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RESUMEN

Los compuestos organoclorados representan uno de los principales
contaminantes orginicos en el medio ambiente y dentro de estos, particularmente
los policlorobifenilos (PCBs) constituyen un problema medioambiental de
preocupacién debido a sus propiedades recalcitrantes a la degradacion, su
bioacumulacién y toxicidad. La bioremediacion bacteriana constituye una estrategia
promisoria para la limpieza de los ambientes acuaticos y terrestres contaminados
con PCBs.

Cuando los microorganismos son sometidos a condiciones de estrés, acumulan
polifosfatos inorginicos (poliP). La biosintesis de poliP depende de la
polimerizacién del fosfato terminal del ATP mediante la enzima polifosfato
quinasa (PPK1), mientras que la enzima exopolifosfatasa (PPX) es responsable de
su hidrolisis. Actualmente, existen numerosas evidencias sobre el papel de los
poliP en la regulacion de la respuesta de las bacterias frente a cambios ambientales
y durante la fase estacionaria de crecimiento.

Teniendo en cuenta la toxicidad de los PCBs para las bacterias que los degradan
y el papel de los poliP en los ajustes celulares a las condiciones de catencia y estrés,
estudiamos los cambios en el metabolismo de los poliP y su influencia en procesos

celulares importantes para la bioremediacién de los PCB como la motilidad,

|



quimiotaxis y formacién de biopeliculas en la bacteria degradadora de bifenilo
Psendomonas sp. B4.

Durante el desarrollo de esta Tesis se determinb en Psendomonas sp. B4 la
presencia de grinulos densos a los electrones, crecidas en diferentes fuentes de
carbono y en diferentes etapas del crecimiento asi como sus variaciones ante
traspasos a distintos medios de cultivo. Observamos que Psendomonas sp. B4
acumula una gran cantidad de estos granulos cuando crecen en todas las fases de
crecimiento en bifenilo, y en glucosa sélo cuando las células entran en la fase
estacionaria del crecimiento. Mediante el analisis de difraccién de rayos-X acoplado
a microscopia electronica demostramos que los grinulos densos a los electrones
acumulados por Psexdomonas sp. B4, durante su crecimiento en bifenilo como tnica
fuente de catbono, estin compuestos principalmente por fosfato y muy
probablemente por poliP. Fsto se cotroboré mediante el empleo de un método
enzimitico especifico para la determinacién cuantitativa de los poliP en las células
crecidas en las diferentes condiciones.

En esta Tesis sugerimos que estos cambios en los niveles de poliP constituyen
un 2juste del metabolismo ante condiciones estresantes para la célula, lo que fue
comprobado por el aumento de los niveles tanto de una proteina de estrés general
(GroEL) como de las especies reacttvas del oxigeno (ROS) cuando las células se

enfrentaron a bifenilo y clorobifenilos como Unicas fuente de catbono y energia.
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Es posible que junto 2 Ia respuesta frente a las carencias nutricionales, los grinulos
de poliP en Psendomonas sp. B4 sean también una respuesta adaptativa al estrés
oxidativo generado durante la degradacién de estos compuestos. La capacidad de
las células de Psendomonas sp. B4 para detectar estos riesgos tempranamente les
permitiria acumular poliP como un sistema de alarma y asi activar o aumentar los
sistemas de proteccion.

Para explorar mis detalladamente el papel de los poliP en Psendomonas sp. B4 se
obtuvieron células recombinantes incapaces de acumular este biopolimero debido
a la sobrexpresion de la exopolifosfatasa (PPX1) de Saccharomyces cerevisiae mediante
el uso de dos vectores de expresién de amplio espectro, La sobreexpresion de la
PPX1 nos permitié contar con células incapaces de acumular poliP (poliP—) y de
esa forma poder conocer mis detalladamente cuil es la funcion de este
biopolimero en los procesos celulares de Pseudomonas sp. B4 y particularmente en
aquellos relacionados con su crecimiento en bifentlo.

Estas células de Psendomonas sp. B4 incapaces de acumular poliP resultaron
deficientes en numerosas procesos celulares, como la motilidad y la quimiotaxis y
también en la capacidad de formar biopeliculas y en la division celular. También su
crecimiento en bifenilo es mis lento y alcanza un menor nimero de células que el

cultivo control.
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Es quizds una combinacién de estas incapacidades fisiologicas lo que podria
afectar el crecimiento de Psendomonas sp. B4 poliP— en bifenilo. Frente a la ausencia
de poliP, unido a una capacidad ineficiente para utilizar el bifenilo como dnica
fuente de carbono, es probable que la bacteria responda dirigiendo tempranamente
el metabolismo hacia la fase estacionarta. Esto respaldaria la importancia de los
poliP en Pseudomonas sp. B4 cuando crece en bifentlo y clorobifenilos. El poliP
puede contribuir a la coordinacién de la respuesta frente a las condiciones
desfavorables de crecimiento en estos contarmnantes organoclorados.

Finalmente, y para tener un estudio preliminar a escala global de la funcién de
los poliP en Pseudomonas sp. B4, analizamos comparativamente los cambios que
tienen lugar en el proteoma de las bacterias poliP— con respecto a las células
controles. Aunque sblo analizamos una condictén de crecimiento y secuenciamos
s6lo aquellas proteinas cuya expresién cambibé en mayor magnitud los resultados
nos permitieron encontrar nuevas pistas sobre el papel de los poliP en las
bacterias. Los cambios en el proteoma de Psewdomonas sp. B4 nos permitieron
establecer una relacién entre los poliP, el ciclo de Krebs y la sintesis de alginato.
También encontramos cambios en algunas enzimas relacionadas con la sintesis de

los aminoicidos y el estrés oxidativo, aspectos importantes que se refieren a Ja

funcién energética y regulatoria de los poliP en Psexdomonas sp. B4.




ABSTRACT

Organochlorine compounds represent one of the main polluting agents in the
environment and particulatly polychlorinated-biphenyls (PCBs) constitute an
unsolved problem due to their recalcitrant properties to degradation, their
bicaccumulation and high toxicity to living organisms. Bacterial bioremedtation
constitutes a promissory strategy for the cleaning of aquatic and terrestrial
environments contaminated with PCBs.

When microorganisms are under stressing conditions, they accumulate inorganic
polyphosphate (polyP). Poly P is a linear polymer of many tens or hundreds of
orthophosphate (Pi) residues linked by high-energy phosphoanhydride bonds. The
biosynthesis of polyP depends on the polymerization of the terminal phosphate of
ATP through the action of polyphosphate kinase 1 (PPK1) whereas the enzyme
exopolyphosphatase (PPX) is responsible for its hydrolysis. At the moment,
numerous evidences exist on the role of polyP in the regulation of the bacterial
response to environmental changes and dusing the stationaty phase of growth.

Considering that PCBs are also toxic for the bacteria capable to degrade them
and the functions of polyP in the cellular adjustments to conditions of deficiency

and stress, we studied the changes in polyP metabolism and its influence in

important cellular processes for PCB bioremediation such as motility, chemotaxis




and biofilm formation abilities in the highly motile biphenyl-utilizing bacteria
Psendomonas sp. B4.

