacion de un gradiente de
concentraciéon del compuesto presente en el agar a medida que es metabolizado por la
bacteria. Las células se depositan en el centro de una placa de petri con un bajo
porcentaje de agar (entre un 0,3-0,5 %). La quimiotaxis se visualiza por la formacién de

un anillo de crecimiento desde el punto de inoculacién; donde en el borde de este
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anillo se acurmulan las células que nadan mis ripido 2 través del agar siguiendo la
gradiente del atrayente que se genera a medida que se va metabolizando (Parales y
Harwood, 2002; Rashid, M. H. y Komberg, A. 2000). Mediante este ensayo
encontramos que la Psendomonas sp. B4 fue atraida por bifenilo, 2-clorobifenilo, 3-
clorobifenilo o 4-clorobifenilo cuando estos estin presentes en la placa de petrd como
{Gnica fuente de carbono y energla (Figura 6). Fstos resultados coinciden con la

capacidad que tiene esta bacteria para crecer en estos compuestos (Chavez y col., 2004).

Figusa 6. Respuesta quimiotictica de Psewdomonas sp. B4 utlizando el ensayo de “swarming”. 10 pL delz
cepa crecida en medio minimo hasta fase estacionaria se depositaron sobre una placa de Petrd que
contiene agar por sobre 0,3 %, medio minimo y un sustrato a una concentracién 1 mM del compuesto
que indicado. Con una flecha se muestra la ubicacién del borde del anillo debido al crecimiento de las
células. C corresponde a Iz placa control en presencia de isooctano 0,2 %.

Utilizando €l ensayo modificado del capilar cuantificamos la quimiotaxis de
Psendomonas sp. B4 hacia bifenilo y distintos clorobifenilos (CBs). Al evaluar la
concentraci6n de bifenilo en Ia cual obtenfamos el mayor nimero de células dentro del

capilar encontramos que a una concentracion nominal de 1 mM se producia la mayor
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acumulacién de células, por lo que escogimos esta concentracién para realizar la

comparacién con los de detivados clorados (Figura 7).
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Figura 7. Quimiotaxis de Psewdomonas sp. B4 hacia distintas concentraciones de bifenilo. Las bacterias se
crecieron hasta Ia fase exponencial en medio minimo suplementado con glucosa al 1 % como tinica
fuente de carbono y energfa. Los microorganismos se cosecharon por centrifugacién y se resuspendieron
en amortiguador de quimiotaxis. E] niimero de bacterias atraidas por bifenilo se determind después de
sembrag las bacterias en placas LB-agar. Las barras de error indican la desviacién estindar obtenidas
desde tres réplicas.

Como Psewdomonas sp. B4 es capaz de crecer en bifenilo y en varios
clorobifenilos (Chavez y col., 2004), analizamos si el previo crecimiento de esta bacteria
en bifenilo inducirfa una respuesta quimiotictica hacia estos compuestos. Fsta
respuesta fue compatada con células crecidas previamente en glucosa. La quimiotaxis
hacia bifenilo y clorobifenilos no fue inducida previo crecimiento de las células en

bifenilo, comparada con la respuesta de Ias células crecidas en glucosa (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del crecimiento de Pseudomonas sp. B4 en dos medios de cultivo en la quimiotaxis hacia
bifenilo y sus derivados clorados, La bacteria se creci6 hasta la fase exponencial media en medio minimo
con glucosa al 1 % como tnica fuente de carbono (barras grises) o bifenilo al 0,1 % (barras blancas). Las
células se centrifugaron y resuspendieron en amortiguador de quimiotaxis (T ris-HCI 10 mM, pH 7.4),
para posteriormente realizar el ensayo modificado del capilar y analizar su respuesta quimiotictica frente
a bifenilo (B) y cloro bifenilos (CBs). Los resultados corresponden al promedio T desviacién estindar de
tres experimentos independientes. Se utilizé el test de ANOVA de dos vias para determinar la
significancia estadistica de las diferencias entre los dos grupos de tratamiento. Sobre cada barra se
muestra el indice quimiotictico relativo (valor respecto al control que utiliza s6lo amortiguador de
quimiotaxis).

3.2.2. Quimiotaxis hacia 4cido benzoico y cloroderivados utilizando ensayos
cualitativo y cuantitativo.

Observamos que las bacterias s6lo presentaron quimiotaxis hacia acido
benzoico (BA) y no hacia sus derivados clorados cuando éstos se utilizaron como

fuentes de carbono y energia en la placa de Petri (Figura 9).

Figura 9. Respuesta quimiotictica de Psendomonas sp B4 hacia icido benzoico y sus derivados clorados
observada por el ensayo de “swarming”. Las células se crecieron en medio minimo y se inocularon en el
centro de una placa (circulo blanco) que contenia el mismo medio suplementado con acido benzoico
(BA) o icido 2-clorobenzoico (2-CBA), como las tnicas fuentes de carbono y energia. El efecto en las
placas con los 4cido 3-CBA y 4-CBA fue similar al observado con el 2-CBA. La aparicion del anillo de
“swarming” se registrd después de incubar cada placa a 30 °C por un periodo de 48 h.
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Esta bacteria fue incapaz de crecer en los dcidos clorobenzoicos (Figura 10Ay
B). El aumento en la absorbancia cuando la bacteria se crece en presencia de 3-CBA
posiblemente se deba a la aparicién de un componente que absorbe a una longitud de
onda cercana a los 600 nm. Este medio present6 un color café en el medio de cultivo
tal como se muestra en la Figura 10B. Esta coloracion posiblemente se deba a la
acumulacién de los productos de autooxidacion del 3- clorocatecol tal como en el caso
de P. putida mt-2 (Bartels y col., 1984). Los resultados de las Figuras 9 y 10 indican que
hay una correlacién entre el fenémeno de swarming y la capacidad que tiene esta

bacteria para crecer en estos compuestos (Figura 10).
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Figura 10. A: cinética de crecimiento de Pseudomonas sp. B+ en distintas fuentes de carbono. Las vacierias
se crecieron toda la noche en medio Luria Bertani y se inocularon (dilucién 1/10) en medio minimo
suplementado con 4cido benzoico al 0,1% (rombos), dcido 2-clorobenzoico (cuadrados), dcido 3-
clorobenzoico (tridngulos) o 4cido 4-clorobenzoico (cruces) como tnicas fuentes de carbono y energia.
La densidad Gptica de los cultivos se monitoreé a 600 nm. B: Visualizacion de los cultivos de Psewdomonas
sp. B4 descritos en A. Obsérvese la coloracion parduzca del medio de cultivo, para el caso del 3-CBA
luego de incubar la bacteria por ~50 h. Esta coloracién no se observo cuando el medio no se incubd con
la bacteria.

Con el ensayo modificado del capilar se cuantificé la quimiotaxis de
Psendomonas sp. B4 hacia icido benzoico y distintos CBAs. Al igual que en el caso de
bifenilo, se realiz6 un ensayo para evaluar la concentracién de dcido benzoico en la cual
se obtiene el mayor nimero de células dentro del capilar. En este caso, se observo un

mayor ntiimero de células atraidas a una concentracién de BA de 0,1 mM (Figura 11).
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Figura 11. Quimiotaxis de Psendomonas sp. B4 hacia distintas concentraciones de acido benzoico. Las
bacterias se crecieron hasta Iz fase exponencial en medio minimo suplementado con ghicosa al 1 Ya
como tnica fuente de carbono y energia. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion y se
resuspendieron en amortiguador de quirniotaxis. El nfimero de bacterias atraidas por el compuesto en el
capilar se determing después de sembrar las bacterias en placas de LB-agar. Los resultados corresponden
al promedio *+ desviacién estindar de tres experimentos independientes. Se utiliz6 €l test no paramétrico
de Mann-Whitney para determinar la significancia estadistica de las diferencias entre los distintos
tratamientos (p<0,05). Sobre cada barra se muestra el indice quimiotictico relativo (valor respecto al
control que utiliza sélo amortiguador de quimiotaxis).

Similar al caso de bifenilo y derivados clorados, se observé quimiotaxis hacia
el 4cido benzoico cuando la bacteria se crecié previamente en glucosa y en bifenilo lo

que sugiere nuevamente un fenémeno de quimiotaxis constitutiva (Figura 12).
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Figura 12, Efecto del crecimiento de Psewdomonas sp. B4 en dos medios de cultivo enla quimiotaxis hacia
el 4cido benzoico y sus derivados clorados. La bacteria se crecid hasta la fase exponencial media en
medio minimo con glicosa al 1 % como Ginica fuente de carbono (batras grises) o bifenilo al 0,1 %
(bazas blancas). Las células se centrifugaron y resuspendieron en amortiguador de quirniotaxis (Tris-HCE
10 mM, pH 7,4), para postetiormente realizar el ensayo modificado del capilar y analizar su respuesta
quitniotictica frente a dcido benzoico (BA), 4cido 2-clorobenzoico (2-CBA), 4cido 3- clorobenzoico (3-
CBA) v 4cido 4-clorobenzoico (4-CBA). Los resultados corresponden al promedio + desviacitn estandar
de tres experimentos independientes. Se uiilizd el test de ANOVA de dos vias para determinar la
significancia estadistica de las diferencias entre los dos grupos de tratamiento. Sobre cada barra ser
ruestra el indice quimiotictico relativo (valor respecto al control),
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3.2.3. Inhibicion del crecimiento por los dcidos clorobenzoicos.

Los bajos valores de UFC que se obtienen luego de incubatr Psendomonas sp.
B4 con 3-CBA (ensayo del capilar) podrian explicarse por un efecto repelente de este
compuesto o simplemente por un efecto téxico. Por una parte, mediante un ensayo de
“swarming” combinado con un ensayo con tapones de agarosa, se observo la presencia
de un halo de inhibicién cerca del “plug” que contenia 3-CBA. Este halo presenté una
tonalidad parduzca, similar a aquella que se obtiene al incubar la bacteria en medio
minimo con este compuesto como tnica fuente de carbono y energia (Figura 13 A). El
efecto toxico del 3-CBA quedé demostrado cuando la bacteria se incub6 en presencia

de concentraciones por sobre 0,01 mM de este compuesto (Figura 13 B).
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Figura 13. Efecto toxico de diferentes dcidos clorobenzoicos en Pseudomonas sp. B4. A: efecto inhibitorio
del 4cido 3-clorobenzoico observado por un ensayo de “swarming” combinado con ensayo del “plug” de
agarosa. Las bacterias se crecieron hasta la fase exponencial en medio minimo suplementado con glucosa
al 1% y se inocularon en las placas que contenian icido benzoico 1 mM como la unica fuente de
carbono. En los circulos que se observan en cada extremo de la placa se colocaron “plugs” de agarosa
que contenian cada uno de los compuestos indicados a una concentracion de 100 mM. La placa se
incubé por 30 °C por un periodo de 72 h. B: efecto de diferentes concentraciones de dcido 3-
clorobenzoico en la viabilidad de Psewdomonas sp. B4. Suspensiones de células previamente crecidas en
glucosa 1 % hasta la fase exponencial se incubaron con las concentraciones de 3-CBA indicadas y se
tomaron muestras a los cero (barras blancas) y 90 min (barras achuradas) en los cuales se determind el
nimero de unidades formadoras de colonias.
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3.3. Determinacién de las propiedades emulsificantes de preparaciones
crudas de fracciones extracelulares de Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans
LB400.

3.3.1.  Andlisis de una posible sustancia exopolimérica en B. xenovorans
LB400 y Pseudomonas sp. B4.

La simple observacién de la forma de las colonias de la Psexdononas sp. B4
sugitié claramente un fenotipo mucoide, a diferencia de las colonias de la B.
xenovorans LB400 (datos no mostrados). Hemos observado que este fenotipo estd
correlacionado con la capacidad de la bacteria de moverse en medios semisdlidos
(secciones 3.1y 3.2). Estos antecedentes hicieron suponer que la posible presencia de
una sustancia exopolimérica podria estar relacionada con fendmenos de
emulsificacién de compuestos hidrofébicos en las bacterias en estudio, tal como en el
caso comunicado en R. rhedochrons donde se caracterizaron cepas con fenotipo
mucoide y lisas, resistentes y sensibles al solvente orginico #s-hexadecano,
respectivamente (Iwabuchi y col., 2000).

Utilizando microscopia electronica se observé la presencia de un material
extracelular denso al paso de los electrones en contacto con la membrana de B.
xenovorans LB400 y de Psendomonas sp. B4. Este material desaparece cuando las
bacterias entran en fase estacionaria (Figura 14), fenémeno similar al observado en A.
calroacetions RAG-1 cuando produce el biosurfactante emulsano (Pines y col,, 1983).
Eiste material estuvo presente en la fase exponencial independientemente de la fuente
de carbono en la cual se crecieron las bacterdas y ademds fue removido cuando las
células se sometieron a un paso de centrifugacién, lo que sugiere que no se encuentra

fuertemente adherido a la envoltura celular como es el caso de algunos polisaciridos

capsulares (Figura 14 Cy ).
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Figura 14. B. xenovorans 1LB400 y Pseudomonas sp. B4 presentan una posible EPS. Las células se
crecieron hasta la fase exponencial (A, B, Cy G) y hasta la fase estacionaria (D, E, F y H) en medio
minimo suplementado con glucosa 1 % y se visualizaron directamente utilizando microscopia
electronica de transmision (TEM) (A, B, C, D, E y F) o microscopia electronica de barrido (SEM) (G
y H). Las flechas negras y la flecha blanca sefialan la presencia del posible EPS, el cual se remueve al
centrifugar y lavar las células con PBS salino (C y F). LB400: B. xenovorans LB400. B4: Psexdomonas sp.
B4.

Utilizando microscopifa electronica de barrido (SEM), se ratificd que este
material se encuentra presente solo en la fase exponencial y disminuye notoriamente
cuando ambos tipos de bacterias se cosechan desde la fase estacionaria de cultivo
(Figura 14 y datos no mostrados).

Para profundizar en la caracterizaciéon de este material, aprovechamos una
colaboracién iniciada con el Centro de Investigacion Cientifica Borstel, Alemania. Para
ello crecimos las bacterias hasta la fase exponencial, separamos los sobrenadantes de
cultivo y los concentramos por liofilizacién. Luego, este material se separ6 en columnas
de filtracién molecular. Se observé la elucion de dos picos de alto peso molecular
provenientes de las muestras de la B. xenovorans LB400 y de un pequefio pico en las

muestras provenientes de la Psendomonas sp. B4. Ninguno de estos picos eluyé de la
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columna de filtracién cuando se cargd en ella el medio minimo M9 previamente

lofilizado (Figura 15A).
A i i'% F: B
" - £ : F BV P
g v aaed MR
A S,
A,

Ay

Rt T

Figura 15. Separacién cromatogrifica de los sobrenadante de cultivo de B. xemowrans LB400 y
Preudomonas sp. B4 crecidas en glucosa 1%. Las flechas indican la apaticién de picos de posibles
polisaciridos (picos I y II) que fueron detectados por el refractrdmetro sélo en las muestras de
sobrenadantes de B. xenovarans LB400 (B) y Preudonronas sp. B4 (C) y que no aparecieron en el control
(A). Se cargaton aproximadamente 40 mg de material en A, 43 mg de material en B y 90 mg de
material en C, Las masas moleculares de los polisaciridos van desde 1,5 x 10 5Da hasta 1,1 x 106 Da,
El eje hotizontal cotresponde a las fracciones eluidas y el eje vertical corresponde 2 la medicién del
indice refractométrico de las muestras,

Sé recolecté las fracciones correspondientes y se analizo la presencia de
aziicares neutros en las muestras. Los picos I y II provenientes de B. xemovorans
1.B400 revelaron la presencia de glucosa y galactosa, mientras que el dnico pico de
Psendomonas sp. B4 (pico III) revel6 la presencia de manosa, glucosa y galactosa,

como principales aziicares de la muestra (Figura 16).
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Figura 16. Perfll cromatogrifico de la hidrélisis de las muestras de azicares neutros de posibles EPS
en B. xenovorans LB400 y en Psemdomonas sp. B4. Las flechas indican Iz deteccién de picos de los
dzucares: Xil: xilosa (estindar interno), Glu: glucosa, Man: manosa y Gal: galactosa, de los picos Iy II
(A y B) de B. xenovorans LB400 y del pico III de Prendomonas sp, B4 (C),
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3.3.2. Actividad emulsificante de los sobrenadantes de cultivos de
Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans LB400.