Electrondense granules were observed m Psexdomonas sp. B4 when grown in
different carbon sources and different stages of growth. Particularly, we observed
that Psendomonas sp. B4 accumulated a great amount of these granules only when
grown in biphenyl in all phases of growth and in glucose only when the cells
entered in the stationaty phase growth. By means of X-ray diffraction analysis
methods (EDAX and EELS) connected to electron microscopy (EM) we
demonstrated that the granules accumulated by Psesdomonas sp. B4 during growth
in biphenyl as the sole carbon source were composed mainly by phosphate and
most likely by polyP. This was confirmed by using a specific enzymatic method for
the quantitative determination of polyP in the cells observed by EM. In this Thests
we suggested that the changes in the levels of polyP are an adjustment of the cell
metabolism to stressing conditions generated during PCBs degradation. This was
verified by the increase of the general stress protemn (GroEL) and reactive oxygen
species (ROS) when cells where in the presence of biphenyl and chlorobiphenyls
as the sole carbon and energy sources. In addition to the role of polyP in
nutritional deficiencies, the accumulation of polyP in Psexdomonas sp. B4 may also
be an adaptive response to the oxidative stress generated during the degradation of

these compounds. By sensing any cellular stress, even at an early stage of growth,




Psendomonas sp. B4 can sound an alarm by accumulating polyP, which will then
activate or augment several protective systems. To further explore the role of
polyP in Pseudomonas sp. B4 we obtained recombinant cells unable to accumulate
this biopolymer. This was achieved by the ovetexpression of the
exopolyphosphatase (PPX1) from Saccharomyces cerevisiae with two wide-range
expression vectors. This overexpression of PPX1 allowed us to obtain cells in
- _which more than 95% of the cellular polyP was removed.
P\J'ez!domona.r sp. B4 incapable of accumulating polyP (polyP-) were deficient in

. numerous cellular processes such as motility, chemotaxis, cellular division and in

the quzt; to form biofilm. In addition, it was affected on its growth in biphenyl as
: thé:;; :ﬁ'e - c‘arbon source. It is perhaps a combination of these physiological
\"s\\inca;ﬁ; 1ﬁes ﬁat could affect the growth of Psexdomonas sp. B4 (polyP-) in biphenyl.

The 'abs;‘;:nce of polyP, confirmed by EM and quantification of the biopolymer,

% 1 . . . . .
togther jwith the inefficient use of the insoluble carbon source, constitute a

: :'sp‘onse directing metabolism towards the stationary phase of growth.
" 5 obtained endorse the importance of polyP when Psexdomonas sp. B4 is
growi‘l_l inh } biphenyl and chlorobiphenyl as the sole carbon and energy sources.

-
PolyP jlic sably coordinates their answer to the unfavorable growth conditions in

these organochlorinated compounds.
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Finally, to have a preliminary global view of the role of polyP in Psexdomonas sp.
B4, we analyzed comparatively the changes taking place in the proteome of the
polyP— cells as compared with control cells. Although we analyzed only one
condition of growth and sequenced only those proteins whose expression changed
in a greater magnitude, the results obtained allowed us to discover new findings of
the role of polyP in bacteria. We found a relationship between polyP, the Krebs
cycle and the synthests of alginate. We also found changes in enzymes involved in
amino acids synthesis and oxidative stress, both important aspects that confirm the
role of polyP not only in energy supply but also in the coordination of cellular

1

responses i Psexdomonas sp. B4.
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1. Introduccion

1.1. La contaminacién ambiental y la bioremediacion de los

policlorobifenilos

La contaminacién ambiental con los compuestos orginicos es un problema de
creciente importancia en el mundo (Timmis, ¢f 4£, 1994). La industrializacién y la
globalizacién han permitido alcanzar un alto desarrollo socioeconémico en diferentes
regiones geograficas del mundo. Esto ha originado la contaminacién deliberada o
accidental del entorno con diferentes compuestos quitnicos sintéticos, lo cual ocasiona
un dramético impacto en los ecosistemas y la calidad de vida del hombre. Esta
contaminacién no solo ha afectado a las regiones mas industrializadas, sino que también
constituye un problema para toda la biosfera.

En general, se supone que todos los compuestos orginicos de origen biosintético
son degradados por los microorganismos nativos. En contraste, los xenobidticos, que
son compuestos creados por el hombre y que difieren de la estructura de las moléculas
naturales, son més dificilmente degradados por los microorganismos, debido a que ha
transcurrido un tiempo insuficiente para la evolucion de los sistemas enzimdticos
requeridos (Gibson y Subramanian, 1984).

Los compuestos organoclorados representan uno de los principales contaminantes
orginicos en el medio ambiente (Tiedje e &f, 1993), constituyendo los

policlorobifenilos (PCBs) uno de los contaminantes organoclorados mas importantes
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(Pieper y Reineke, 2000). Por su parte, el bifenilo es un compuesto aromdtico utilizado
como fungicida en la agricultura y como sustrato industrial en las sintesis orgénicas y ha
sido utilizado para estudios de biodisponibilidad y biodegradacién de suelos
contaminados con policlorobifenilos (PCBs) (Wu ef 4/, 2003; Picper, 2005). En el
medio ambiente, la contaminacién con PCBs se presenta en forma de mezclas
complejas de congéneres (Boyle e 4f, 1993), y por ende, la biodegradacién de estos
compuestos requiere de sistemnas enzimiticos capaces de degradar este amplio rango de
sustratos.

Chile no esti exento de estos problemas y numerosos estudios han encontrado altos
niveles de PCBs en diversos ecosistemas contaminados (Mandakalis y Stephanou, 2002;
Barra et af,, 2004). Teniendo en cuenta que recientemente el Parlamento chileno ratificé
el Convenio de Estocolmo que Chile habia suscrito en 1999, donde se prohibe el uso
de los PCBs y también se plantea su remocién de los sitios contaminados, debiera
prestirsele mds atencién cientifica a las consecuencias de la presencia de estos

contaminantes en los ecosistemas chilenos y su posible descontaminacién.
1.1.1. Bacterias degradadoras de PCBs

Algunas bacterias capaces de utilizar el bifenilo como tnica fuente de carbono son
capaces de metabolizar los PCBs a sus respectivos clorobenzoatos mediante la via
oxidativa de la oxidacién del bifenilo (Figura 1). Muchas bacterias aisladas de diferentes
partes del mundo son capaces de degradar un amplio rango de PCBs y sus

determinantes genéticos han sido estudiados (Furnkawa ef af, 2004). Los
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microorganismos que son capaces de degradar estos congéperes pertenecen
predominantemente a los géneros Psendomonas, Burkholderia, Alcaligenes, Arthrobacter,
Arthromobacter, Moraxella y Rbodococeus.

El microorganismo modelo para la degradacién de los PCBs se aislé a comienzos de
los afios 90 y se denominé Psewdomonas sp. LB400. Actualmente reclasificada como
Burkholderia xenoworans 1B400, la secuencia de su genoma (9,7 Mb) se conoce
completamente (Denef ¢ al, 2004) y estudios posteriores de protedmica y gendmica
funcional han dado nuevas pistas de c6mo este microorganismo coordina su respuesta
global para la degradacién de estos compuestos (Denef ez 4/, 2004, 2005, 2006).

B. xenovorans LB400 y otras bacterias que degradan PCBs presentan el locus 4p, un
operén involucrado en la degradacién de los PCBs (Hofer ef af, 1993; Erickson y
Mondello, 1992). Los genes del locus gph (bphA1- bphA4, bpbB, bphC'y bphD) codifican
tanto para las proteinas de la via superior de degradacién de bifenilo a benzoato y 2
hidroxipenta-2,4-dienoato como aquellas de la via alifitica inferior que convierte este
tltimo compuesto en intermediarios del ciclo de Krebs (Figura 1, Hofer ef 4/, 1993).
Las protefnas codificadas por los genes 4phA1-A4 conforman un complejo enzimatico
de dioxigenesas que convierte el bifenilo en dihidrodiol, el que es transformado por la
dihidrodiol deshidrogenasa (bphB) a 2,3-dihidroxibifenilo. Otra dioxigenasa (bphC)
rompe al anillo del 2,3-dihidroxibifenilo a un compuesto de color amarillo (dcido 2-
hidroxi-6-oxo-fenilhexa-2,4-dienoico) que luego es transformado a benzoato y écido

pentanoico por bphD (Furakawa ef a4/, 1990; 2004). Ademis de B. xenovorans LB400,
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otra bacteria muy estudiada como Psexdomonas psendoalealigenes KI'7107 presenta un rango
diferente de congéneres de PCBs que puede degradar. El rango de congéneres de PCBs
que es capaz de oxidar B. xenovorans LBA00 es mis amplio que el de P. psendsalcaligenes
KF707, la que sin embargo tiene una mayor actividad sobre los compuestos di y para

sustituidos que la cepa LB400 (Gibson e a/, 1993).
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Figura 1. Via para Iz degradacion del bifenilo y el mapa genético del locus bph de B,
xentovorans LB400. Metabolitos de la via: 1: bifenilo; 2: bifenilo-2,3-dibidrodiol; 3: 2,3-dibidroxibifenilo;
4 deido 2-hidroxi-G-oxo-fenilhexca-2,4-dienotco; 5a: deido 2-bhidroxipenta-2,4-dienoico; 5b: deido benzoico; 6:
deido 4-hidroxci-2-oxovalérice; 7a: acetaldebido; 7h: diido pirsivico; 8: acetiFCoA. Engimas (genes): A
bifenilo-2,3-dioxxigenasa (hphA1.A2A3A4); B: bifenilo-2,3-dibidrodiol-2,3-deshidrogenasa (bphB); C: 2,3-
dibidroxibifenila-1,2-dioxigenasa (bphC); D: 2-hidroxi-G-oxo-G-fenilhexa-2,4-dignoato hidrolasa (bphD); H:
2-hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa (bphH); I: 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (bphl); J: acetaldehido
deshidrogenasa (Bph]).
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También nuevos aislados como Psesdomonas sp. B4 (Rio Elba, Alemania) se han
estudiado tanto a nivel molecular como fisiolégico y forman parte de este trabajo de
tesis doctoral (Bartels e 2/, 1999).

Teniendo en cuenta no solo los aspectos bioquimicos y genéticos de la degradacion
de los PCBs sino también los ajustes metabdlicos y fisiolégicos que hacen las bacterias
durante el proceso de bioremediacién, el microorganismo ideal para la bioremediacién
de los PCBs debe cumplir las siguientes caracteristicas:

— Ser capaz de expresar constitutivamente las enzimas necesarias para la
degradacion.

— Poseer enzimas con amplio rango de sustratos.

— Catalizar la degradacién de PCBs sin acumular intermediarios téxicos.

— Ser tolerante a los PCBs.

—  Ser capaz de producir sutfactantes para solubilizar los PCBs.

— Poseer quimiotaxis hacia los PCBs.

— Sobrevivir y propagarse en el sitio contaminado hasta la total eliminacién de
los PCBs.

Si bien se conoce mucho acerca del metabolismo y la enzimologia que presentan
estos microorganismos que les permite degradar estos compuestos, poco se conoce
acerca de los ajustes fisiologicos y metabdlicos que tiemen que realizar estos
microorganismos para degradar y adaptarse al crecimiento en estos compuestos

organoclorados.



Introduccion 11

1.1.2, Adaptaciones fisiolégicas de las bacterias degradadoras de PCBs

En las pasadas décadas han sido descubiertos muchos microorganismos capaces de
minelarizar una gran variedad de compuestos. En muchos de estos casos, se conoce
tanto los determinantes genéticos como bioquimicos de las vias catabdlicas
involucrados en el proceso de bioremediacién (Ohtsubo ¢f af, 2004).

Numerosos estudios con bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas
capaces de utilizar bifenilo como ¥nica fuente de carbono han creado las bases
bioquimicas y genéticas para la bioremediacién de los PCBs. (Abramowicz, 1990;
Brenner et al, 1994; Furukawa, 1994). Es por lo tanto muy probable esperar que los
avances biotecnolégicos permitan obtener mejores cepas degradadoras para disminuir
las limitaciones y los costos del proceso (Abraham ef 4/, 2002; Ohtsubo ez 4/, 2004;
Pieper, 2005).

Una propiedad celular fundamental es la capacidad de responder al cambio
medioambiental y particularmente ésta es mds importante en los organismos
unicelulares cuyo contacto con ese medio ambiente es de forma directa. A través de la
evolucién, los microorganismos desarrollaron mecanismos que les permitieron censar
los cambios en ¢l medio ambiente y regular sus funciones celulares de acuerdo al
entorno (Storz y Hengge-Aronis, 2000).

Algunos procesos celulares en las bacterias capaces de degradar los PCBs influyen
en su biodisponibilidad y por ende, en las etapas de la bioremediacién. La capacidad de

adherencia a las superficies sélidas, la hidrofobicidad celular, la produccién de

O
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biosurfactantes, as{ como la movilidad y los procesos quimiotacticos son caracteristicas
que reducen las distancias entre la bacteria y el sustrato sélido y permiten que la bacteria
pueda buscar nuevos sustratos una vez que se hayan mineralizado en un sitio
contaminado. A su vez, estas caracteristicas son las que han permitido la creacién de
verdaderos consorcios bacterianos muy importantes en el desarrollo de biotecnologias
asociadas a la bioremediacién (Chtsubo ez 4/, 2004; Pieper, 2005).