Se analiz6 las posibles propiedades emulsificantes de sobrenadantes de
cultivos contra una mezcla isooctano/bifenilo. La Figura 17 muestra las actividades
de los sobrenadantes de cultivos de ambas bacterias crecidas en los tres medios de
estudio y extraidos en las dos fases de crecimiento. Los sobrenadantes fueron
previamente dializados contra agua nanopura, liofilizados y estandarizados por
concentracion de proteinas en el ensayo. Los sobrenadantes de cultivo presentaron
una baja actividad emulsificante, comparable con la actividad de la misma cantidad de
la proteina BSA, la que fue usada como control. Los valores de absorbancia para las
muestras de la fase exponencial y estacionaria que se obtienen son menores que los

obtenidos para el control del ensayo utilizando el surfactante nonidet P40.
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Figura 17. Determinacion de la posible actividad emulsificante de los sobrenadantes de cultivo
extraidos desde las dos fases de crecimiento en Psexdomonas sp B4 (PB4) y B. xenovorans LB400 (LB400).
Ensayos de emulsificacién de las siguientes muestras: sobrenadantes de cultivo extraidos de glucosa
(G), bifenilo (BF), nonidet P40 (NP40) y albimina de suero de bovino (BSA). Se utilizé6 20 pg
medidos de proteina total de los sobranadantes extraidos desde la fase exponencial (EXP) o desde la
fase estacionaria (EST) y 20 pg de BSA. NP40 se aplicé a una concentracion de 15 mM.
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3.4. Analisis in silico de las posibles proteinas secretadas por B. xenovorans
LB400.
3.4.1. Anailisis in silico de las proteinas secretadas.

Se abordd la caracterizacion in silico de las proteinas secretadas por B.
xenovorans 1.B400 cuyo genoma fue secuenciado por el Joint Genome Institute. Posee
un tamafio de 9,73 Mbp y contiene aproximadamente 8.696 secuencias codificantes
las que se reparten en tres replicones circulares: en el cromosoma 1 (4,90 Mbp), en el
cromosoma 2 (3,36 Mbp), y en un megaplasmido (1,47 Mbp) (Tabla IV).

Se analiz6 cada marco de lectura abierto utilizando el servidor SubCell v1.0
(ver Materiales y Métodos) y se obtuvo en promedio que un 13,4 % del proteoma de
este microorganismo es posiblemente secretado. Este grupo de 1.195 proteinas se
destinaria a los cuatro compartimentos que serfan: la membrana interna, el espacio

peripldsmico, la membrana externa y el espacio extracelular (Tabla IV y Figura 18).

Tabla IV.
Resumen del andlisis global del proteoma de B. xenovorans LB400 organizado por segmentos génicos
utilizando el servidor SubCell v. 1.0. Los niimeros en paréntesis muestran el valor en porcentaje
respecto al total.

Secretadas

Segmento Tamafio  Marcos Citoplds- Trans- TatP  SignalP  Lipop SecretomeP

Génico del de micas membra
genoma lectura na
(Mpb) abiertos

Megaplasmido 1,47 1.293 933 200 13 136 7 4
(72) 154 M (105 (03 03)

Cromosoma 1 4,90 4.444 3.126 724 28 421 93 52
(70,3) (16,2) (0,6) (9,5) an (1,2)

Cromosoma 2 3,36 2959 2.044 498 41 324 37 15
(69) 17 (1,4) (10,9) 1,2) 0,5)

Tortal 9,73 8.696 6.103 1.422 82 893 139 81
(02) 163 (09 @01 (18 08)
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Figura 18. Representacion grifica de los datos obtenidos a partir del analisis computacional del
proteoma de B. xenovorans LB400 usando el servidor SubCell v. 1.0. Los nimeros en cada segmento
génico representan los potcentajes de cada fraccién analizada respecto al total (ver Tabla IV).

3.4.2. Analisis in silico de las proteinas secretadas en otros microorganismos
del género Burkholderiae.

Una forma de verificar que los datos obtenidos anteriormente son
representativos es realizar un analisis comparativo utilizando para ello los proteomas
de microorganismos filogenéticamente relacionados. Para ello se utiliz6 los genomas
de las bacterias del género Burkholderiae los que se encontraban disponibles en la base
de datos del CBS. Al realizar el mismo analisis, encontramos que entre un 13-19 %

de los proteomas de estos microorganismos son posiblemente secretados (Figura 19).
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B. xenovorans LB400 B. cepacia J2315 CITOPLASMICA
MEMBRANA
SECRETADA: TATP
SECRETADA:SIGNALP
SECRETADA:LIPOP

SECRETADA: SECRETOMEP

EREOO0

B. pseudomallei K96243 B. mallei ATCC 23344

Figura 19. Andlisis del proteoma de B. xenovorans LB400 y de bacterias correspondientes al género
Burkholderiae utilizando el servidor SubCell v1.0. Para cada proteoma se muestra la distribucién en
porcentaje de cada sistema de secrecién.

3.4.3. Busqueda informatica de ortélogos de la proteina AlnA de A.
radioresistens K53 en el genoma de B. xenovorans LB400.

Se inici6 la busqueda de los posibles ortélogos de la proteina AlnA de A
radjoresistens K53 en el genoma de la B. xemovorans 1.B400. Se utiliz6 para ello la
herramienta Psi-Blast del NCBI, usando la secuencia aminoacidica de la proteina
AlnA extraida desde la misma base de datos (Genbank n® AAK57731). Esta proteina
es responsable de la mayor actividad del complejo emulsificante alasan (Toren y col.,
2002a y b). Encontramos seis proteinas con un valor “€” menor a 7 x 10°. Al analizar
sus secuencias aminoacidicas con el servidor SubCell, tres de ellas presentaron senal
de secrecion; dos de ellas Lipop, una SignalP, una secretomeP, dos con sefiales de

transmembrana y una con localizacion citoplasmica (Tabla V).
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Tabla V.

Posibles proteinas ortélogas a la AlnA de A. radioresistens K53 que estan codificadas en el genoma de
B. xenovorans 1.B400.

Gen Predicci6én Masa pl Valor E Identidad Proteina
Subcell molecular (%)
(Daltons)
alnA SignalP 37.852 4,7 100 Proteina precursora tipo OmpA del
complejo alasan
Bxe_A3482 Lipop 21.966 9.4 3e-19 26,7 Proteina de membrana externa, familia
OmpA/MotB
Bxe_A0175 TMHMM 60.275 6,7 8e-07 23,1 Proteina de membrana externa, familia
OmpA/MotB
Bxe_A2088 TMHMM 48.805 90 Te-06 12,1 Proteina hipotética
Bxe_B0804  Citoplasmica 23.242 5,6 2e-05 15,8 Proteina hipotética
Bxe_A0587 SecretomeP 28.618 91 3e-05 16,9 Proteina de membrana externa, familia
OmpA
Bxe_A3921 Lipop 18.636 6,9 3e-05 219 Proteina de membrana externa, familia

OmpA/MotB

La secuencia que presenta mayor identidad con la AlnA de A. radioresistens
K53 es la secuencia codificada por el gen Bxe_A3482 (26,7 %; Tabla V). La secuencia
aminoterminal de esta proteina contiene una sefial de secrecion de tipo LipoP, lo que
sugiere que codifica para una putativa lipoproteina. Un examen mas detallado de la
secuencia aminoacidica de esta proteina comparada con la secuencia de la AlnA de
A. radioresistens K53 muestra que la putativa lipoproteina de B. xenovorans 1LB400 sélo
comparte dos de las cuatro regiones necesarias para la actividad emulsificante
ubicadas en cuatro “loops” de la proteina AlnA (Toren y col., 2002¢; Walter y col.,
2006). Segun este alineamiento, las regiones I y II presentan un 25 % y un 43 % de
identidad en sus secuencias respectivamente, mientras que las zonas IIT y IV estan

ausentes en la secuencia aminoacidica de la B. xenovorans 1.B400 (Figura 20).




1

1 MKLSRIALAMLVAZPLAAANAGVTITPLMLEYTMFDTQHNNGGNDGDLTDSVELDPDLEV| 60
2 eeesseEsess MNAKIMTRLANVFAVAGSLLAGCATQQGTNTAVGTG-———==——= ==¥ | 36
I 11
1 GAALGVE] 120
2 GAGT@EAALC 46
1 LLGAGHYKYEFDTDAGRAGRGLDEEGTLGNAGLGAFWRINDALSLRTEARGTYHFDEQFW 180
2 IFGGGK-—-——- 87
v
1 NYTALAGL GGHLKPAAPVVEVVPVEPTPIVEPQPQELTEDLNMELRVFFDTNKSNI 240
2 e (i I ittt TQITEQ--PDGSLKLNIPSSVTFDTNSYAV 115
1 KDQYKPEIAKVAEKLVEYPNATARIDGHTDNTGPRALNERLSLARANSY 300
2 KPSFAPVLDQLAQTMQQONPELIAQVVGHTDSTGQPAYNQTLSVNRAESVTG-YLGQRGVA 174
I DNSTKEGRAM VFATITGSRTVVACQPGQAQ 348 ———
2 QPIADNNTEAGRAANRRVEIYLRATAQHATQ~~--~- 217 26.7

Figura 20. Alineamiento de la secuencia de AlnA de A. radioresistens K53 con la secuencia
aminodcidica codificada por el gen Bxe_A3482 de B. xenovorans LB400. En rojo se indican los residuos
conservados. En azul se indican los residuos parcialmente conservados en todas las secuencias. En
rectangulos y destacados en niimeros romanos se muestran cuatro regiones (“loops”) necesarios para
la actividad emulsificante de la AlnA de Aeanetobacter radioresistens K53. El porcentaje de identidad de la
proteina codificada por el gen Bxe_A3482 con respecto al de la secuencia de la AlnA de la A.
radioresistens K53 se muestra al final del alineamiento. 1: Adnetobacter radioresistens K53. 2: Bxe_A3482 de
B. xenovorans 1L.B400.

A pesar de que no se encontr6 un alto grado de identidad en los residuos
encargados de la emulsificacion, estos resultados no descartan la posibilidad de que
en efecto esta proteina sea secretada al espacio extracelular y presente actividad

emulsificante.
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3.5. Caracterizacién de las proteinas extracelulares y su expresion
diferencial en B. xenovorans LB400 ciecida en medio definido suplementado
con glucosa, bifenilo o 4cido benzoico como tnicas fuentes de catbono y
energia.

3.5.1. Estandarizacién de un protocolo de precipitacion de proteinas.

Para caracterizar las proteinas extracelulares de los sobrenadantes de cultivo
de la B. xenovorans LB400, se adapté dos protocolos de precipitacién de proteinas: el
método del icido tricloroacético (TCA) y el método de precipitacion con rojo de
pirogalol (PRMM) (Satmbrook y col.,, 1989; Caldwell y Lattemann, 2004). El método
de precipitacién con TCA produce variados efectos, los que combinados, permiten
la precipitacién de las proteinas. El principal efecto es la reduccién del poder
solvatador de las moléculas de agua que interactian con las proteinas. El método del
PRMM utiliza rojo de pirogalol y en presencia de molibdato y oxalato en condiciones
4cidas, se une a las proteinas y forma un complejo coloreado. La adicién de metanol
a esta solucién ayuda a disminuir la constante dieléctrica del solvente acuoso y asi
facilitar la precipitacién de proteinas. A pesar que el método PRMM patece ser mds
eficiente que el TCA (Caldwell y Lattemann, 2004), en nuestras condiciones no hubo
diferencias apreciables en el rendimiento de las proteinas precipitadas (Figura 21).
Escogimos el método del TCA por su ficil manejo para realizar los experimentos que

siguieron a continuacion.,




kDa

50

ﬁ
£
I8

40

30
25
20

15
10

1 2

Figura 21. Comparacién de los protocolos de precipitacién de proteinas mediante SDS-PAGE. El
sobrenadante de cultivo de B. xenovorans LB400 se precipitd con el método de PRMM (carril 1) o con

el método del TCA (carril 2). Se utilizaron 10 pg de cada preparacion para ser separada en un gel
monodimensional SDS-PAGE al 12,5 %. Las proteinas se visualizaron con azul de Coomassie R250.
M: marcador de peso molecular.

3.5.2. Comparacion de los perfiles de proteinas de las fracciones de extractos
totales solubles y fracciones extracelulares mediante 2D-PAGE.

Para caracterizar las proteinas totales solubles y las proteinas extracelulares
de B. xenovorans 1.B400, el microorganismo se creci6 en medio minimo suplementado
con glucosa, bifenilo o icido benzoico. Las bacterias se cosecharon en la fase
exponencial tardia con el objeto de minimizar la lisis celular que ocurre en la fase
estacionaria. Cuando se separ6 la fraccion extracelular mediante 2D-PAGE vy se
comparé visualmente con la fraccion de proteinas proveniente de un extracto total
soluble, se observo en la ptrimera una preparacion enriquecida en algunas proteinas
mayoritarias. A la inversa, hay algunas proteinas presentes en los extractos totales
solubles que desaparecen en el sobrenadante de cultivo, especialmente en la zona de

los puntos isoeléctricos acidos (Figura 22).
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kDa

3.5.3. Separacién y secuenciacion de las proteinas extracelulares de B.

xenovorans LB400.

La separacion electroforética de las proteinas extracelulares se observa
nuevamente en la Figura 23, sin embargo en esta figura destacamos con mayor
claridad a cuatro zonas que contienen manchas las cuales variaron en su expresion en

las tres condiciones de cultivo (ver mas adelante).
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Figura 23. Separacion de las proteinas extracelulares extraidas de los sobrenadantes de cultivos de B.
xenovorans 1. B400 mediante electroforesis en dos dimensiones (2D-PAGE). Se han destacado en lineas
discontinuas cuatro secciones de los geles que contienen manchas cuyas intensidades variaron en las
tres condiciones de cultivo. M: marcador de peso molecular. G: glucosa, BF: bifenilo, AB: icido
benzoico.

Las manchas de los geles se cuantificaron utilizando el programa Quantity
One de Biorad y en ellos se visualiz6 aproximadamente 198, 226 y 198 manchas en
los geles provenientes de glucosa, bifenilo y acido benzoico respectivamente. Las
mas abundantes (sectores destacados como a, b, ¢ y d de la Figura 23), se
secuenciaron por espectrometria de masas. Para mayor claridad en la visualizacion, las

manchas de proteinas correspondientes al anilisis diferencial se representan en la

Figura 24.
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Figura 24. Cuatro secciones de los geles bidimensionales mostrados en la Figura 23 indicando la
ubicacién de las manchas de proteinas cuya expresion diferencial se observd en las tres condiciones de
cultivo. La identidad de cada mancha correspondiente a proteina se presenta en la Tabla VI.
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Tabla VI.
Identificacién de las proteinas aisladas desde los sobrenadantes de cultivo de B. xenovorans 1.B400.

Numero Gen Masa pl Puntaje Intensidad  Intensidad Hit mds probable
de la Molecular teérico' MASCOT relativa relativa
mancha tedrica (BF/GLU) (AB/GLU)
(Da)!
1 Bxe_A0103 38.103 43 479 0,9 0.2 Flagelina (FhC)
2 Bxe_B0845 38.846 5,6 126 0,9 0,9 Antiportador
nucleésido/H*
3 Bxe_B0845 38.846 5,6 126 1,0 0,8 Antiportador
nucleésido/H+
4 Bxe_B0845 38.846 5,6 126 0,6 05 Antiportador
nucledsido/H*
5 Bxe_A2109 33.232 51 577 38 9.7 Catecol 1,2-dioxigenasa
(CatA)
6 Bxe_C1191 33.204 5.7 200 22 0,7 Bifenil-2,3-diol 1,2-
dioxigenasa (BphC)
7 Bxe_C1186 32.028 6,4 181 52 32 2 hidroxi-6-0x0-6-
fenithexa-2 4-dienoato
hidrolasa (BphDD)
8 Bxe_B0420 44,383 8.8 583 1,7 1,5 Transportador de aztcares

del tipo ABC. Proteina
periplismica de unién a
ligando
9 Bxe_A4327 42270 8,8 622 1,7 0,11 Transportador de
aminodcidos del tipo ABC.
Proteina periplismica de
union a ligando
10 Bxe_A3706 43.229 8,9 821 25 0,6 Transportador de
aminodcido ramificado del
tipo ABC. Proteina

peripldsmica de unién a

ligando
11 Bxe_C1196 24.978 5,9 325 1,6 0,6 Bifenil 2,3-dioxigenasa,
subunidad menor (BphA2)
12 Bxe_A0769 21.445 6,2 271 1,2 12 Superoxido dismutasa
(SodB)
13 Bxe_B2066 21.001 73 545 6,7 82 Proteina hipotética (Yeel)
14 Bxe_A0769 19.967 6,1 377 1,0 8,7 Flavoproteina NADPH
oxiquinona reductasa
(WrbA)
! La masa tedrica v el punto soeléctrico se calcularon para la secuencia aminoacidica completa extraida desde la base de datos

del CBS.
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En las tres condiciones, se encontrd catorce manchas claramente
identificables cuando los geles se tifieron con nitrato de plata. Estas manchas se
identificaron también en geles preparativos tefiidos con azul de Coomassie coloidal
G-250 (datos no mostrados). Las manchas se aislaron desde estos geles y se
secuenciaron en el Centro de Proteémica de la Universidad de Cambridge.

Se encontrd ocho protefnas presentes a una concentracidn mayor
(induccién mayor a 1,5 veces) en los sobrenadantes de las células crecidas en bifenilo
respecto a las crecidas en glucosa. Estas fueron tres enzimas que pertenecen al locus
bph: 12 subunidad menor de la bifenilo 2,3-dioxigenasa (mancha 11), la bifenil-2,3-diol
1,2-dioxigenasa (mancha 6) y la 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4- dienoato hidrolasa
(mancha 7). También se encontrd, la catecol dioxigenasa (mancha 5), una proteina
hipotética (mancha 13) y dos protefnas periplismicas de unién a ligando (manchas 8 y
10). En cambio, las proteinas inducidas en los sobrenadantes de las células crecidas
en 4cido benzoico respecto a las crecidas en glucosa fueron la catecol 1,2 dioxigenasa,
la 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4- dienoato hidrolasa, una proteina periplismica de
unién a ligando (mancha 9), la proteina hipotética y una flavoproteina NADPH
oxiquinona reductasa (mancha 14). Las proteinas que no se encontraron inducidas en
las dos condiciones respecto a glucosa fueron la flagelina (mancha 1), la superéxido
dismutasa (mancha 12) y un transportador nuclesido/H" con posibles
modificaciones postraduccionales (manchas 2, 3 y 4) (Tabla VI),

Una vez secuenciadas, se busc estas doce proteinas distintas en la lista de
posibles proteinas secretadas por si ellas contenfan sefiales de secrecién (Anexo II).
Se encontrd que s6lo ocho de ellas contenian estas sefiales: flagelina, el antiportador,

las tres proteinas petiplismicas de unién a ligando, la superdxido dismutasa, la

proteina hipotética y la flavoproteina. Las enzimas; catecol 1,2 dioxigenasa y las tres




enzimas involucradas en la metabolizacion de bifenilo, entregaron localizacion

citoplasmica (Tabla VII).

Tabla VII.
Identificacién de las sefiales de secrecion en las proteinas secuenciadas desde la fraccion
extracelular.

Nimero de Proteina Gen Prediccién Prediccion
la mancha SubCell Cello
1 Flagelina (FiC) Bxe_A0103 SecretomeP Extracelular
14 Flavoproteina NADPH oxiquininona reductasa Bxe_A0278 SecretomeP Periplismica
(WrbA)
9 Transportador de aminodcido ramificado del tipo Bxe_A4327 SecretomeP Periplismica

ABC. Proteina periplasmica de union a ligando

12 Superoxido dismutasa (SodB) Bxe_A0769 SecretomeP Extracelular

234 Antiportador nucleosido/H* Bxe_B0845 Signall Extracelular,

periplismica,

10 Transportador de aminodcido ramificado del tipo Bxe_A3706 SignalP Penplasmica,

ABC. Proteina periplismica de union a ligando citoplismica

8 ‘Transportador de azucares del ipo ABC. Proteina Bxe_B0420 SignalP Penplismica
periplasmica de union a ligando

13 Proteina hipotética (Ycel) Bxe_B2066 SignalP Periplismica

5 Catecol 1,2-dioxigenasa (CatA) Bxe_A2109 Citoplasmica Citopldsmica

6 Bifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenasa (BphC) Bxe_C1191 Citoplasmica Citoplasmica

7 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato hidrolasa Bxe_C1186 Citoplasmica Citopldsmica

(BphD)
11 Bifenil 2,3-dioxigenasa, subunidad menor (BphAZ2) Bxe_C1196 Citoplasmica Citoplasmica

Como una forma de validar la localizacién subcelular de las proteinas
encontradas en los sobrenadantes de cultivo, se sometio la secuencia de las proteinas
encontradas en el sobrenadante a un segundo anilisis utilizando el servidor Cello.
Con este anilisis, confirmamos la localizacion citoplasmica de las enzimas codificadas
por el locus 4ph, la catecol 1,2-dioxigenasa y de una proteina periplismica de unién a
ligando. Ademis, se encontrd localizacion periplasmica de la flavoproteina, las tres

proteinas petiplasmicas de unién a ligando, el antiportador y la proteina hipotética.
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Por iltimo, encontramos localizacién extracelular de la flagelina, la superdxido
dismutasa y del antiportador (Tabla VII).

Como se describié anteriormente, BphA2, BphC y BphD son enzimas
encatgadas de la metabolizacion de bifenilo y de la transformacién de PCBs. BphA2
es la subunidad menor de la bifenilo 2,3-dioxigenasa, la que formaria un complejo
con la subunidad mayor o BphA1 para catalizar la primera reaccion de la via. BphC es
la 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa que cataliza la ruptura del anillo aromitico.
BphD es la 2-hidroxi-6-fenil-6-oxohexa-24-diencoato (HOPDA) hidrolasa la que
produce 2-hidroxipenta-2,4-dienoato y icido benzoico (Figura 1). Estas tres enzimas
se han encontrado inducidas en extractos citoplasmaticos cuando B. xenovorans LB400
se creci6 en bifenilo como tnica fuente de carbono y energia (Denef y col., 2005).
Por otra partte, la catecol 1,2-dioxigenasa es la sepunda enzima de la via ben-cat
involucrada en el metabolismo del icido benzoico. Especificamente, se encarga de la
ruptura oxidativa del catecol (via de ruptura orfh) para dar acido mucénico y es
claramente inducida cuando la célula crece en acido benzoico como tnica fuente de
carbono y energia (Denef y cols., 2005).

La superdxido dismutasa SodB, constituye la primera linea de defensa
contra radicales superoxido generados por estrés oxidativo. Este radical inhibe
alpunas enzimas del ciclo de Krebs y algunas enzimas de la biosintesis de
aminodcidos ramificados, entre otras. En P. aeruginosa existen dos genes que codifican
para superoxidos dismutasas: sed y s0dB. La proteina SodA utiliza manganeso como
cofactor y se induce en estados de carencia de hierro y en cepas sobreproductoras
del exopolimero alginato, mientras SodB, utiliza hierro como cofactor y setia mds
importante que Ia Mn-SOD cuando las células crecen aerdbicamente, asi como en la
resistencia al efecto del generador de radicales paraquat y en la produccién de

fiocianina (Hassette y col., 1995).
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Las proteinas petiplismicas de union a ligando forman parte del sistema de
secrecién de tipo I (I'188), el que consiste de un transportador ABC de membrana
interna (encargado de la hidrdlisis de ATP que produce la energia requerida para
transportar moléculas), una proteina de unién a ligando (o proteina de fusion de
membrana) que conecta la membrana interna y la externa y una proteina de
membrana externa (Bendtsen y col., comunicacion personal). Una de estas proteinas
(aquella codificada por el gen BxeB_3706) se encuentra en el cromosoma 1 formando
parte de un grupo de proteinas relacionadas con la sintesis de LPS (datos no
mostrados). Proteinas que posiblemente estin relacionadas con la biosintesis de LPS
se han encontrado en preparaciones de membrana de 4, radioresistens S13 cuando esta
bacteria se expone a compuestos aromiticos, como el 4cido benzoico o fenol
(Pessione y col., 2003},

La flavodoxina pertenece a una familia de transportadores de electrones que
usan mononucledtidos de flavina como cofactor. Presentan la misma funcidén que las
proteinas de tipo fetredoxina mediando esencialmente el mismo proceso redox entre
un gran nimero de promiscuos dadores y aceptores de electrones. El gen #rh4 de E.
cli se encuentra regulado por el sistema de dos componentes ArcA-ArcB, el cual
regula la transcripcién de un subset de genes que responden a cambios en los estados
redox de la célula. Por otra parte, la proteina se encuentra sobreexpresada cuando E.
coli entra a Ia fase estacionaria y se somete a la presencia de agentes estresantes como
icidos, sales y H,O,, y ademis se encuentra bajo el control del factor sigma RpoS
(factor sigma de respuesta al estrés) (Andrade, S. L., y col., 2007; Lelong y col., 2007,
Lacour y Landini, 2004).

A pesar que no se encontré el posible ortologo de la proteina AlnA de A.
radioresistens K53 entre las proteinas mayoritarias en los sobrenadantes de cultivo de la

B. xenoporans LB400, nos enfocamos en la caracterizacién de una proteina hipotética
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cuya secuencia aminocidica al ser analizada por el servidor Psi-Blast, resulté
pertenecer a la superfamilia de las proteinas Ycel, Esta proteina presenta una masa
molecular de 21 kDa, y un punto isoeléctrico de 7,3. Ademds, presenté un péptido
sefial de tipo sec el que tedricamente presentarfa 22 residuos, de esa forma se
generaria una proteina madura de 18,8 kDa con un punto isoeléctrico de 6,3. Segtin la
prediccién Cello su probable localizacion setia periplasmica, no descartindose ser
secretada 2l medio extracelular (Tabla VII).

Se conoce la estructra cristalogrifica de tres integrantes de la superfamilia;
la proteina Ycel de Thermas thermophilus, 1a de Campilobacter jejuni y la de E. coli. La
estructura de estas proteinas sugiere que ellas podrian unir compuestos hidrofébicos
(Handa y col., 2005)(Figura 25 A y B). Se utiliz6 los modelos cristalogrificos de dos
de estas proteinas para modelar la proteina de B. xenovorans 1 B400 usando el software
DS Visualizer (Figura 25C). Los modelos tridimensionales de estas proteinas
muestran claramente una alta similitud estructural entre ellas, a pesar de sus bajos
porcentajes de identidad (la proteina de B. xenovorans LB400 presenta 23,6 %oy 24,2 %

de identidad con Ycel de E. coki y T. thermophilus respectivamente). Las tres proteinas
estan conformadas por un batrril B que se compone de ocho hebras antiparalelas en
cuyo interior se encuentran los residuos aminoacidicos cuyos grupos laterales,
preferentemente de cardcter apolar, se encargarfan de interactuar con compuestos de
su misma naturaleza. Cuando se observa desde abajo, este barril presenta una ligera

forma eliptica, donde ambos extremos de la proteina estin abiertos al solvente

(Figura 25D).
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Figura 25. Modelos tridimensionales de algunos integrantes de la superfamilia de proteinas Ycel. (A)
Vista longitudinal de la proteina Ycel de T. thermophilus (PDB: 1WUB). (B) Vista longitudinal de la
proteina Ycel de E. wh (PDB: 1YOG). (C) Vista longitudinal de la proteina Ycel de B. xenovorans
LB400 y (D) vista desde debajo de la proteina de B. xemovorans LB400. La proteina se model6d
utilizando las estructuras cristalogrificas de las proteinas ortélogas obtenidas de la base de datos del
PDB. La estructura secundaria de la proteina muestra claramente que se compone de un barril que
contiene ocho hebras beta antiparalelas.

55



La proteina Ycel de B. xemoporans 1B400 esti codificada por el gen
Bxe_B2066 y se encuentra tfo arriba del gen Bxe_B2065. Ambos genes se encuentran
codificados en el cromosoma 2. El gen Bxe_B2065 codifica para una proteina de
igual forma anotada como tipo Ycel, sin embargo existe un 18,8 % de identidad a
nivel aminoacidico entre estas proteinas. Por bisquedas bioinformaticas observamos
que estos genes presentarian copias parilogas las que se encuentran codificadas en el
cromosoma 1 (genes Bxe_A3996 y Bxe_A3995). En donde Ia proteina codificada por
el gen Bxe_A3995 presenta un 72 % de identidad con la proteina codificada por el
gen Bxe_B2066, mientras que las otras parejas presentan un 70,6 % de identidad. La
organizacion de estos cuatro genes es muy similar, pues cada grupo presenta o
arriba a un gen que codifica para una posible proteina de membrana (citocromo b-
561). Finalmente, existe un quinto gen (Bxe_B3019) que codifica para una proteina

tipo Ycel con 18,2 % de identidad con la codificada por ol gen Bxe_B2066 (Anexo I).
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4. DISCUSION.
4.1, Caracterizacién de la movilidad de Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans LB400
mediante microscopia y ensayos de movilidad.