Paradéjicamente, otra propiedad celular importante es la pérdida de las capacidades
antes mencionadas durante los procesos de especializacién ecolégica. Por ejemplo,
durante los cambios que sufre un microorganismo desde su atslamiento en los habitats
naturales hasta las condiciones de investigacién y conservacion en el laboratorio causan
Ja pérdida de algunos mecanismos de “socializacién” bactertano. Después de
numerosos siembras consecutivas en cultivos liquidos se pueden seleccionar muchos
mutantes en los mecanismos de comunicacién celular, incluyendo los genes
relacionados con la movilidad (Velicer, 1999; Velicer ez 4/, 1998; 2000; 2002). También
se ha visto que la produccién de exopolisaciridos y de estructuras aéreas es mas robusta
en biopeliculas de aislados bacterianos recientes que de cepas de laboratorio, indicando
claramente que los mecanismos de multicelularidad se pierden durante de la

“domesticacién” en las condiciones de laboratorio (Zinser ez af., 2003).
1.1.2.1.  Mouvilidad y guimiotaxis

La movilidad sirve a los microorganismos para la busqueda de nutrientes evitando

los compuestos citotéxicos y ademas para encontrar las superficies adecuadas para la
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agregacion celular. Esto le permite responder directamente a los cambios ambientales y
temporales de diferentes estimulos. La quimiotaxis, definida como el movimiento
bacteriano bajo la influencia de un gradiente quimico de concentracion, ya sea a favor
(positiva) o en contra (negativa), ayuda a las bacterias a encontrar las condiciones
favorables para el crecimiento y sobrevivencia celular (Stock y Surette, 1996).

Muchos de los estudios sobre la quimiotaxis bacterfana se han concentrado en las
sustancias hidrofilicas, generalmente nutrientes celulares (Stock y Surette, 1996). Sin
embargo, en Ia dltima década se ha encontrado que muchos compuestos contaminantes
son atrayentes para las bacterias que son capaces de catabolizarlos. Estas habilidades
quimiotdcticas han sido caracterizadas y en muchas ocasiones se han sido aislado los
genes involucrados (Pandey y Jain, 2002; Parales y Harwood, 2002). Es evidente que la
quimiotaxis es una ventaja selectiva que permite a las bacterias censar y localizar los
contaminantes a degradar.

Recientemente se demostré que el bifenilo es un compuesto atrayente para las
bacterias degradadoras de bifenilos Psendomonas putida P106 y Rbodococcus erythropolis
NY05 (Wu et al, 2003). En resultados de nuestro laboratorio no solo corroboramos
este fendmeno en Pseudomonas sp. B4 con el bifenilo, sino también mediante ensayos de
capilares y movilidad en placas de cultivo también demostramos que derivados
clorados, incluido los PCBs, son atrayentes (Gozdillo ef 4/, resultados no publicados).

Por su parte, los clorobenzoatos son intermediarios que se forman durante la

degradacién de los PCBs y otros compuestos organoclorados y se acamulan en algunas
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bacterias degradadoras de PCBs (Abramowicz, 1990, Abraham ¢z 4/, 2002). Para una
bacteria incapaz de degradar estos compuestos como la Pseudomonas putida PRS2000, el
3- y el 4- clorobenzoato son atrayentes solo cuando la bacteria crece previamente en
benzoato o 4-hidroxibenzoato (Harwood, 1989; Harwood e 4l, 1990). Los genes
relacionados con la quimiotaxis “fortuita” e inducible a compuestos que no constituyen
fuentes de carbono o energfa para la bacteria se encuentran usualmente en plasmidios
catabélicos autotransmisibles (Harwood y Ornston, 1984). Esto representa una ventaja
adaptativa, pues mediante la quimiotaxis y la transferencia de material genético se puede
facilitar la transferencia de estos plasmidios catabdlicos a bacterias que no posean la
capacidad de degradar clorobenzoatos (Harwood y Ornston, 1984).

Finalmente, se ha demostrado que la quimiotaxis puede influir positivamente en el
proceso de bioremediacién de compuestos orginicos contaminantes. En el caso del
naftaleno la quimiotaxis positiva de Psendomonas putida GT aument6 la degradacion de
este compuesto tanto desde capilares en fase acuosa como desde liquidos de fase no
acuosa (del inglés NAPL) (Marx y Aitken, 2000; Law y Aitken, 2003). Los NAPLs
constituyen material orginico extraido desde sitios contaminados y constituyen un reto
para la bioremediacién de sitios contaminados. También la quimiotaxis de P. puiida G7

incrementa la tasa de degradacién de naftaleno comparativamente con mutantes

deficientes en Ia movilidad y la quimiotaxis (Law y Aitken, 2003).
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1.1.2.2.  Biopeliculas y comunidades bacterianas

Las comunidades bacterianas son la forma mas comin en que existen los
microorganismos en sus ambientes y presentan un alto grado estructural (O'Toole e 4/,
2000). Estas estructuras multicelulares constraidas por los microorganismos y asociadas
a una superficie se denominan biopeliculas. La estructura exacta y la fisiologia de cada
biopelicula dependen de la naturaleza del medio ambiente y de los microorganismos
residentes (Stanley y Lazazzera, 2004; Branda ef 4/, 2005). Los minerales de arcilla son
esenciales en la formacién de biopeliculas como un intermediario para la transferencia
de nutrientes desde los PCBs a una forma mis conveniente para la bacteria, y se sugiere
que pueda realizar una funcién similar en los suelos contaminados. Recientemente, se
observé la formacién de now de comunidades microbianas conformadas por bacterias
degradadoras de PCBs y minerales de arcilla (Liinsdorf ez 2/, 2000a; 2000b).

La importancia de las relaciones comensales en la estructura especial se demostrd en
biopeliculas compuestas por microorganismos con el potencial de interaccionar para la
eficiente degradacién de los PCBs (Nielsen ef 4/, 2000}, La cepa altamente movil
Psendomonas sp. B13(FR1) puede metabolizar clorobenzoatos, los que son acumulados
por B. xemowrans 1B400 cuando degrada clorobifenilos. Interesantemente, el
acercamiento espacial de Psewdononas sp. B13(FR1) 2 B. xenovorans LB400 en el consorcio

solo ocurre cuando se crece en clorobifenilo como tinica fuente de carbono. Otro

aspecto importante en esta relacién espacial es la movilidad y la quimiotaxis, pues
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mutantes inméviles de Pseudomonas sp. B13(FR1) no tuvieron ese acercamiento espacial
en la biopelicula (Nielsen et 4/, 2000).

La baja biodisponibilidad de los PCBs es debida a sus caracteristicas de alta
hidrofobicidad y muy baja solubilidad en agua. Uno de los mecanismos que los
microorganismos utilizan para enfrentar esta barrera es la produccién de
biosurfactantes que aumentan el 4rea de superficie entre el sustrato hidrofébico y la
bacteria. Por una parte aumentan la biodisponibilidad al incrementar la solubilidad del
sustrato y a su vez coordinan la adhesién y separacién del microorganismo de la
superficie sélida (Sim et 4/, 1997; Ron y Rosenberg, 2001). En el caso de la
biodegradacién de los PCBs, los resultados en el uso de diferentes biosurfactantes
como lipopéptidos (Golyshin e a. 1999), ésteres de maltotriosa (Ferrer ef al, 2003) y
surfactantes producidos quimicamente (Singer e 4/, 2000) han sido variables ya que
produce en ocasiones un incremento en el grado de degradacién y en otras una
disminucién. Sin dudas, teniendo en cuenta que el uso de algunos surfactantes produce
cambios en la composicién de la comunidad bacteriana y particularmente en la
poblacién degradadora (Colores ef @/, 2000) y también produce una disminucion de la
adhesién bacteriana a las superficies (Stelmack ef a/, 1999), el efecto neto de su uso en
la degradacién de los PCBs dependerd de un balance adecuado entre los beneficios al
incrementar la solubilidad de los PCBs y las desventajas en cuanto a la disminucién de

la adhesién bacteriana a estos compuestos (Billingsley e 4/, 1999). Interesantemente,

con el uso simultineo de bacterias genéticamente modificadas con la capacidad de
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degradar, tanto los PCBs, como los surfactantes quimicos, se lograron un incremento
simultdineo de la poblacién degradadora de PCBs y de la biodisponibilidad del
contaminante (Lajoie ef al, 1992; 1997).