La importancia de la movilidad en la biorremediacién, ha quedado demostrada
porque bacterias que no son méviles presentan bajos niveles de degradacion de
compuestos aromaticos (Law y Aitken, 2003). B. xenovorans LB400 se ha descrito como una
bacteria mévil (Goris y col., 2004) y ademis contiene los genes que codifican para proteinas
relacionadas con movilidad y quimiotaxis (datos no mostrados). Sin embargo, utilizando
tanto microscopia éptica como ensayos de movilidad en placas observamos la carencia de
movilidad de esta bacteria bajo nuestras condiciones experimentales. El bajo nimero de
estructuras flagelares visibles por microscopia electrénica podria explicar este fenémeno.
Aunque otros autores han comunicado la carencia de movilidad de esta bacteria, no
descartamos la posibilidad de que se hayza seleccionado una variante de la B. xenovorans
LB400 incapaz de moverse en medios liquidos y/o sdlidos debido principalmente a la
constante presion selectiva cuando la bacteria se somete a varios pasajes en medios ricos,
tales como LB. Psendomonas sp. B4 es un aislado mas reciente que la cepa modelo, por lo
que muchas capacidades necesarias para sobrevivir en un medio adverso posiblemente se
hayan perdido en esta dltima. En efecto, muchos investigadores concuerdan que son los
aislados mis recientes los que aun presentarian todas las caracteristicas necesarias para

enfrentar de una mejor forma a los compuestos presentes en sitios contaminados (por

ejemplo, movilidad y formacién de biopeliculas).




4.2. Cuantificacién de la quimiotaxis de Pseudomonas sp. B4 y B. xenovorans
LB400 hacia bifenilo como a distintos clorobifenilos e intermediarios de la
biodegradacion.

Los ensayos del capilar mostraron que Psendomonas sp. B4 se acomuld en los
capilates que contenfan concentraciones crecientes de bifenilo con un nfimero méaximo
obtenido aparentemente 2 una concentracién nominal de 1 mM. La baja solubilidad del
bifenilo y cloroderivados en el amortiguador, obligd a emplear el solvente isooctano para
solubilizar estos compuestos. Como primera aproximacién, en estos ensayos se estandarizo
la concentracién de bifenilo que generase un mayor indice quimiotictico. A la
concentracién de 10 mM en la jeringa, los cristales precipitaron en el amortiguador,
formandose una capa aceitosa sobre la superficie del liquido y depositindose sobre las
paredes del recipiente, por lo que los valores de células dentro del capilar fueron
itreproducibles.

Cuando se analizo la quimiotaxis hacia otros congéneres de PCB, observamos que
la tendencia de los valores de las respuestas quimioticticas hacia esos compuestos es a la
disminucién. Posiblemente, a las concentraciones ensayadas se presentan otros efectos de
los compuestos en las células los que pueden estar relacionados con la toxicidad de los
mismos (Parnell y col,, 2006; Camara y col., 2004). Los resultados de quitniotaxis en capilar
se correlacionan con los obtenidos en el ensayo de swarming, donde se verifica la
quirniotaxis hacia compuestos que son metabolizables (Harwood y col., 2004). A diferencia
de lo observado en P. patida G7 para el caso de la quimiotaxis hacia naftaleno, no
observamos el mismo efecto de induccién de este fendmeno en Psesdomonas sp. B4 cuando
las células se crecen previamente en bifenilo.

El naftaleno es un compuesto aromatico que presenta una estructura similar al
bifenilo. El bifenilo presenta un enlace covalente que separa los anillos arométicos,

mientras que los anillos de naftaleno estin fusionados entre si. El gen que codifica para un
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posible receptor de naftaleno en P. putida G7 es nahy. Este gen forma parte de un operdn
que contiene los genes involucrados en la degradacién de naftaleno y se transcribe en
conjunto con uno de los genes de la via metabdlica que degrada naftaleno (via inferior).
Este gen codifica para la proteina NahY, del tipo MCP, Sin embargo, presenta un bajo
porcentaje de identidad con las conocidas MCPs de E. wk o S. Thypimurinm (Grimm y
Harwood, 1997 y 1999). La secuencia parcial publicada en la base de datos del NCBI
correspondiente al locus 4ph de Prendomonas sp. B4 (Genbank n® AJ251217) no indica la
existencia de un marco de lectura que codifique para una posible proteina del tipo MCP,
similar a la del posible receptor de naftaleno de P. putidsa G7. Es mis, aunque hasta el
momento no se ha comunicado quimiotaxis hacia bifenilo en las cepas modelos que
degradan bifenilo, P. psendoalcaligenes KFT07 y B. xenovorans 1LB400, no se ha encontrado
algin ortélogo de la proteina NahY codificado en los respectivos locus 4ph de estas
bacterias. Si en la quimiotaxis que observamos hacia bifenilo y PCBs esta involucrada una
proteina del tipo MCP similar al caso de naftaleno, no descartamos que el gen que codifica
para esta proteina esté codificado en otra regién del cromosoma de la Prendomonas sp. B4,
Mediante el andlisis 7 siico, se han detectado del orden de 35 putativas proteinas del tipo
MCP codificadas en el genoma de B. xesovorans LB400 y unas 25 MCPs en el genoma de P.
aeruginosa PAO1, dando cuenta del gran mimero de posibles receptores en estas bactetas
(datos no mostrados). Ahora bien, los intentos por encontrar respuestas quimioticticas
hacia determinados compuestos organicos a través de mutantes no han sido satisfactorios,
sugifendo que mis de un posible receptor estadfa involucrado en la percepcion de un
determinado compuesto en estas bacterias (Parales, y col. comunicacién personal).

Se ha observado que la exposicion de las bactedas a algunos PCBs e
intermediarios de Ia transformacion de los PCBs generan efectos nocivos para las células
(Cémara y col, 2004). Algunos de estos metabolitos eventualmente podran ser extruidos

de Ias bacterias por bombas de eflujo dependientes de ATP, donde se acumularfan en el

59




espacio extracelular y nuevamente serian percibidos por las bacterias (Ramos y col., 2002;
Sikkema y col., 1995). Es por este motivo que estudiamos la presencia de quimiotaxis e
inhibicion del crecimiento de algunos metabolitos derivados del catabolismo de bifenilo
(acido benzoico) o de los intermediatios de la degradacion derivados de 1a transformacién
de los compuestos 2-clorobifenilo (2-clorobenzoato), 3-clorobifenilo (3-clorobenzoato) y
4-clorobifenilo (4-clorobenzoato) (Potrawfke y col., 1998). Psendomwonas sp. B4 sélo fue
capaz de crecer en icido benzoico y no en los cloroderivados 2-CBA, 3-CBA y 4-CBA. En
efecto, sblo se observé respuesta quimiotictica al 4cido benzoico en el ensayo de
“swarming’.

Se observd una respuesta quitniotictica hacia dcido benzoico cuando las células
crecen previamente en glucosa y bifenilo. Este fenémeno serfa de igual forma de tipo
constitutivo en estas condiciones. Sin embargo, hemos observado un efecto de induccién
cuando las células se crecen en dcido benzoico, fendmeno similar al observado en la
bacteria P. putida PRS2000 (Harwood y col.,, 1990). En esta bacteria, el 4cido benzoico, 3-
CBA y 4-CBA fueron atrayentes aunque el 4-CBA no se utilizé como fuente de carbono
por P. putids PRS2000 (Harwood y col., 1984; Harwood y col, 1990). La bactetia
Psendomonas sp. B4 se comportd en forma similar a P. patide PRS2000 sélo cuando se
enfrent6 al dcido benzoico. Un posible receptor para la petcepcién de los derivados de
acido benzoico de P. patida PRS2000 (tesponsable de la quimiotaxis hacia 4cido benzoico,
toluatos, acido p-hidroxibenzoico y salicilato) es inducido en presencia de un intermediario
de la degradacién de aromiticos como es ¢l caso de B-cetoadipato. Otro posible receptor
est4 asociado con la percepcién de mandelato, benzilformato y B-benzilformato (Harwood
y col, 1984). El gen peaK codifica para un transportador no esencial para p-hidroxibenzoato
y s¢ demostré que es requerido para la quimiotaxis hacia 4cido benzoico y 4cido p-
hidroxibenzoico (Harwood y col., 1994). Tal como el caso de un posible receptor para los

PCBs, serd necesatio contar con la secuencia del genoma de la Psendomonas sp. B4 pata

60




comenzar la basqueda de un posible gen que codifique para el receptor de benzoato.
Ademis serfa interesante analizar si este posible gen se encuentra entre los genes que
codifican para la degradacién de compuestos arométicos y si es transcrito junto con ellos.

Aunque no pudimos analizar un fenémeno de repelencia del compuesto 3-CBA, si
observamos un efecto inhibitorio del crecimiento en Psewdomonas sp. B4, debido
posiblemente por toxicidad del metabolito perse o por algiin compuesto transformado por
enzimas presentes en la bacteria. Por ejemplo, algunos compuestos aromiticos, son
repelentes para E, wk y S. Thyphimurium, bacterias que carecen de vias metabdlicas para
mineralizar los compuestos aromaticos (Stock y Surette, 1993). En estas bacterias, el icido
benzoico y el salicilato transportan protones al citoplasma, por lo tanto las respuestas
fisiolégicas que presentan estas bacterias cuando se enfrentan a los compuestos aromiticos
se deben probablemente a una baja del pH intracelular y no a la estructura del compuesto
en si (Stock y Surette, 1993).

Sin embargo, en bacterias que degradan los compuestos aromiticos, tales como
acido benzoico y sus dorodeﬁvadosz el efecto téxico de algunos intermediarios que no son
metabolizados al parecer es distinto. En estas bacterias, los compuestos aromiticos
generalmente son metabolizados por vias oxidativas. Las dos primeras enzimas de l2 via de
metabolizacién de estos compuestos son una dioxigenasa y una deshidrogenasa las que
producen la dibidroxilacion del anillo para generar los respectivos catecol o clorocatecoles
(Gibson y Parales, 2000). La ruptura oxidativa del catecol se puede producir en dos formas:
intradiol (via de ruptura orhd) para dar dcido mucénico o extradiol (via de ruptura metd)
para dar un icido hidroximuconaldehidico. Para la primera via, la primera enzima
responsable es la 1,2 catecol dioxigenasa y para la segunda la 2,3 catecol dioxigenasa (Bugg
y Winfield, 1998). Una posible explicacién para el efecto téxico del 3-CBA en Prewdomonas
sp- B4, se ha descrito en P. pwtida mt-2. En esta bacteria se ha descrito un caso de

inactivacién de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa al transformar el 3-clorocatecol lo que
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probablemente esté generando la acumulacién de este producto téxico para la célula
(Bartels y col.,, 1984).

Como conclusién a lo observado en los microorganismos degradadores de PCBs
podtiamos visualizar que en términos de la eficiencia de un proceso de biorremediacién
este dependerd no sélo de factores tales como las capacidades enzimiticas, los
comportamientos méviles y/o quimioticticos, sino también de la toxicidad de los PCBs y
de los intermediarios formados durante el proceso de transformacién y/o mineralizacion.
Hay que destacar también las posibles relaciones que se establecerian entre los miembros
de una misma comunidad, los que son capaces de degradar los intermediarios producidos
por los microorganismos transformadores de PCBs. Por ejemplo en un modelo de
consorco que consiste de dos microorganismos B. xemowrans LB400 (no mévil) y
Psendomonas sp. B13 (FR1) (movil} los microorganismos aparentemente interactan
metabdlicamente ya que Psendomonas sp B13 (FR1) puede metabolizar los CBAs producidos
por B. xenovorans 1LB400 cuando esta iltima se expone a clorobifenilos (Nielsen y col,
2000). En nuestro caso, si es que queremos usar a la bacteria mévil Prewdomonas sp. B4 en
procesos de biorremediacién de PCBs habria que considerar la toxicidad generada por el
intermediatio 3-CBA y disefiar una estrategia que involucre el uso de bacterias que

remuevan este tOxico.

4.3. Determinacién de las propiedades emulsificantes de preparaciones crudas de
las fracciones extracelulares de Pseudomonas sp. B4y B, xenovotans LB400.

Los microorganismos poseen una enorme versatilidad para sintetizar distintos tipos
de biopolimeros, entre los cuales algunos poseen actividades emulsificantes y/o roles en la
tolerancia a la presencia de compuestos hidrofébicos. Los exopolimeros que fotman
capsulas se encuentran firmemente unidos por interacciones covalentes a fosfolipidos o

moléculas del tipo lipido A de Ia membrana celular. En los casos en los que las
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interacciones son débiles el EPS se encuentra formando cipsulas periféricas difusas, o bien,
es excretado al medio extracelular en forma de sustancia amorfa y/o mucilaginosa
(Roberts, 1996). Los EPS observados en Pseadomonas sp. B4 y B. xenovorans 1B400 al
parecer pertenecerian a este grupo, pues fueron ficilmente removidos de la bacteria al
utilizar s6lo la accién mecanica.

Cuando analizamos la composicion del material separado desde los sobrenadantes
de cultivo de B. xemovorans 1B400 se observé dos picos cuya composicién revelé la
presencia de glucosa y galactosa. En el caso del género Burkholderize, se ha observado que la
cepa mucoide B. cenmocgpacia C9343 contiene una mezcla de tres diferentes polisaciridos:
polisacirido I (compuesto por un disacirido de unidades repetitivas de glucosa y galactosa),
polisaciride II o cepaciano (compuesto por un heptasacirido acetilado constituido por
galactosa, manosa, ramnosa, glucosa y icido glucurénico) y dextrano (Bylund y col., 2006).
Por otra parte, un posible polisacirido capsular fue identificado en B: gladio/i pv. agaricicola,
el que contiene unidades repetitivas de D-ramnosa (Kaczynski y col., 2006).

Cuando analizamos la composicién del material separado de los sobrenadantes de
cultivo en Psendomonas sp. B4, observamos un pico cuya composicién revels la presencia
sélo de manosa, glucosa y galactosa. En las bacterias P. aeruginosa PAO1 y PA14, se han
descrito dos loci que sintetizan polisaciridos que son importantes en la formacion y/o
mantencién de biopeliculas. Estos son el locus ps/ y pel El locus ps/ (del inglés
polysaccharide synthesis) es un operén que comprende 15 genes que codifican para la
biosintesis del polimero. Las tinclones para carbohidratos indican que este polimero es rico
en manosa y galactosa, sin embargo su estructura ain no se ha caracterizado (Ryder y col.,
2007). Ellocus pe/ (del inglés pellicle) se compone de siete genes. Nuevamente, los anilisis
de tinciones sugieren que se compone de glicosa, el que parece no ser el polimero de
celulosa (Friedman y Kolter, 2004). No descartamos que el matetial separado desde el

sobrenadante de cultivo de la Psewdomonas sp. B4 también incluya mis de un polimero,
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como alginato. Este polimero estd consituido por 4cido mandrico o gulurénico (o una
mezcla de éstos) y se ha descrito hasta el momento como componente clave de las
biopeliculas y estd presente en las cepas mucoides de P. geraginosa PAO1 (Govan y Deretic,
1996).

La presencia de material de tipo EPS en el sobrendante de cultive sugiridé un
posible papel en la emulsificacion de compuestos liposolubles no descattindose un rol de
otro tipo para las moléculas presentes en el sobrenadante de cultivo, tales como proteinas
u otro tipo de moléculas de alto peso molecular. Observamos una baja actividad
emulsificante independiente del medio en que se crecieron las bacterias e independiente de
la fase en el cual se extraen estos sobrenadantes. Se utiliz6 una concentracién de entre 10 y
100 pg de proteina total para cada sobrenadante (datos no mostrados), sin embargo no
descartamos que exista una actividad emulsificante que no se encontr6 en nuestros
sobrenadantes a las concentraciones de proteinas usadas, posiblemente por Ia presencia de
algin tipo de inhibidor. Por otra parte, no descartamos la presencia de moléculas mas
pequefias que se hayan perdido por las didlisis que se realizaron para extraer las sales de los
sobrenadantes de cultivo. Se utilizaron bolsas de dilisis con un corte de 3.000 Da y se ha
descrito que P. aeruginosa PAO1 produce ramnolipidos (biosutfactantes de bajo peso
molecular) los cuales presentan actividades emulsificantes hacia compuestos hidrofébicos
(Desai y Banat, 1997; Ron y Rosenberg, 1999, 2001 y 2002; Mulligan, 2005; Van Hamme y
col., 2006).

La carencia de actividad emulsificante en los sobrenadantes de cultivo no descartan
otra funcién para el posible EPS encontrado en estas bacterias. Uno de estos roles
corresponderia a la regulacion de .la adhesion a superficies. Algunos materiales excretados
pueden formar biopeliculas en la interfase, por lo tanto se podria estimular la colonizacién
de ciertos microorganismos en ella e impedir la colonizacién por otros (New, 1996). Un

ejemplo concreto de adhesion ocurre con el emulsano de A. cakoacetions BDA4. Esta cipsula
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es utilizada para la adhesién a gotas de aceite que contiene el sustrato a metabolizar. Una
vez que el sustrato se ha consumido, la bacteria migrarfa hacia otras zonas provistas de
nutrientes, dejando la cipsula adherida a la gota de aceite, cambiando la superficic de Ia
gota de hidrofébica a hidrofilica. Por otra parte, la ausencia de este material sobre la
envoltura celular podria cambiar la hidrofobicidad de la bacteria y facilitar la adhesién y el
contacto con moléculas hidrofébicas. Por ejemplo, en cepas de P. aeruginosa, uno de los
mecanismos que se postulan para que los ramnolipides puedan favorecer la biodegradacién
de compuestos hidrocarhonados es la solubilizacién directa de la molécula hidrofébica
(posiblemente dentro de estructuras micelares) y cambios en la hidrofobicidad de la
superfidie de la bacterfa provocando una mejor solubilizacién del compuesto (posiblemente
por remocién de moléculas de LPS) (Al-Tahhan y col., 2000).

Setfa interesante analizar la composicion de este posible EPS extraido de las otras
dos condiciones de cultivo. Su composicién entregarfa informacién sobre su posible
funcién en la adhesién a sustratos abidticos o en la tolerancia de la bacteria a sustratos

hidrofobicos.

4.4. Andlisis in silico de las posibles proteinas secretadas por B. xenovorans LB400,

Una de las principales ventajas de contar con un genoma secuenciado es sin duda
que, podemos por ejemplo, inferir la posible funcién de una proteina observando la
ubicacién que presenta su gen en un contexto génico en particular. Ademas, podemos
hacer cotnparaciones con otros genomas disponibles, en especial en especies que
pertenecen a una misma clase, como algunas del género Burkholderiae.

Iniciamos la busqueda ## silico de posibles proteinas secretadas en B. xemororans
LB400 con el objeto de encontrar alguna proteina que estuviese involucrada en la
interaccién con los PCBs, tomando como modelo a la proteina AlnA de .A. rudioresistens

K53.
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En nuestro anilisis obsetvamos que aproximadamente un 13,4 % de las proteinas
que son codificadas en el genoma de la LB400 son putativamente secretadas por los
aparatos de secrecién de membrana interna sec, tat y un aparato de secrecion no clasico.
Este porcentaje es comparable a los valores de proteinas secretadas por otros miembros del
género e incluso es compartido por miembros del género Psendomonas (datos no
mostrados). Las 1.195 proteinas predichas eventualmente se destinarian al periplasma de la
bacteria, 2 las membranas interna o externa o serian secretadas al medio extracelular por los
sistemas de secrecién de tipo II o IV (Kostakioty y col., 2005). En estos anilisis no se
identificd posibles proteinas que pueden set secretadas por los sistemas de secrecion del
tipo I, ITI, IV o VI, los que no utilizan intermediarios periplismicos para la exportacién de
proteinas al medio extracelular. Por lo tanto el mamero total de proteinas secretadas podria
eventualmente ser mayor que el predicho por nuestros anlisis,

La proteina AlnA es la responsable de la mayor actividad del complejo alasan de
A. radioresistens K53 y se encontrd en los sobrenadantes de cultivo de otras bacterias del
género Acinctobacter, por lo que se propone que representarfa un mecanismo general de
emulsificacién de compuestos hidrofébicos en este género de bacterias (Toren y col. 2001,
Walzer y col,, 2006). Interesantemente, el ortélogo de esta proteina se encontré presente en
mayores niveles en preparaciones de membrana de A. radioresistens S13 cuando ésta se
creci6 en acido benzoico y fenol como Gnicas fuentes de carbono y energia, respecto a su
crecimiento sélo en acetato (Pessione y col, 2003). Como el iddo benzoico es un
intermediario de la degradacién del bifenilo, estos antecedentes nos motivaron a buscar
esta proteina en bactetias que metabolizan este compuesto y asi encontrar una posible
funcion en la emulsificacién de los PCBs.

La AlnA de A. radioresistens K53 contiene cuatro “loops™ hidrofébicos (HL) que
previamente se identificaron como escenciales para emulsificar una mezcla de hexadecano y

metilnaftaleno (Toren y col., 2002). Estos “loops™ presentan un alto grado de conservacién
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en las proteinas ortologas de dos bacterias del género Adnetobacter (Acinetobacter sp. V-26 y
Acinetobacter sp. ADP1). Como ya se menciond, al igual que la AlnA de A. radioresistens
KA53, estas proteinas se encontraron en los sobrenadantes de cultivo de estas bacterias y
presentan actividad emulsificante (Walzer y col,, 2006), La busqueda #n silico reveld
informaci6n sobre la similitud de secuencias de estas proteinas en B. xenovorans 1LB400. De
las seis proteinas que se encontraron por el anilisis /n sifico, 12 que presenté un alto
porcentaje de identidad con respecto a AlnA de A, radioresistens K53 sélo comparte dos
modulos necesarios para emulsificar. Esta proteina esti anotada como proteina de
membrana externa de la familia OmpA/MotB, y no descartamos que en efecto estas dos
zonas sean necesarias para la actividad emulsificante o que presente otras zonas que
reemplacen a las presentes en la AlnA. Sugerimos que estudios estructurales serin

necesarios para aclarar la funcién de este ortGlogo en B. xenoporans LB400.

4.5. Caracterizacion de proteinas extracelulares de B. xenovorans LB400 crecida en
medio definido suplementado con glucesa, bifenilo ¢ 4dcido benzoico como vinicas
fuentes de carbono y energia.

Un andlisis general de los geles provenientes de los extractos solubles de esta
bacteria indica que como se esperaba, la fraccién extracelular presentd un niimero reducido
de proteinas comparada con las protefnas provenientes desde los extractos solubles (Figura
23). En témminos generales, encontramos alrededor de 200 manchas en los geles tefiidos
con plata las que fueron analizadas por el programa Quantity One de Biorad.

Aunque no realizamos un andlisis extensivo de todas las proteinas presentes en los
sobrenadantes de cultivo, al momento de secuenciar las proteinas correspondientes 2 las
manchas de proteinas mds intensas, vetificamos que la mayoria de ellas presentaron sefiales
de secrecion, utilizando para ello la base de datos obtenidas en el analisis in sifiw, Este

resultado, muestra que en efecto los sobrenadantes de cultivo de B. xemororans L.B400
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contienen proteinas que pudiesen ser secretadas por algunos de los mecanismos de
secrecion descritos en bacterias Gram-negativas. El anilisis con un segundo servidor, tal
como el Cello, permitié ratificar la secrecion de ellas y mas ain su posible localizacién
celular.

Con respecto a este punto, Riedel y col. (2005) comunicé el anilisis de las protefnas
intracelulares, unidas a membrana y extracelulares de B. cenoceparia H111 crecida hasta fase
exponencial en un medio rico. Este grupo encontrd 304 manchas que correspondieron a 51
proteinas distintas utilizando el mismo rango de anfolitos que nuestro estudio. Segin el
servidor SubCell, 29 de estas proteinas presentaron sefiales de secrecién y 22 presentaron
localizacién citoplasmica. Ademas, 15 de estas 51 proteinas se encontraron exclusivamente
en la fraccién extracelular. Cabe destacar que dentro de la lista de proteinas extracelulares
se encontraron algunas proteinas sin sefial de secrecion que corminmente se encuentran en
las fracciones extracelulares de otros microorganismos, como GroEL, el factor de
elongacién Tu y proteinas ribosomales (Riedel y col., 2005; Kazemi-Pour y col., 2004; Kim
y col, 2002). GroEL y el factor de elongacién Tu, entre otras proteinas, son las mids
abundantes en las células por lo que la explicacién més probable para que estas proteinas se
encuentren en las fracciones extracelulares es la lisis de 1a bacteria. Cuatro de las proteinas
secuenciadas desde los sobrenadantes de cultivo presentan localizacién citopldsmica segiin
nuestro analisis i sifico. No descartamos que al igual que en los casos anteriores, estas se
secreten por un mecanismo alternativo o estén en el medio extracelular debido a tuptura
celular.

Con respecto a este Gltimo punto, ¢cémo se podeia explicar Ia presencia de
proteinas sin sefial de secrecién (citoplismicas) en el espacio extracelular? Como se
mencioné anteriormente, una posibilidad se deba 2 la autolisis inherente cuando la célula

entra 2 la fase estacionaria. Sin embargo ya se han descrito varios casos de proteinas que a
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pesar de no tener una clara sefial de secrecién son encontradas en las fracciones
extracelulares, lo que sugiere la presencia de mecanismos alternativos de secrecién.

En bacterias Gram-positivas, tal como el caso de la bacteria patégena Mycobacterinm
tuberculosis, se ha descrito el caso de la secrecién de las proteinas GlnA y SodA. GlnA es la
glutamina sintetasa, la que cataliza la sintesis de glutamina a partir de glutamato e ién
amonio. GInA presenta localizacién citoplasmica en M. Zwberculosis y en la bacteda no
patogénica M. smegmatis, sin embargo se ha encontrado también en el medio extracelular en
M. tuberculosis. Por otra parte, cuando la GlnA de M. #wberculosis se expresé de forma
recombinante en M. smegmatis, esta proteina de igual forma fue secretada, indicando que la
sefial de exportacién sen encuentra dentro de la proteina (Harth y col., 1994 y 1997). Por
otra parte, la superéxido dismutasa (SodA) es una proteina que cominmente se encuentra
en el citoplasma de M. #wberculosis. También se ha descrito como una proteina secretada a
pesar de no tener un péptido sefial. Al igual que el caso de la proteina GlnA de M.
smegmatis, SodA no es secretada en este microorganismo (Harth y Horwitz, 1999).

En el caso de B. subtillis se ha realizado un extensivo anilisis de las proteinas
extracelulares, logrindose identificar alrededor de 24 proteinas que no contienen péptido
sefial. Estas incluyen a una chaperona involucrada en el plegamiento de las proteinas
exportadas, proteinas involucradas en metabolismo de carbohidratos (Eno, PdhB, PdbD y
CitH), proteinas involucradas en el metabolismo de aminoicidos (RocA y RocF), proteinas
relacionadas con motilidad y quimiotaxis (Hag, FlgK y FliD) y proteinas involucradas en
destoxificacion (KatA y SodA) (Tjalsma y col., 2004).

En E. co4, se ha comunicado el caso de la proteina ClyA (una proteina que forma
poros y muestra un efecto citotéxico en células de mamiferos) la que es liberada al medio
extracelular mediante vesiculas que se desprenden de la membrana externa (Wai y col.,

2003).

69




Cuando caracterizamos las proteinas extracelulares de B. xemovorans 1.B400,
encontramos a una proteina hipotética cuya secuencia aminoacidica revelé que ella
pertenece a la superfamilia de las proteinas Ycel. Analizando en detalle su secuencia
aminoacidica, esta presentd un péptido seiial del tipo sec, lo que sugiere que esta proteina
es en efecto secretada.

Esta proteina inicialmente se encontrd inducida en extractos citoplismicos de E. cof
cuando esta crece a pH alcalinos (Stancik, y col. 2002). Postetiormente, se encontrd
inducida en extractos citoplismicos de Defffia acidovorans MC1 crecida en icido 24-
diclorofenoxipropionico (2,4-DCPP), un conocido herbicida cuya estructura quimica es
similar a la del dddo benzoico (Benndorf, y col. 2004). Handa y col. (2005), obtuvo la
estructura cristalografica de Ycel de T. #hermaphilus FIB8 purificada de E. w4, Esta proteina
fue cristalizada en presencia de una molécula de octaprenilpirofosfato, molécula
involucrada en la biosintesis de ubiquinonas. Esta protefna presenta una estructura que
consiste de un barril betz de ocho hebras antiparalelas en cuyo centro alberga residuos de
aminoicidos con cadenas laterales hidrofébicas que interaccionan con la cadena de poli-
isoprenoide {de 40 dtomos de carbono) via interacciones hidrofébicas. Lo mis interesante
es que la estructura de Ycel es similar a las estructuras que presentan la familia de las
lipocalinas, proteinas encargadas de unir y transportat un amplio espectro de moléculas
hidrofébicas tales como las feromonas, entre otras (Flower, D. L., 1996; Handa y col,,
2005).

Un andlisis més detallado del contexto genémico de esta proteina indicd que su gen
(BxeB_2066) se encuentra duplicado en el genoma de la B. xenovorans IB400. Ademis se
encontraron ofras tres posibles copias de genes que codifican para proteinas pertenecientes
a la superfamilia de las Ycel. Sin embargo, desconocemos si estos cuatro genes producen
proteinas funcionales. Todas las protefnas pertenecientes a la supetfamilia de las Ycel de B.

xengyorans LB400 presentan péptido sefial del tipo sec, lo que sugiere que al igual que la
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proteina codificada por el gen Bxe_B2066 son de igual forma secretadas. Serfa interesante
estudiar si es que estos genes se expresan en forma diferencial, ya sea en respuesta al
crecimiento en diferentes sustratos de tipo aromitico o dependientes de la fase
crecimiento.

Con respecto a este ultimo punto, hay que destacar que B. xewororans LB400
presenta una gran variedad de oxigenasas y proviene de un grupo filogenético de bacterias
cominmente aisladas desde rizosferas y suelos donde existe una gran variedad de
compuestos aromdticos de origen natural. Ademas, presenta vias metabdlicas para la
degradacién de una gran variedad de otros xenobidticos tales como fluoreno, 1,2
dicloroetano, nitrobenceno entre otros. No descartamos que €l conjunto de proteinas de la
familia Ycel presentes en B, xenovorans LB400 pudiese estar involucrada en el transporte de
estos tipos de compuestos tanto de origen natural como de origen antropogénico.