El nivel de biodegradacién individual de cada congénere en la mezcla de los PCBs
depende significativamente de su concentracién inicial y de la composicién y
complejidad de la mezcla de PCBs (Bedard y Quensen, 1995). Los estudios sobre los
productos de la biodegradacion aerébica de los PCBs en numerosas bacterias (Massé ez
al. 1989; Bedard y Haberl 1990; Maltseva ez al, 1999; Drenzek e al, 2004) permiti6
establecer las bases para el disefio de comunidades bacterianas efectivas en bioreactores
degradadores de PCBs (Kastanek ef af., 2004; Fava et a/, 1996; 2000).

La importancia del estudio de las biopeliculas de comunidades degradadoras de PCBs
se puede ilustrar con el disefio de un reactor anaerébico/aerébico de una sola etapa
capaz de degradar la mezcla comercial Aroclor 1242. El contacto cercano de los
microorganismos anaerdbicos con los aerdbicos en la biopelicula granular facilita el
intercambio de metabolitos, lo que incrementa la estabilidad y el funcionamiento de la
comunidad para la eliminacién secuencial del Aroclor 1242 (Tartakovsky ef @/, 2001).
Los diversos cambios que ocurren en la comunidad degradadora de PCBs en respuesta
a diferentes condiciones ambientales se puede monitorear ## sit# por técnicas
moleculares basadas en el anilisis de las secuencias de RINAr 16s (Ej. ARDRA, DGGE,

'TRFLP, del inglés amplified ribosomal DNA restriction analysis; denaturing gradient

gel electrophoresis y terminal restriction fragment length polymorphism
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,respectivamente) (Nogales ef 2/, 2001, Watts ef 4/, 2001). Sin embargo, el modo exacto
en que los PCBs son degradados por las comunidades microbtanas bajo condiciones

ambientales requiere de otras investigaciones.

1.2. Toxicidad de los PCBs y respuesta al estrés

Los PCBs presentan desde un aspecto aceitoso hasta de resinas duras y cristales
blancos, dependiendo del grado de cloracién de la molécula. Sus propiedades
fisicoquimicas dependen del grado de cloracién del anillo y estas caracteristicas los
hacen muy termoestables, dificilmente biodegradables y altamente téxicos. Entre los
209 congéneres de PCBs sintetizados por el hombre existen algunos con muy alta
toxicidad (Kimbrough, 1995).

Muchos estudios han discutido detalladamente la influencia de los PCBs en diversas
enfermedades humanas tales como el cincer, efectos neurotdxicos, tiroides anormales y
disfuncién inmune y bajo peso en los nifios al nacimiento (Kimbrough y Krouskas,
2003). ‘También constituye un serio problema medioambiental la toxicidad de algunos
congéneres de los PCB tanto en ambientes terrestres como acuaticos (Seegal, 1996). La
exposicién a PCBs y otros compuestos aromdticos halogenados, particularmente
durante la exposicion en la gestacién y la lactancia, inducen disfunciones del
comportamiento tantc en animales de laboratorio como en residentes de los sitios
contaminados. Aunque muchos trabajos genéticos, enzimoldgicos y bioquimicos han

permitido dilucidar los mecanismos involucrados en la degradacién de los PCBs y crear

las bases para la bioremediacién de estos contaminantes, mucho menos se conoce de
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los cambios fisiolégicos y los mecanismos celulares que tienen lugar en estas bacterias
en respuesta a la presencia de estos compuestos organoclorados.

En algunas bacterias las proteinas de esttés relacionadas con un estimulo se pueden
inducir durante la exposicién a otros. Por ejernplo; las proteinas relacionadas con el
estrés térmico también se inducen cuando las células se exponen a perdxido de
hidrégeno (VanBogelen ef al, 1987; Dukan y Touati, 1996), luz UV (VanBogelen ef 4i,
1987), o agentes quimicos incluyendo compuestos aromdticos (Ramos ef al, 1995;
Vercellone-Smith y Herson, 1997). También, las células de E. @/ en un ambiente con
deficiencias nutricionales se desarrolla un estado de resistencia a varias condiciones de
estrés, tales como el oxidativo, el osmético y de temperatura (Matin, 1991).

Bl metabolismo aerobio produce subproductos reactivos tales como el peréxido y el
superéxido de hidrégeno que estin implicados en la generacién de radicales libres
citotéxicos que generan un estrés oxidativo en la célula (Imlay ez 4/, 1988; Imlay y Linn,
1988). Algunos compuestos organoclorados, incluidos los PCBs, generan una condicién
de estrés oxidativo en varios sisternas bioldgicos (Voie y Fonnum, 2000; Coteur ¢f 4/,
2001; Mariussen ¢f @/, 2002; Ruiz-Leal y Geozge, 2004).

Por otra parte, no solamente el bifenilo y sus cloroderivados, sino también sus
intermedios metabdlicos tales como los dihidrodioles, dihidroxibifenilos y catecoles son
altamente toxicos para las bacterias. Producto de la acumulacidén de estos intermedios
metabélicos de la degradacién de los PCBs en células recombinantes de E. o que

expresan subconjuntos de los genes del locus 4pb de B. xenoworans 1.B400, la viabilidad
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de las células fue incluso menor que en presencia de los clorobifenilos mismos (Cimara
et al, 2004). La viabilidad de las células de B. xemororans LB400 y E. coli expuestas
directamente a 2,3-dihidroxibifenilo también disminuyé considerablemente. También
los hidroxibifenilos inhiben la separacién celular mientras continiia la replicacién del
DNA lo que incrementa el contenido de células con el doble de cromosomas (Hiroaka
y Kimbara, 2002; Hiraoka ef al,, 2002). Al igual que los dihidroxibifenilos, los catecoles
en presencia de oxigeno molecular y combinado con metales pesados (Ej. Cu?*, Fe?*)
pueden también causar dafio oxidativo en el DNA (Schweigert ef 4/, 2001). Desde
microorganismos a mamiferos, las reacciones quimicas y los amplios modos de accién
de estds intermediarios pueden ser los responsables de su toxicidad.

Por lo tanto es muy impostante para la sobrevivencia de las bacterias degradadoras
de PCBs no solo transformar sino mineralizar estos compuestos durante los procesos

de biodegradacién y bioremediacion.