Por otra parte, las copias paralogas de estos genes se encuentran antecedidas por un
gen que codifica para un posible citocromo b561, un componente de la cadena respiratoria,
por lo que las proteinas de la familia Ycel en esta bacteria pudiesen, tal como fue reportado
originalmente, estar formando parte del metabolismo de las quinonas, las que participan en
tranporte de electrones de la cadena respiratoria (Handa y col., 2005). La induccién de la
expresion de estas proteinas en estas condiciones estarfa relacionada posiblemente a estrés
de caricter nutricional u oxidativo que se dan en estas condiciones (Chévez y col, 2004,
Agullo y col, 2007). No descartamos que esta proteina presente a su vez una doble
funcidn, en especial en el metabolismo de la molécula de bifenilo, PCBs y/o intermediarios
de la degradaci6n, la que pudiese estar involucrada en el transporte o almacenamiento de
este tipo de moléculas hacia o desde la membrana externa de la célula. Nuestra proteina
contiene residuos de caricter apolar que podrian interactuar con las moléculas hidrofébicas
tales como los PCBs (Figura 26). Estudios de modelamiento molecular de los PCBs

interactvando con los residuos hidrofébicos dentro del bartil de la proteina Ycel serin
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necesarios para aclarar este punto. Ademas, seran necesarios los estudios de la afinidad de
las moléculas de PCBs hacia la proteina nativa o hacia la proteina Ycel recombinante. Con
estos estudios aclararemos la funcién de esta proteina en el metabolismo de bifenilo y/o

de los PCBs.

Figura 26. Modelo tridimensional de la proteina Ycel de B. xemovorans LB400 acomplejada con un ligando.
La proteina se model6 utilizando los modelos creados a partir de las estructuras critalogrificas de las
proteinas Ycel de T. thermophilus (PDB: 1WUB) y de E. w/ (PDB: 1YOG). La proteina Ycel de B. xenovorans
LB400 se modelé con una molécula de octaprenilpirofosfato (40 dtomo de carbono) ubicada en el interior del
barril (verde). Dentro del barril e interactuando con la molécula de octaprenilpirofosfato se muestran los
residuos de cardcter apolar que interactiian con el sustrato.




Los resultados de esta tesis sugieren que las bactetias degradadoras de PCBs

secretarian algunas proteinas necesarias para la interaccién de la bacteria con el compuesto

a degradar. Esta interaccion serfa facilitada por los procesos de movilidad y quimiotaxis

hacia estos tipos de compuestos. Posiblemente en estas interacciones se generen

metabolitos téxicos que provoquen la lisis de la bacteria y es un elemento a considerar al

pensar en utilizar a estas bacterias en un procesos de biorremediacién. Podriamos visualizar

un escenario en el cual las bacterias degradadoras de PCBs migrarian hacia zonas

contaminadas con PCBs y en estas zonas secretarfan proteinas de interaccién sustrato-

bacteria y con ello facilitar la biorremediacién. El estudio de estas interacciones y la

seleccion de bacterias méviles y quimioticticas hacia PCBs son dos temas de gran

importancia en el proceso de biorremediacion (Figura 27).
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Figura 27. Posibles funciones de la quimiotaxis y de los biosurfactantes (proteicos o de caricter polisacirido)
en la interacciGn de las bacterias degradadoras con los PCBs (Adaptado de Chévez, y col., 2006).
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5. CONCLUSIONES.

1. Los ensayos de movilidad mostraron que la bacteria Psendomonas sp. B4 es mas
mévil que la bacteria modelo B. xenovorans TB400.

2. Psendomonas sp. B4 presenté quimiotaxis hacia bifenilo, congéneres y un
intermediario de l2 degradacion de bifenilo; el dcido benzoico.

3. El intermediario de la degradacion de 3-clorobifenilo; el 3-clorobenzoato, es téxico
para la bacteria Psendomonas sp. B4.

4., Se observé un posible EPS que es sintetizado por Psendomonas sp. B4 y B. xenovorans
LB400. Este EPS contiene los azflicares glucosa y galactosa en B. xewororans 1B400 y
glucosa, galactosa y manosa en Psewdomonas sp. B4.

5. Los componentes del sobrenadante de cultivo de Psesdomonas sp. B4 y B. xenovorans
crecidas en las tres condiciones de cultivo, carecen de actividad emulsificante hacia
compuestos hidrofébicos.

6. Por andlisis 7z silico del proteoma de la B. xenororans LB400, se obtuvo que cerca de
un 13,4 % es putativamente secretado por los sistemas de secrecién de membrana intetna y
por los sistemas no clisicos de secrecién.

7. Por anilisis de comparacién de secuencias se encontré un posible ortélogo de la
proteina AlnA de A. radioresistens K53 codificado en el genoma de B. xenovorans 1B400. Esta
proteina no contiene todos los médulos necesarios para la emulsificacién que estin
presentes en AlnA.

8. Por anilisis de geles bidimensionales y espectromettia de masas aislamos 14
proteinas mayoritarias desde los sobrendantes de cultivo de las células de B. xenosorans
LB400 crecidas en los tres medios de estudio. El anilisis de la secuencias aminoacidicas de

estas proteinas mostré que 8 de ellas presentaron sefiales de secrecién.
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9. El anilisis de la expresion diferencial mostré que las proteinas que se encuentran
inducidas en bifenilo y en 4cido benzoico respecto a las que se encuentran en glucosa son
tres enzimas del locus 4ph, dos protein;s periplasmicas de unibn a ligando, una enzima que
involucrada en la degradacién de 4cido benzoico, una proteina hipotética y una
flavodoxina.

10.  La proteina hipotética pertenece a la superfamilia de las Ycel. Esta proteina
presenta una masa molecular de 21 kDa, y un punto isoeléctrico de 7,3. Ademis, presentd
un péptido sefial de tipo sec el que tedricamente presentaria 22 residuos, generando una
proteina madura de 18,8 kDa con un punto isoeléctrico de 6,3. La estructura tridimensional
de la proteina Ycel sugiere que estarfa involucrada en el transporte o en almacenaje de

compuestos de caricter hidrofobico como bifenilo, PCBs y/o intermediarios.
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ANEXO1

Contextos génicos de la proteina Ycel en B. xenovorans LB400 y en otras bacterias Gram-negativas

cri _— )

Citocromo bé51  Yee Ycel Transportador de ka familia MBS
Bl s L0 G2 () M)
Polimerasa ADN<iigida  Ycel veel®  Citocromo bés!

SO | —

L-treonina deshidrogenasa  Ycel Regulador Tanscripcional, familia TelR

cr _— >

Citocromo bé51  Yeel Ycd Transportador de azicar

Burkholderia mallei ATCC 23344 Cr2 :>- E

L-freonina deshidrogenasa  Ycel Regulador Tmnscripcional, familia TetR

Regulador Tansc.

Hipotética Lipoproteha
Cr2 ( - S e 5, SR . .
Receptor dependiente Factor sigma EC Lipop Ycel Hipotética Faclor sigma EC

de TenB

Cr1 A——— —

Transportador azGcares Ycel Ycel Citocromo bés1
. . t EC 1
Burkholderia preudomallei K96243 ., ol R

T R S )

Lipoprotena Hipolética Yecel Lipoprotena Regulador Tmansc.  Receptor

Hipotética dependiente de TonB
cr2 EZ'_">- m—
L-treonina deshidrogenasa Regulador Transcripcional, familia TetR

Pseudononas aeruginosa PAO1 E: -

Monoaminooxidasa Citocromo bé51 Ycel

Escherichia coli F11 ‘ | K K K = 1 £ - |4 |

Yecel Citbé51 Hip Oxidasa de R lad . . %
N-mefittiptofano egulador Dinl Di-hidroorotasa  Lipop  Glutaredoxina Transport.

*: Proteina secuenciada desde los sobrenadantes de cultivo. Cr: cromosoma.
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Bxze_B0471
Bxe_B0478
Bxe_B0487
Bxe_B0489

‘Bxe_B0495

Bxe_B0497
Bxe_B0511
Bxe_130513
Bge_B0516
Bxe_B0528
Bxe_B0531
Bzxe_B0535
Bxe_B0536
Bxe_B0541
Bxe_B0545
Bxe_B0552
Bre_B0558
Bxe_B03552
Bxe_B0567
Bxe_B0573
Bxe_B0578
Bxe_B0579
Bxe, 30588
Bxe_B0590
Bxe_B0G00
Bxe_B0617
Bxe_B0620
Bxe_B0622
Bxe_B0629
Bxe BO664
Bxe_BO578
Bze_BO679
Bxe_B06%4
Bxe_B0704
Bxe_DOTOS
Bxe_R0706
Baxe_B0710
Bxe_B0711
Bxe_BO717
Bxe_B0721
Bxe_B0722
Bze_B0733
Bxe_B0738
Bxe_B0745
Bxe_BO757
Bxe_B0762
Bxe_BO768

<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALDP>
<LIPOQP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGMNALP>
<LIPOP>
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<SIGNALP>
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<TATP>
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<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
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<SIGNALP>
<SIGNALP>

6.0
101
6.5
8.1
78
54
108
6.2
9.6
5.7
5.4
4.9
6.9
57
71
6.8
9.5
2.1
6.2
9.2
94
6.9
84
83
87
102
5.8
5.5
7.0
o1
8.8
51
9.4
60
9.6
8.0
82
58
9.4
6.6
4.6
59
5.7
8.8
85
10.6
62

53324
19546
8619
10759
35891
50576
2064
82609
50722
31383
79827
43599
16820
24757
36839
54473
34907
15408
15768
34020
13367
61332
11034
43622
30292
29662
39667
69330
62517
43466
35820
14463
39188
31881
47610
51540
9667
10411
26065
15486
42633
47326
50957
37555
60190
15551
40884

Proteina de membrzna externa, 101C
Proteina hipotética.
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transportador ABC de nitrato/sulfonato,/ bicarbonato, proteina petiplismica de unién a ligando
Proteina sensora histidina quinasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Lipoproteina
Proteinz hipotética
Receptor de siderdfore TonB-dependiente
Proteinz hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de mebrana extemna (porina)
Proteina hipotética
‘Transportador ABC de anicar, proteina peripkistica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transportador ABC de anicar, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Metaloproteasa
Proteina hipotética
Transportador ABC de amicar, proteina peiplismica de union a ligando
Transportador ABC de aminoécido, proteina periplismica de unién a ligando
Regulador transcripcional, familia AraC
Proteina de mebrana extema (porina)
Fosfatasa alcalina exportada
Gamma-glutamiltransferasa
Transportador ABC de aminoicido, proteina pedplismica de unitn a ligando
Regulador transcrpeional, familia LysR
Proteina hipotética
‘Transpartador ABC de taurina, proteina periplismica de unién a ligando
Deshidrogenasa de 3-hidroxiisobutirato
Proteina de resistencia a metal pesado
Sistema de eflujo de metal pesado, proteina de fusién de membrana
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de membrana externa, tolC
Lipoproteina de membrana externa, sistema de eflujo RND
Transportador ABC de poliamina/opina/ fosfonato, proteina petiplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de oligopeptido, proteinz periplismica de unién & ligendo
Proteina de union 3 ADN
Proteina de mebrana extemna (potina)
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Bxe_BOT72
Bxe_BO787
Bxe_B0794
Bxe_130802
Bxe_B0310
Bxe_B0812
Bxe_B0814
Bxe_B0817
Bxe_B0519
Bxe_B0820
Bxe_B0821
Bxe_B0523
Bxe_B0830
Bxe_B0338
Bxe_B0845
Bxe_B0846
Bze B0849
Bxe_B0851
Bxe_110852
Bxe_B0881
Bxe_B0894
Bxe_B0897
Bze_B09200
Bxe_B0901
Bze_B0S05
Bxe_B{O0%
Bxe_B0910
Bxe_B0917
Bxe_B0936
Bxe_B0940
Bxe_B0955
Bxe_B0997
Bxe_B1019
Bxe_B1022
Bze B1023
Bxe_B1038
Bxe_B1039
Bxe_B1041
Bxe_ B1044
Bxe_B1047
Bxe_B1064
Bxe_B1080
Bxe_B1106
DBxe B1113
Bxe_Bl114
Bze_B1117
Bxe _B1124

<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGMALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

0.8
5.8
77
6.9
5.6
9.2
64
65
103
5.9
8.1

88
57
8.4
55
0.9
78
54
93

89

9.2
7.0

55

5.6
54
6.6
87
87
52
58

9.5

8.6
5.6
10.1
9.0
2.0
9.3
9.1

9.2
57
87
10.1
6.1

8.7
8.0
92
9.2

19800
21124
81457
26974
11770
40263
54374
26787
10088
79301
28541
34315
11170
35677
38848
10513
44547
57033
30579
118%6
34360
26060
84195
11815
6BOT?
87140
14354
21273
55464
40879
16409
41773
10913
26666
Jgesz
35126
11672
38322
39863
41449
31483
9225

42684
36373
40742
36972
42466

Lipoproteina
Protefz hipotética
Receptor de sideréforo TonB-dependiente

Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina de mebrana externa (potina)

Proteina sensora histidina quinasa

Reductasa de sulfixido de metionina

Proteina hipotética
Sintaxina
Proteina hipotética
Transportador ADC de glicina betaina, proteina petiplasmica de unién a ligando
Proteina hipotética
‘Transportador ABC de fosfonato, proteina periplfiasmica Je unién a ligando
Permeasa de nucléosidos de purina
Proteina hipotética
Transportador de eflujo, famnilia RND, proteina de fusién de membrana
Lipoproteina de membeana externa, sistema de eflujo RND
NipA lipoproteina
Proteina hipotética
Transpartador ABC de aziicar, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Receptor de sideforg TonB-dependicnte
Proteina hipotética conservada
Proteina de la Familia SMP-30/CGR1
Deshidrogenasa de cadena corta
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
"Transpostador ABC, proteina periplismica de unién a ligando
Regulador transcriprional, familia Gatlt
Transportador ABC de aminodcido ramificado, proteina periplismica de 1nién a ligando

Proteina hipotética

Aciltransferasa de fosfolipido/glicern]

Transportador ABC de aminoacido ramificado, proteina periplismica de unién a liganda
Transportador ABC de ramnosa, proteina periplismica de unitn a ligando
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (porina)

Transportador ABC, proteina periplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de nittato, proteina periplismica de union a ligando
Transportador ABC de aminoacido, proteina pesiplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Regulador transcripcional
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (porina)

Transpottador ABC, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina de mebrana extetna (porina)
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Bxe_B1137
Bxe_B1144
Bxe_B1153
Bxe_B1159
Bxe_B1161
Bxe_B1165
Bxe_B1170
Bxe_BI1171
Bxe_B1174
Bxe_B1190
Bxe_B1191
Bxe_B1214
Bxe_B1228
Bxe_B1231
Bxe_B1232
Bxe_B1254
Bxe_B1255
Bxe_B1257
Bxe_B1266
Bxe_B1272
Bre_B1321
Bxe_B1325
Bxe_B1331
Bzxe_B1338
Bxe_B1340
Bxe_B1355
Bxe_B1368
Bxe_B1377
Bxe_B1391
Bxe_B1394
Bxe_B1401
Bxe_B1403
Bxe_B1407
Bxe_B1413
Bxe_B1425
Bxe B1480
Bze B1495
Bxe_B1496
Bxe_B1503
Bxe_B1528
Bxe_B1534
Bxe_B1540
Bxe_B1548
Bxe_B1551
Bxe_B1557
Bxe_B1561
Bxe_B1565

<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALDP>
<SIGNALP>
<TATP>
<TATP>
<SIGMNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<TATP>
<SIGNALP>
<[IPQP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>

6.3
9.3
6.3
12.0
10.0
B8
9.4
11.7
5.7
8.7
6.1
9.7
88
57
8.2
9.0
6.7
84
9.9
9.5
9.4
54
10.5
9.1
10.6
8.9
89
85
55
5.4
50
8.3
6.6
8.7
6.1
80
88
9.6
88
7.9
6.0
8.0
9.1
7.9
9.7
8.9
8.7

13901
10440
165386
14558
14459
19491
11542
14963
61549
31805
31532
32545
40786
52178
83758
42534
10449
25319
35228
12495
14303
58235
9673
18011
10787
20731
38980
3476
50836
9412
32890
35472
35896
39908
15221
26231
58180
33835
38568
12409
15187
43203
29276
30286
8958
32071
58606

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina asociada a DEAD/I1
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina seeretada
Proteina que une fosfolipido
Proteina hipotética
Carboxipeptidasa C
Proteina de unién a tungstato/molibdato
Proteina hipotética
Proteina de 1a familia MItA
Proteina de mebranz extetna (porina)
Lipoproteina de membrana extemna, sistema de eflujo RND
Proteina hipotética
Proteina de mebranz externa (poring)
Proteina hipotética
Anhidrasa carbdnica
Aldo-ceto reductasa
Proteina hipotética
Proteina cons domsnio PRC-barrel
Bomba de eflujo MFS, lipoprteian de membrana externa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de Ia familia lipocalina
Transportador ABC, proteina periplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de nitrato/sulfonato/carbonato, proteina periplismica de unidn a ligando
Lipoproteina de membrana extemna, sistema de eflujo RND
Proteina hipotética
Riboquinasa
"Transportador ABC de aziicar, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa {porina)
Proteina hipotética
Transportador ABC de molibdeno, proteina periplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de péptido, proteina periplismica de unién 2 ligando
Transportador ABC de péptido, subunidad de membrana interna
Transportador ABC, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Posible citoeromo C6
Transpottador ABC de nitrato/sulfonato/ bicarbonato, proteina periplasmica de uniéa a ligando
Transportador ABC de aminedcido polar, proteina periplismica de unidn a ligando
NlpA lipoproteina
Proteina hipotética
"Transportador ABC de D-metionina, proteina periplismica de unidn a ligando
Transpottador ABC de péptido, proteina periplismica de unién 2 ligando
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Bze_B1571
Bxe_B1572
Bxe_B1576
Bxe_B1582
Bxe_B1593
Bxe_P1612
Bxe_B1613
Bxze_B1622
Bxe_Bl624
Bxe_B1625
Bxe, _B1626
Bxe_B1630
Bze _Bl1642
Bxe_B1654
Bxe_B1660
Bxe_B1663
Bxe_B1668
Bxe_B1669
Bxe_B1677
Bxe_B1679
Bxe_B1682
Bxe_B1685
Bse B1686
Bxe_B1689
Bxe_B1694
Bxe_B1695
Bxe_B1699
Bxe_B1701
Bxe_B1711
Bxe_B1718
Bxe_B1724
Bxe_BI1730
Bxe B1772
Bxe_B1781
Bxe_B1786
Bxe_B1795
Bze,B1708
Bxze_B1819
Bxe_B1829
Bze_B1832
Bxe_B1833
Bxe_B18335
Bxe_B1856
Bxe_B1861
Bxe_B1875
Bxe_B1879
Bxe _B1898

<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP=>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>

6.1
83
7.8
6.1
9.0
11.0
8.9
100
10.0
8.0
9.5
114
6.4
65
2.3
9.6
6.4
60
5.6
115
9.2
9.2
8.9
71
10.1
10.7
58
6.5
82
21
9.9
9.2
2.0
8.5
102
2.3
84
88
9.1
4.9
5.6
59
923
77
B9
10.5
0.3

41081

30757
75453
41791
13715
33782
10559
12003
39942
54696
12611
42635
49761
51417
26964
39018
9197
11742
11683
39129
38239
20321
45958
32681
9215
41257
32364
46145
55006
9793
21612
19192
39177
11914
41216
36274
29697
30634
50938

36096
17899
7136

38694
10203
35176

Proteina de mebrana externa (porna)

Teansportador ABC de colina, proteina periplasmica de unidn a ligando
Transportador ABC de glicina betaina, proteina periplasmica de unién a ligando
Oxidoreductasa, unién a FAD/FMN
Beta-lactamasa
Proteina hipotética
Transportador ABC de colina, proteina periplasmica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina que une fosfolipido
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
AnH
Proteina hipotética
Proteina de wnién a peptidoplicano
Peptidasa M23B
Catalasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina asocida a transporte
Transportador ABC de espermidina/putrescing, proteina pedplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de espermidina/putrescina, subunidad ATPisica
Transpottador ABC de aminodcido, proteina periplismica de uniéa a ligando
Citocromo ¢, ¢lase 1
Peptidasa de peptidoglicano
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (porina)
Esterasa/lipasa/tioesterasa
Transportador ABC de aminodcido ramificado, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteinz tipo TRAP, componente periplismico
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (potina)

Transportador TRAP de dicarboxilato, subunidad DetP
Proteiha extracelulat de unién a ligando, familia 1
Proteina de mebrana externa (poring)

Potina de carbohidrato
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transportador ABC de 2-aminoetilfosfonato, proteina petplismica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Proteina de estabilidad del plismido
Prmoteina hipotética
Proteina sin camctetizar
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Bxe_B1904
Bxe_B1907
Bxe_B1936
Bxe_B1940
Bxe_B1954
DBxe_B1958
Bxe_B1961
Bxe_B1962
Bxe_B1975
Bxe_B1984
Bxe_B1588
Bxe_B1991
Bxe_B1993
Bxe_B1994
Bxe_B2002
Bze_B2008
Bxe_B2011
Bxe_B2042
Bxe_B2043
Bxe_B2044
Bxe_B2050
Bxe_B2059
Bxe_B2065
Bxe_B2066
Bxe_B2070
Bzxe_B208Y
Bxe_B2093
Bxe_B2109
Bxe_B212t
Bxe_B2123
Bxe_B2131
Bxe_B2136
Bxe, 82138
DBze_DB2144
Bxe_B2154
Bxe_B2159
Bxe_B2160
Bxe_B2162
Bxe_B2165
Bxe_B2188
Bxe_132189
Bze_B2191
Bxe_B2192
Bxe_B2196
Bxe_B2200
Bxe_B2205
Bxe_B2208

<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<TATP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALD>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

9.0
924
19
5.4
6.9
6.0
9.2
85
2.0
2.5
9.6
5.6
57
5.5
120
78
4.8
7.7
15
82
9.2
9.7
21
71
5.0
4.6
9.9
5.9
6.0
101
2.1
9.3
8.8
7.7
89
38
6.9
5.7
9.0
78
8.6
91
9.1
6.6
92
4.5
6.6

34590
35094
39609
32416
31930
39648
56769
40337
8105
19761
35654
12290
59821
53012
9927
45045
52542
42260
168692
45320
27071
11237
20225
21003
53280
84345
14108
30766
52349
10296
40605
34141
34001
34618
33774
34415
63793
26897
20176
8715
28226
29238
40174
36640
38450
26122
27504

Pmteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (potina)
Posible amidohidrolasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transporiador ABC de péptido, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina de mebrana extemna (poting)
Proteina hipotética
Regulador transcdpeional dependiete de ATP, tipo MalT
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de la familia carhoxipeptidasa
Cumamolisina
Proteina hipotética
Sistema de eflujo RND, proteina de fusion de membrana
Lipoproteina de membrana externa, sisterna de eflujo RND
Endo-1,4-D-glucanasa
Celulosa sintasa
Proteina hipotética
Transportador ABC, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Proteina de la familia Yeel
Proteina hipotética
Lipoproteina de membrana extetna, sistema de eflujo RND
Proteina relacionada con hemaglutini
Proteina hipotética
Esterasa
Proteing de memhbrang externa
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa {potina)
Transportador tripartito de edcarboxilato, Bamilia TTT, proteina petiplismica de unidn a ligando
Proteing hipotética
Transportador tripartito de tricarboxilato, familia TTT, proteina periplismica de unidn a ligando
Transportador tripartito de tricatboxilato, familia TTT, proteina pedplismica de unidn 2 ligando
Proteina hipotética
D-lactato deshidrogenssa
Proteina hipotética
Proteina hipotftica
Protefna hipotética
Transportador de aminoacida cationico, proteina periplismica de unién a ligando
Lipoproteina, familia YaeC
Proteina de mebrana extemna (porina)
Esterasa/lipasa/tioesterasa
Proteina hipotética
Peptidasa M23B
Proteina hipotética
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Bxe B2209
Bxe_B2217
Bxe_B2223
Bxe_B2245
Bxe_B2249
Bxe, B2257
Bxe_B2271
Bxe_B2279
Bxe_B2293
Bxe_B2294
Bzxe_B2295
Bxe_B2296
Bxe_B2297
Bxe_B2299
Bxe_B2305
Bxe_B2322
Bxe_B2339
Bxe_B2349
Bxe_B2352
Bxe_B2361
Bxe_B2364
Bxe_B2373
Bxe_B2374
Bxe_B2378
Bxe_B2383
Bxe_B2384
Bxe 52392
Bxe_B2394
Bze_B2400
Bxe_B2404
Bxe_B2406
Bxe_132411
Bxe_B2413
Bxe_B2414
Bxe_B2415
Bxe_B2416
Bxe_B2417
Bxe_B2424
Bxe_B2425
Bxe_B2426
Bxe_B2427
Bxe B2432
Bze_B2437
Bxe_B32473
Bxe_B2474
Bze B2475
DBxe_B2483

<SIGNALP>
<TATP>
<LIPQP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP=>
<LIPQP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<LIPOP>

8.1
9.4
72
9.8
89
53
52
1.6
5.3
6.8
5.4
6.0
63
7.0
8.9
6.5
6.3
88
8.7
9.1
71
9.1
59
60
6.6
6.7
64
118
88
116
89
6.0
8.0
8.8
6.1
6.7
6.2
6.4
6.3
9.5
6.5
7.6
6.8
5.1
6.3
8.0
5.5

10804
36819
72305
24012
28814
40481
121124
59844
125330
47385
51442
11309
15435
14184
11613
21153
38053
35142
35160
36621
41715
15485
60801
35264
54457
34246
1717
11908
40583
8331
37899
42527
22895
22690
62455
34660
22655
25281
33634
15272
65560
43178
14425
84241
38930
23306
63991

Protelna hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de exporte de polisacirido
Proteina YadA
Proteina hipotética
Protefna hipotética
Osxidasa de multicobre
Proteina de eflujo de membrana externa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de fincién desconocida
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de Ia familia HiyD
‘Transportadar ABC de sulfonatos aliffticos, proteina periplismica de unién a ligando
Sistema de transporte de sulfonato, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina de mebrana externa (porina)
Proteina de mebrana externa (porina)
Proteina con dominio PRC-barrel
Proteina TPP
Metalo beta-lactamasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Protcina de mebrana externa {posina)
Proteina hipotética

Transportador ABC de nitrato/sulfonato /bicachonato, proteina periplismica de unién a ligando

Oxidoteductasa dependiente de flavina
Anquiring
Citocromo ¢, clase I
pirrolo-quinclina quinona
Proteina del tipo Mxal,
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina extracelular de unitn a ligando, familia 1
Proteina tipo metanol deshidrogenasa
pirrolo-fuinolinz quinona
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Receptor de siderdfozo TonB-dependiente
Repetido WD-40
Proteina tipo TonB
Proteing hipotética
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Bxe_B2504
Bxe_B2508
Bxe_B2510
Bxe_B2511
Bxe_B2512
Bxe_B2524
Bxe_B2554
Bxe_B2558
Bxe_B2566
Bxe_B2571
Bxe_B2573
Bxe B2574
Bxe_B2576
Bxe_B259%0
Bxe B2591
Bxe_B2593
Bxe_B2598
Bxe_B2502
Bze_B2606
Bxe_B2607
Bxe _B2615
Bxe_B2617
Bxe_B2621
Bxe, B2625
Bxe_B2634
Bxe_B2636
Bxe_B2658
Bxe B2570
Bxe_B2681
Bxe B2684
Bxe_B2685
Bze _B2686
Bze_B2698
Bxe_B2T11
Bxe_B2713
Bxe_B2719
Bxe_B2720
Bxe_B2743%
Bxe_B2746
Bxe_B2747
Bxe_B2754
Bxe_B2756
Bxe_B2762
Bxe B2766
Byxe_B2769
Bxe_B2783
Bxe_ 132786

<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

34
%0
9.2
92
10
2.1
9.5
100
85
18
6.3
8.1
71
8.6
6.4
6.5
58
8.0
6.6
84
5.8
6.5
8.6
61
61
7.9
9.0
64
67
9.9
53
77
a1
118
4.8
9.6
6.3
4.6
6.7
2.1
10.9
7.8
5.7
8.6
1.7
10
92

47100
33338
12390
41200
34448
38842
23545
4635
42770
29136
171889
28151
43026
46995
51797
50482
86309
20867
39099
38493
53406
80447
36505
10123
39215
36713
30355
23512
17128
11506
49956
101766
9549
23819
69229
1797
41272
34672
46427
40180
9303
11872
36275
36112
29890
27426
39506

Citocromo ¢, clase
Proteina sin camacterizar

Proteina hipotética

Proteina de mebrana externa (poting)

Proteina de mebrana externa ﬁuombnv

Proteina de mebrana externa (porina)

Formato deshidrogenass-O, subunidad mayor
Proteina hipotética
Transportador ABC de aminodcido mmificado proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Regulador transeripeional, familia Gatit
‘Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Mutasa de fosofoglicerato/ bisfosfoglicetato

Proteina hipotética

Proteina de mebrana externa (potina)

Regulador transcripciona, familia fis

Isoquinolina 1-oxidoteductasa, beta subunit
Transportador ABC de D-xilosa, proteina periplismica de unién 2 ligando
Proteina hipotética
Aleanosulfonato monooxigenasa
Transpartador ABC de sulfonatos alifaticos, proteina pedplismica de unién a ligando
Proteina extracelular de unién 3 ligando, familia 1
Oxidoreductasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina Sell
Proteina hipotética
Transposase, 154
Proteina hipotética
Proteina que une fosfolipido

Proteina de mebrana externa (porina)

Proteina hipotética
L-sotbosona deshidrogenasa

Proteina de mebrana externa (porina)
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Transportador ABC de fosfato, proteina perplismica de unidn a ligando
Transportador ABC de fosfato, proteinz periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina de unidn a nucledtido
Proteina de mebrana externa (porina)
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Bxe_B2794
Bxe_B2795
Bue 152803
Bxe_B2808
Bxe_B2839
Bxe_ B2848
Bzxe_B2855
Bxe_B2884
Bxe_B2901
Bxe_B2907
Bxe_B2914
Bxe B2915
Bxe_B2917
Bxe_B2919
Bxe_B2920
Bxe_B2929
Bxe_B2932
Bge B2936
Bxe_B2945
Bze_B2964
Bxe_B2969
Bxe_B2971
Bxe_B2972
Bxe_B2938
Bxe_B2004
Bxe_B3016
Bxe:B3019
Bxe_B3031
Bxe C0008
DBge_CO020
Bxe_C0027
Bxe_{0041
Bxe_C0043
Bxe_( 0034
Bxe_C0065
Bxe_C0083
Bxe_C0087
Bxe_C0090
Bxe_C0095

Bxe_C0100
Bxe_C0105
Bxe_C0106
Bxe_C0107
Bxe_C0117
Bxe_C0124
Bxe_C0127

<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPCP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>