1.3. Polifosfatos inorganicos

La principal fuente de energia en las bacterias como en la mayoria de los organismos
vivos es el ATP, pero existen otras moléculas capaces de sustituir sus funciones como
el polifosfato (poliP). Este es un polimero lineal formado por decenas y centenas de
residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidrido ricos en energia (Figura 2;

Kormberg, 1995, 1999; Kornberg ef af, 19992 y b).
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Siendo el fosfato (Pi) un nutriente esencial, muchos organismos incluyendo
bacterias, hongos, plantas y animales almacenan Pi y energia en la forma de poliP

(Kornberg, 1995).
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AMP, ADP, glucosa, H,0

Figura 2, Los polifosfatos inorgdnicos. n representa el nimero de los residuos de fosfato.

Aparte de sus funciones obvias de reserva energética y de P4, la regulacidn y funcitn
de los poliP en los setes vivos permanecié desconocida por muchos afios debido 2 la
falta de métodos analiticos especificos. Las primeras descripciones de poliP dan cuenta
de la presencia de grinulos metacromiticos en los microorganismos. Estas particulas
tefiidas de rosa con colorantes bisicos fueron llamadas “volutina” (Meyer, 1904) y se
los confundia con 4cidos nucleicos. Luego, con el advenimiento de l2 microscopia
electrénica los poliP se observaron como grinulos densos a los electrones que
desaparecian ripidamente bajo el haz de electrones, diferenciindose asi de la cromatina
(Wiame, 1947). Actualmente los poliP se han encontrado en todos los seres vivos en los

que se ha buscado: bacterias, hongos, protistas, plantas y animales (Kumble y
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Kornberg, 1996; Wood y Clarck, 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983;
Rudnick ez af, 1990).

FEn bacterias, los poliP son principalmente citoplasmaticos, aunque se han
encontrado asociados a otras estructuras celulares y se les puede observar como
granulos densos a los electrones o en forma soluble (Kulaev y Kulakovskaya, 2000).
‘También existen pequefias cantidades de poliP en las membranas plasmaticas en
complejo con poli-B-hidroxibutirato (PHB) y calcio (Reusch y Sadoff, 1988; Castuma et
al, 1995). En eucarontes, los poliP se encuentran en distintos compartimentos
celulares como vacuolas, pared celular y niicleo (Kulaev y Kulakovskaya, 1999; 2000).

Dentro de las funciones que se e han asignado en los microorganismos se
encuentran las siguientes: 1) fuente de energfa en la sintesis de ATP; 2) sustituto del
ATP en la fosforilacién de la glucosa y de algunas proteinas; 3) reserva de Pi; 4) ventaja
osmoética sobre el Pi, debido a que como polimero ofrece baja solubilidad en agua; 5)
quelante de cationes divalentes; 6) amortiguador intracelular de iones alcalinos en
algunos microorganismos; 7) elemento estructural junto con el poli-B-hidroxibutirato y
el Ca?* en la membrana de células competentes para la transformacién bacteriana; 8)
regulador del desarrollo celular debido a que se ha encontrado que el poliP y las
actividades enzimiticas involucradas en su metabolismo se modifican durante los
cambios en el desarrollo de algunos microorganismos en respuesta a la deficiencia de
uno o varios nutrientes; 9) componente de la cipsula bacteriana que podria contribuir

en la patogénesis de la infeccién (Kornberg, 1995, 1999; Kornberg ¢f 4/, 1999).
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1.3.1. Metabolismo de los poliP en las bacterias

El nivel de los poliP presenta notables variaciones dependiendo de la condicién
fisiolégica y/o ambiental en que se encuentren las bacterias (Kornberg ef af, 1999).
Esto sugiere la existencia de enzimas responsables de su sintesis y degradacién y de
cuya actividad dependen las fluctuaciones observadas en las diferentes condiciones.

Los niveles celulares de los poliP en bacterias son regulados por dos tipos de
enzimas, quinasas y fosfatasas. La Unica via establecida hasta el momento para la
biosintesis de poliP en las bacterias es la polimerizacién del fosfato terminal del ATP

mediante la enzima polifosfato quinasa (PPK1) seglin la reaccién reversible:

nATP — poliPn+nADP (Ecuactén 1)

La PPK1 de E. wi ha sido purificada y su gen clonado y secuenciado (Ahn y
Kornberg, 1990; Akiyama et 2/, 1992). La enzima es un homotetrimero con
subunidades de 80 kDa, asociada a membranas. El gen estructural de la PPK1, que esti
presente en varios genomas bacterianos, presenta un alto grado de similitud entre
distintas especies (Tzeng y Kornberg, 1998).

En E. wf, el gen ppkl es parte de un operdén en el cual se encuentra rio abajo un
segundo gen cuyo producto es una exopolifosfatasa (PPX) que hidroliza los residuos

terminales de poliP liberando Pi (Akiyama ef 4/, 1993) segiin la siguiente reaccién:
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poliPn —— poliP(n-1) + P1 (Ecuacién 2)

Ademis de la PPK1 y la PPX, otras enzimas podrian contribuir a la sintesis y
degradacién del poliP en bacterias. Por ejemplo, se ha detectado actividad 1,3
difosfoglicerato-poliP fosfotransferasa (Kulaev ef @/, 1999) y se ha caracterizado una
enzima, la polifosfato glucoquinasa que es capaz de utilizar el poliP como sustituto de
ATP en reacciones de fosforilacién de glucosa en algunas bacterias (Hsieh ez ak, 1993).
Incluso recientemente se identificé una glucoquinasa estrictamente dependiente de
poliP (Tanaka ez a/, 2003).

Recientemente en P. aeruginosa se descubrié una nueva actividad PPK (PPK2)
residente en una polinucleétido quinasa (NDK) que difiere de la PPK1 en dos aspectos
fundamentales (Zhang et a/,, 2002). Primero la PPK2 utiliza los poliP para generar GTP
a una tasa 75-veces mayor que la sintesis de poliP a partir de GTP. Para la PPK1 es
justo lo contrario, la sintesis de poliP esti 4-veces favorecida sobre la utilizacién de
poliP. El otro aspecto es la selectividad por los nucleétidos de guanosina y adenosina: la
PPK2 utiliza GTP y ATP indistintamente en la sintesis de poliP, mientras que la PPK1
usa estrictamente ATP. Sin embargo en el uso de los poliP para la actividad NDK, la
PPK2 prefiere GDP sobre ADP, y la PPK1 prefiere 30-veces el ADP sobre el GDP.
Asf, la PPK2 pareciera estar disefiada para la sintesis de GTP a partir de poliP y en
contraste, la PPK1 favorece la sintesis de poliP exclusivamente a partir de ATP.

Curiosamente, la PPK2 de P. aeruginosa se induce 100-veces cuando el cultivo alcanza la
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fase estacionaria, un momento en que la sintesis de GTP es necesaria para la sintesis de
alginato, el exopolisacirido (EPS) que envuelve la bacteria (Zhang ez 4/, 2002; Ishige e

al,, 2002).
1.3.2. Los poliP y las condiciones de estrés y carencia

La dinimica de acumulacién y utilizacién de los poliP sugiere que las principales
funciones de esta molécula deben ser actuar como fuente de energia y reserva de Pi. Sin
embargo, la asociacién de la acumulacién de poliP con la limitacién de algunos
nuttientes e incluso con condiciones de estrés, sugiere que probablemente el poliP sea
un enlace entre estas situaciones y los sistemas globales de respuesta (Kornberg ef 4/,
1999).