<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>

5.3
6.3
7.2
8.2
67
88
10.3
47
9.5

6.3
55

57

6.1

6.6

6.5

9.2
8.5

9.0
72
8.6
4.9
7.8
4.5

9.9

8.4
2.0
62
6.9
6.9
73

8.2
6.0

6.2
9.2
a4
9.4
82
97
9.2

83
91
9.3
8.2
8.3
6.6
a1

22356
85386
38021
42499
14076
26857
22036
87933
18048
40240
8086
53501
25583
38718
61780
38632
38050
48504
11189
36692
34668
26265
18484
10602
33137
18818
23882
35239
38508
34408
21857
88256
62211
14122
29327
50246
15510
42396
43287

43396
34859
40961
33932
36959
74137
20485

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Regulador teanscripcional, familia GatR
Proteina de eflujo de auxina
Proteina hipotética
Transportador ABC de molibdeno, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de membmana externa, familia OmpA/MotB
Proteina hipotética
Proteina hipotética
‘Proteina hipotética
Proteina del ensamble del plus
Secretina
Proteinz de membrana externa, familia OmpA/MotB
Transportador ABC de espermidina/putrescina, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteing de funcidn desconocida
Proteina hipotética
Transportador ABC de azicat, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina fimbrial
Chapetona del ensamble de Ia fimbria
Proteina fimbrial
Proteina hipotética
‘Transportador ABC de glicina betaina, proteina periplasmica de unién a igando
Proteina hipotética
Proteina de [a familia Ycel
‘Transportador ABC de sulfonatos alifiticos, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina de membrana externa (potina)
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Reeeptor de sidetSforo TonB-dependiente
ATP sintasz F1, subunidad alfa
Proteitia hipotética
Transpottador ABC, proteina periplismica dz unién a Hgando
Citoctomo ¢, clase I
Transportador ABC de taurina, proteina petiplismica de unién a ligando
Transportador ABC de aminodicido ramificado, proteina peiplismica de unidn 2 ligando
Transpottador ABC de aminoicido ramificado, proteina periplismica de unidn a ligando

Transportador ABC de nitrato/sulfonato/bicathonato, proteina periplismica de unién a ligando
Transportador ABC de sulfonatos alifiticos, proteina petiplismica de unifn 2 ligendo
Proteina de mebrana extemna {posing)

Proteina petiplismica de unién a cisteina, FIiY
Transportador ABC, proteina petiplismica de unién a ligando
Desulfurasas de cisteing, subfamilia SufS
Transportador ABC de aminodcido pelar, protefna peiplismica de unida a ligando
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Bxe_C0134
Bxe_C013%
Bxe_C0140
Bxe_C0144
Bxe_C0146
Bxe_0151
Bxz_ 0152
Bxe_C0154
Bxe_C0157
Bxe_C0159
Bxe_C0161
Bxe_C0171
Bxe_C0175
Bxe_C0189
Bxe_C0191
Pxe_CO107
Bxe_C0201
Bxe_C0209
Bxe_C0218
Bxe_C0219
Bxe_C0229
Bxe_C0231
Bxe_C0232
Bxe_C0240
Bxe 0257
Bxe_C0272
Bxe_C0274
Bxe _C0299
Bzxe_C0328
Bxe_C0334
Bxe_C0346
Bxe_{0350
Bxe_C0367
Bxe_C0368
Bxe_C0375
Bxe_C0385
Bxe_C0388
Bxe_C0393
Bxe_C0397
Bxe_C0399
Bxe_C0404
Bxe_C0411
Bxe_0423
Bxe_C0435

Bxe_C0438
Bxe_C0446

<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SEGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALDP>
<SIGMNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SEGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

<SIGNALP>
<SIGNALP>

85
08
8.6
91
8.8
9.7
82
9.5
70
YAl
7.6
84
6.4
6.8
64
7.0
&6
115
70
74
69
80
55
7.7
9.3
20
6.3
75
66
8.1
69
85
9.2
85
6.9
0.1
82
5.5
9.3
52
93
7.3
74
9.3

8.6
49

40397
9781
58509
31317
somz2
45712
20181
38011
29655
35662
58082
50048
57492
32214
53548
58650
127075
26356
41327
39264
26741
83320
49271
13850
19193
40860
36283
41112
39996
12174
21042
39206
92597
17538
19804
42306
33613
89959
33784
86900
44676
11075
33690
41891

36110
20406

Transportador ABC de nitrato/sulfonatoe/hicathonato, proteina periplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Transportador ABC de peptido/opina/niquel, proteina petiplisiica de unidn a ligando
Transportador ABC de [)-metionina, lipoproteina periplismica de unién a ligando
Transportadotr ABC de peptido /opina/niquel, proteina periplismica de unitn a ligando
Paosible sulfito oxidasa
Citocromo ¢, clase I
Transportador ABC de sulfonato/nitrato,/ tauring, proteina periplismica dé unién a ligando
Lipoproteina de unidn a D-metionina, MetQ}
Transportador ABC de sulfonatos alifiticos, proteina periplismica de union a ligando
Transportadot ABC, ptoteina petiplismica de unidn a ligando
Citocromo «, clase I
NADH-ubiquinona oxidoreductasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transpottador ABC de pepiido, proteina periplismica de unién a ligando
Quitinasa
Proteina hipotética
Proteina de membtana extetna {pofina)
Transportador ABC de aminoécido, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Receptor de sideréforo TonB-dependiente
Yin
Citocromo ¢, clase I
Proteina hipotética
Protrina de membrana externa (porina)
Proteina de membrana extetna (porina)
Proteina de membrana externa (porina)
Proteina de membrana extemna (porina)
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de membrana cxtemna (porina)
Nitrato reductasa
Precursor del citocromo ©
Proteina de intercambio de tiol:disulfaro, DsbE
Proteina hipotética
Proteina extracelular de wnidn a ligando, familia 3
Receptot de sideréforo TonB-dependiente
Transportador ABC de aminoicido, proteina periplismica de unién a ligando
Receptor de sideréforo TonB-dependiente
Deshidrogenasa de D-aminoacides, subunidad menot
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Transpottador ABC de aminodcido ramificado, protefna periplismica de unién a ligando
Proteina de mebrana externa (porina)
Proteina hipotética
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Bxe_C0447
Bxe (0452
Bxe_C0454
Bxe_(0481
Bxe_C0486
Bxe_C0497
Bxe_C0512
Bxe_C0514
Bxe_C0557
Bxe_C0561
Bxe_C0570
Bxe_C0593
Bxe_C0613
Bxe_C0641
Bxe_C0G46
Bze CO647
Bxe_C0648
Bxe_C0654
Bxe_C0664
Bxe_C0667
Bxe_C0694
Bxe_C0698
Bxe_CO705
Bxe_C0710
Bxe_C0723
Bxe_(0730
Bxe_C0736
Bxe_CO773
Bxe_C0776
Bxe_C0786
Bxe_CO0789
Bxe_C0799
Bxe_C0804
Bxe_(0813
Bxe_C0818
Bxe_{0829
Bxe_C0835
Bxe_C0843
Bxe_C0B49
Bxe_COB61
Bxe_(0872
Bxe_C0830
Bxe_C0891
Bxe_C0907
Bxe_C0910
Bxe_(0916
Bze £0926

<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

8.6
4.7
59
8.7
6.7
6.5
5.4
8.4
10.1
77
57
10.3
7.8
89
8.5
62
6.7
108
6.6
6.0
10.1
6.9
6.5
9.6
7.8
8.1
89
6.8
87
85
7.9
9.1
9.0
8.9
4.1
2.3
7.2
5.4
6.9
8.1
10.6
5.8
6.8
11.8
6.0
82
9.0

22701
25536
30915
18660
24959
4115
36242
43283
17576
42825
39151
30311
33246
27939
37892
51076
51042
10705
59950
41127
10103
36973
27248
53850
79756
39077
39076
54988
28585
56997
71042
36206
39022
25263
52968
38264
23282
39801
41294
42812
8915

39684
59825
9938

37797
38987
40521

Proteina del sistema de seczecién del tipo IV; VitB1
Protefna del sistema de seerecién tipo IV
Proteinz de transferencia conjugal TtbG/VirB9/CagX
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de membrana externa (porina)
Proteina hipotética
Transpottadot ABC, proteina peripldsmica de unién a ligando
Lipoptoteinta
"Transportador ABC de aminodcido, proteina periplasmica de unién a ligando
Proteina de membrana externa (potina)
Regulador ttansedpcional, familiaTetR.
Regulador transcripcional, familia LysR
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Putativa piruvato descarboxilasa
Proteina de membrana extemna (potina)
Proteina hipotética
Proteina de mebrana externa (porina)
Deshidrogenasa/ teductasa de cadena corta
Posible intergrasa
Reecptor de siderdforo TonB-dependiente
Proteina de mebrana externa {porina}
Transportador ABC, proteing periplismica de union a ligando
Aldehido deshidrogenasa (NAD+)

Transportador ABC de aminodcido polat, proteina peiplismica de unidn 2 ligando
Transportador ABC de peptido/opina/niquel, proteina periplismica de unin a ligando
Transportador ABC de peptido/opina/nickel, componente ATPasa
Transportador ABC de nitrato/sulfonato /bicarbonato, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina de membrana externa (porina)

Ozidoteductasa, deshidrogenasa//reductasa de cadena corta
Proteina hipotética
Proteina de membrana extemna {pogina)

Enoeil-CoA hidratasa/isometasa
Proteina de membrana externa {porina)

Proteina de mebrana exterma (potina)

Transportador ABC de aminodcido ramificado, proteina pesiplismica de unién a ligando
Proteina hipotética
Proteina de membrana extesna (potina)

Benzoil-CoA oxigenasa componente B
Proteina hipotética
Proteina de mebrana extetna (potina)

Proteina de mebrana externa (poring)

Proteina de mebrana extemna (porina)




601

Bxe_C0929
Bze_C0935
Bxe_C0%49
Bxe_C0983
Bxe_C0985
Bxe_C1003
Bxe_C1010
Bxe_ 1012
Bxe_C1023
Bxe_C1024
Bxe_C1030
Bxe_C1044
Bxe_C1047
Bxe_C1049
Bxe_C1054
Bxe_C1057
Bxe_C1049
Bxe_C1073
Bxe_(1074
Bxe_C1083
Bxe_CI1102
Bxe_C1103
Bze_Ci104
Bxe_C1112
Bxe_C1115
Bxe_C1116
Bxe _C1127
Bxe_1129
Bxe_C1141
Bxe Cl142
Bxe_C1145
Bxe_C1149
Bzxe_C1150
Bxe_C1151
Bxe_C1153
Bxe_Cl162
Bxe 1169
Bxe_(C1181
Bxe_C1185
Bxe_C1203
Bxe_1210
Bxe_C1215
Bxe_C1220
Bxze_C1226
Bxe C1227
Bxe_(C1230
Bze_ 1231

<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRIETOMEP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<TATP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP=>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGMALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>

9.4
8.0
22
8.7
67
8.3
1.3
7.6
5.8
54
81
11.8
7.2
5.3
8.9
9.0
9.1
9.2
10.5
5.4
8.7
4.1
6.3
9.1
9.1
91
9.4
93
6.4
5.6
62
43
85
8.9
5.6
54
8.1
9.3
9.5
80
53
9.4
118
69
67
94
6.6

34333
40361
43023
36606
39157
40570
12557

32473
34051
42575
6726
35839
B4170
24467
42671
45915
23294
20782
37463
23461
22019
85264
36664
40829
36468
72435
31126
41025
52381
47360
18260
39566
97401
18629
32366
26910
37280
19294
14012
11418
9636
10807
51670
12314
33846
41618

Transportador ABC de nitrato/sulfonato/bicarbonato, proteina periplismica de unidn a ligando
Proteina de mebring extera (potina)

Transpotiadot ABC, proteina periplismica de unién a ligando
Transportador ABC de nitrato/sulfonato/bicarbonato, proteina peoplismicz de unitn a ligando
Monooxigenasa de alcanosulfonato (monooxigenasa de sulfonatos alifiticos FMNH2)
Transportadot ABC de aminedcido samificado, protefna peiplismica de unidn a ligando
Proteina hipotética
Porina de membrana de externa, familia OmpC
Hidrolasa de pliegue alfa/beta
Proteing hipotética
Proteira de membrana externa (poring)

Proteina/dioxigenasa de tesistencia glioxalasz/bleomicina
Putative lipase/esterase
Receptor de sidecdforo TonB-dependiente
Proteina TonB
Proteina de mebrana extema (potina)

Posible fosfolipasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Posible proteina de membrana externa involucrada en exporte de polisacitido
Proteina hipotética
Proteina hipetética
Proteina hipotética
‘Transportador ABC, proteina pedplismica de union a ligando
Proteina de mebrana externa {poring)

Transportador ABC, proteina periplismica de unidn a ligando
Filamentous haemagglutinin
Proteina extracelular de unién 1 ligando, familia 3
Proteina de secrerion HlyD
Sisterna de effujo RND, lipoproteina de membtana externa, familia NodT
Sistemna de secrecidn del tipo [

Proteina de la fimbsia
Proteina fimbrial del tipo-1, subuntdad A
Proteina de membrana externa de biogénesis de la fimbtia
Proteina fimbrial
Transpottador ABC de aminodcido polar, proteing periplismica de unitin a ligando
Proteina hipotética
Proteina extracelular de uni6n a ligando, familia 1
Proteina de membrana extema (potina), familia OmpW
Proteina hipotética
Transposon modulator protein
Proteina periplastnica de unidn a mercurio
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Regulador transcripcional, familia LysR
Proteina de mebrana externa {porina)
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Bxe_C1232
Bxe_C1244
Bxe_C1245
Bxe_C1250
Bxe_C1255
Bxe_C1258
Bxe_C1259
Bxe_C1262
Bxe_C1270
Bxe_C1276
Bxe_C1279
Bxe_C1290
Bxe_C1204
Bxe (1295
Bxe_C1298
Bxe_C1310
Bxe_C1313
Bxe_C1316
Bxe_C1321
Bxe_C1322
Bxe_C1330
Bxe_C1337
Bxe_C1348
Bxe_C1374
Bxe_C1382
Bxe_ 1392

<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP:>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<LIPOP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<SECRETOMEP>
<SECRETOMEP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<LIPCP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<SIGNALP>
<LIPOP>
<SIGNALP>
<LIPOP>

8.9
100
45
59
B8
81
B2
57
B.G
590
9.2
4.9
46
83
50
8.4
5.4
83
8.5
1.9
9.2
6.1
79
72
5.5
7.3

42313
11249
61576
39279
44663
44355
16825

49981

35382
104183
10281

59796
27107
29230
63698
4230
41599
30312
33364
18459
29995
82527
32957
16354
27515
35930

Proteina de membrana extema (porina)
Protefna hipotética
Monoaminoxidasa

Proteina de mebrana externa (porina)

Transportador ABC de aminoicido ramificado, proteina pedplismica de unién a ligando

Proteina hipotética
Antigeno de superficie de 17 kDa
Proteina hipotética
Trnspottador ABC de aziicar, proteina petiplismica de unidn a liganda
Autotransportador de membrana externa
Proteina hipotética
Feruloil esterasa
Proteina hipotética
Proteina extracelular de unidn a ligando, familia 3
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina de membrana externa {posina)
Proteina extracelular de unidn a ligando, familia 3
Regulador transcripcional, familia LysR
Proteina hipotética
Transpostador ABC de aminoacido, proteina periplasmica de unidn a ligando
Oxidasa de multicobre
Proteina periplismica de unién/regulador transcripeional Lacl
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Manoproteina