Los poliP juegan una funcién esencial en la homeostasis de Pi en la célula. El Pi se
mantiene dentro de las células en un rango cerca de los 5 mM y sin embargo gracias al
poliP, la célula puede enfrentar cambios en el medio de 5 6rdenes de magnitud: 0.01-
1000 mM. También por su condicién de polianién, puede unir una amplia variedad de
cationes, especificamente Mg?*, Mn2*, Ca?*, Zn?*, y Fe**, e influenciar en sus funciones
biolégicas y también puede secuestrar metales toxicos, tales como Cd** y Hg?', y
ayudar en su remocién (Keasling, 1997; Renninger ef al, 2004; Alvarez y Jerez, 2004,
Remonsellez ez al, 2005).

Existen otras funciones del poliP, como por ejemplo participar en la regulacién de
la expresién de clertos genes tales como 7paS, un factor sigma de fase estacionaria

(Shiba e al, 1997) y de los genes SOS, sistema global de respuesta ante distintos tipos
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de estrés (Tsutsumi e/ @/, 2000). Recientemente y relacionado con la respuesta
restringida (“stringent response”) se demostré que la proteasa Lon de E. /i forma un
complejo con el poliP. Este complejo es responsable de la degradacién especifica de
algunas proteinas ribosomales en respuesta a la carencta de aminodcidos que ocurre
durante la fase estacionaria de crecimiento (Kuroda ¢ @/, 2001). Este fenémeno sugiere
que el poliP es importante en los ajustes celulares ante las condiciones de carencia y
estrés que se genera en esa fase de crecimiento celular (Kuroda, 2006; Rao y Kornberg,
1999).

Otro ejemplo de la relacién de los poliP con el estrés se demuestra en células
mutantes con interrupciones en el gen ppk! de E. wik, que no solo son incapaces de
sobrevivir durante la fase estacionaria de crecimiento sino también son mucho menos
resistentes al calor, presencia de oxidantes, cambios osméticos, antibibticos y luz UV
(Crooke e al, 1994; Rao y Kornberg, 1996; Rao ef 4f, 1998; Tsutsumi ef 4f, 2000).
Recientemente se demostré que en la bacteria Burkbolderia cepacia AM19 crecida en
condiciones externas de bajo pH también aumenta la acumulacién de este polimero,
posiblemente como una respuesta global de los microorganismos ante condiciones
externas estresantes de bajo pH (Mullan ef 4/, 2002).

La acumulacién de poliP en respuesta a la carencia de nutrientes también ha sido
reportada en el género Pseudomonas y estudios recientes demuestran que la PPK1 es
esencial en P. aeruginosa no solo para los diferentes tipos de movilidad (Rashid y

Kornberg, 2000; Rashid ez 4/, 2000b) sino también para procesos celulares importantes
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como la formacién de biopeliculas, los mecanismos de “guorum sensing” y la produccién
de factores de virulencia (Rashid ef 4, 20002).

Existe un trabajo en la literatura que relaciona los poliP y la presencia de
contaminantes organicos, en el que se demostré que cuando la esponja de agua dulce
Ephydatia muelleri se expone ante la presencia de contaminantes organicos, se acumula
una gran cantidad de poliP (Imsiecke ez 4/, 1996).

Teniendo en cuenta la toxicidad de estos compuestos para las bacterias que los
degradan y la relacién de los poliP con los ajustes celulares a las condiciones de carencia
y estrés nos trazamos la siguiente hipétesis.

Hipétesis: Durante el crecimiento de Psewdomonas sp. B4 en bifenilo y sus derivados
clorados se genera una condicién de estrés que el microorganismo enfrenta mediante
cambios en el metabolismo de los poliP.

Es de gran interés para esta Tesis doctoral estudiar la influencia de los poliP en
procesos importantes para la bioremediacidn de los PCB como la movilidad,
quimiotaxis y formacién de biopeliculas en Psendomonas sp. B4.

Para validar esta hipétesis nos propusimos como Objetivo General: Estudiar los
cambios en los poliP en Psewdomonas sp. B4 durante la degradacién de estos compuestos
y determinar su influencia en los procesos celulares importantes para la bioremediacién
de estos compuestos.

Durante el desarrollo de esta Tesis se determiné la presencia de grinulos de poliP

en Psendomonas sp. B4 cuando crece en diferentes fuentes de carbono y en diferentes
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etapas del crecimiento asi como sus variaciones ante distintos traspasos de medios.
Estos cambios sugieren un ajuste del metabolismo de poliP ante condiciones
estresantes para la célula, lo que fue comprobado por el aumento tanto de una proteina
de estrés general (GroEL) como de especies reactivas de oxigeno (ROS). La funcién de
los poliP en Psendomonas sp. B4 se exploré mis detalladamente al obtener células
recombinantes incapaces de acumular este biopolimero por la sobreexpresién de la
PPX1 de levadura. Estos recombinantes resultaron deficientes en numerosas
capacidades como la movilidad, la capacidad de formar biopeliculas e incluso el
crecimiento en bifenilo. Un andlisis global preliminar de los cambios en el proteoma de
estas bacterias nos permitié encontrar algunas pistas tanto de las funciones energéticas

como regulatorias de los poliP en Pseudomonas sp. B4
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2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

AccuStandard (New Haven, EUA): clorobifenilos.

Amersham Bioscience (Buckinghamshire, UK): [y-33P}] ATP.

KODAK (Japén): pantalla de exposicion de radioisétopos (K-Screen).
Novagen (Madison, EUA): resina de afinidad con niquel (His-Bind).

Pierce (Illinois, EUA): cassettes de didlisis, sistema comercial para la
cuantificacion de protefnas (Coomassie Plus Protein Assay Reagent).

Roche (Indianapolis, EUA): sistema comercial para la cuantificacién de ATP
(ATP Bioluminicence Assay).

Qbiogne, Sistemas BIO101 (Mosrgan Irvine, CA, EUA): resina para
purificacién de DNA Glassmilk®.

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): bifenilo, creatina fosfato, creatina
fosfoquinasa, DNasa, isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), isocianato
de guanidina (GITC), placas de polietilenimida-celulosa, estindares de
polifosfatos (P15 y P75), RINasa pancreitica.

Difco: agarosa, triptona, agar granulado, peptona.

Otros reactivos utilizados se especifican en el método donde fueron utilizados.
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2.1.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo
2.1.2.1.  Cepas degradadoras de PCBs

Las bacterias degradadoras de PCBs utilizadas en este trabajo se muestran en la
Tabla 1. La cepa altamente movil Psewdomonas sp. B4 fue aislada del Rio Elba en
Alemania y gentilmente suministrada por el Prof. Kenneth Timmis (Bartels e/ a/, 1999).
Como cepa control en algunas ocasiones utilizamos la cepa modelo para la degradacion
de los PCBs B. xenoworans 1.B400 (Gortis ef al., 2004), aislada del Rio Hudson, New York
(Bedard er al, 1986; Bopp, 1986) y su genoma de 9,7 Mb fue completamente
secuenciado recientemente en un esfuerzo del Departamento de Energia (EUA)

finished microbes/burfu/burfu.home.html; Denef e al,

Tabla 1 Cepas degradadoras de PCBs y sus derivadas.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
Burkholderia xenovorans LB400 Cepa degradadora de PCBs Bopp, 1986
(Rio Hudson, EUA)
Pseudomonas sp. B4 Cepa degradadora de PCBs  Bartels ¢/ a/, 1999
(Rio Elba, Alemania)
Pseudomonas sp. B4+pMLST Transformada con el Este trabajo
(FCH5) plasmidio pMLS7
Pseudomonas sp. BA+pMLBAD Transformada con el Este trabajo
(FCHOo) plasmidio pMLBAD
Pseudomonas sp. B4+pSTPPX1 Transformada con el Este trabajo
(FCH3) plasmidio pS7PPX1
Pseudomonas sp. B4+pBADPPX1 Transformada con el Este trabajo

(FCHA4) plasmidio pBADPPX1
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Las cepas de Pseudomonas sp. B4 y sus derivadas se crecieron a 37°C, a diferencia de

B. xenovorans 1.B400 que se creci6 a 30°C con agitacion a 100 rpm.
2.1.2.2.  Cepas de Escherichia coli

Las diferentes cepas de E. w/i utilizadas en las este trabajo se muestran en la Tabla 2
y sus caracteristicas son detalladas en las secciones de los métodos en que fueron

utilizadas.

Tabla 2. Cepas de E. coli y sus derivadas.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK- Sambrook y
mk+), eld—(merA-), supE44, rel A1, Russell (2001)
A(lacproAB) /F' [traD 36, proAB+, lac 1q,
lacZAM13)
DHb5a F-, 080dlacZAM15, A(lacZY A- Sambrook y
argFYU169, deoR, recAT, end A1, Russell (2001)

hsdR17(tK—, mK+), phoA, supE44, h—,
thi-1, gyrA96, relA1
BL21(DE3) E=ompT hsdSB (tB-mB-) gal demr (DE3). Novagen
Es un huésped de expresion general.
BL21(DE3)pLysS E=ompT hsdSB (tB-mB-) gal dem (DE3) Studier, 1991
pLysS (CmR).
NR100 Derivada de M15 (pREP) con el Kumble ez al., 1996
plasmidio pQE30PPK

FCH1 Derivada de BL21 (DE3)pLys con el Este estudio
plasmidio pTOPOYPPX1

FCH2 Derivada de BL21 (DE3)pLys con el Este estudio
plasmidio pTYPPX1

Todas las cepas de E. e/ utilizadas se crecieron a 37°C con agitacién a 100 rpm.
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2.1.2.3.  Otros microorganismos

La levadura Saccharomyces cesevisiae W303 (feu2-3, 112 #p1-1 ura3-1 can1-100 ade2-1
#is3-11) se utilizé como fuente de DNA para la obtencién mediante PCR del gen PPX7
que codifica para la principal exopolifosfatasa del citoplasma de la levadura (Wurst y

Kornberg, 1994; Wurst ¢f af, 1995).
2.1.24.  Medios de cultivo

Todas las cepas bacterianas se crecieron rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB;
triptona 10 g/1, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/1) (Sambrook y Russell, 2001).
Los medios se suplementaron con antibidticos segin las condiciones y cepas de cultivo
a las siguientes concentraciones finales: ampicilina (50 mg/]l, LBA) y trimetoprin (50
mg/l para E. ek y 100 mg/l para Pseudomonas sp. B4, LBT). También cuando se
requirté, las bacterias se crecieron en medio minimo M9 (N2 ITPO4 50 mM, KHPO4
22 mM, NaCl 85 mM y NH4Cl 7,5 mM). Para el crecimiento apropiado de Psexdomonas,
1 1 de medio M9 se suplementé con 2,5 ml de una solucién de elementos trazas
mezclando un volumen de una solucién que contenfa MgSO4 250 mM y FeSOs x 7
H20 9mM con un volumen de otra solucién que contenia FeSO4 x 7 20 2 g/l
ZnSO04 x 7 Hz0 1,44 g/1, MnSO4 x 4 H20 1,12 g/1, CuSO4 x 5 H20 0,25 g/1, CoSO4 x
7 H20 0,28 g/1, HsBO; x 7 H20 0,06 g/, 51,3 ml/1 de HCI 37% y 2 ml/]1 de CHCls.
Para la preparacién de placas de agar se adicioné a estos medios agar a una
conectraciénfinal de 1,5% (p/v). Para seguir el crecimiento celular se determind la

DO y en algunos experimentos se determiné el ndmero de células mediante el conteo




Materiales y Métodos 33

de las unidades formadoras de colonias (UFC). Para la preparacién de las placas de
medio LB solido se adicion6 agar granulado a una concentracién final de 1,5 %. En

algunos casos el medio LB se suplement6 con los antibibticos requeridos y en otros

casos con isopropil-tio-B-D-galactésido (IPTG) 1 mM y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-

D-galactésido (X-Gal) 80 pg/ml.
2.1.2.5.  Plasmidios

Tabla 3. Plasmidios empleados en E. coli y Psendomonas sp. B4.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
pGEM®-T-easy Vector para clonacion de Promega
fragmentos de PCR
pCR®T7/CT-TOPO® Vector de expresion para la Invitrogen
clonacion de fragmentos de PCR
pMLBAD Vector con expresion regulada Lafebre y
Valvano, 2002
pMLS7 Vector de expresion constitutiva Lafebre y
Valvano, 2002
pTOPOYPPX1 Derivado del pCR®T7/NT- Este trabajo

TOPO® con insercion del gen
PPX1 de S. cerevisiae

pTYPPX1 Derivado del pGEM®-T-easy
con insercion del gen PPX1 de S.
cerevisiae
pS7PPX1 Derivado del pMLS7 con

insercion del gen PPX1 de .
cerevisige

pBADPPX1 Derivado del pMLBAD con
insercion del gen PPX1 de J.
cerevisiae

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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PGEM®-T-easy: Plasmidio lineal con timidina en los extremos 3’ (Robles y Doers,
1994). Posee un tamafio de 3.015 pb y un alto nimero de copias (300-700). Contiene
los promotores de la RNA Polimerasa 'T7 y SP6 flanqueando un sitio de clonamiento
multiple que se encuentra dentro de la regién codificante de la enzima B-galactosidasa,
lo que permite la seleccién por el color de las colonias recombinantes. Contiene el gen
de la § -lactamasa que provee resistencia al antibidtico ampicilina.

PTYPPXT: Derivado del pPGEM®-T-easy con la insercién del gen PPX7r (4.244 pb).

PCR®T7/CT-TOPO®: Este vector de 2.702 pb permite el clonamiento directo de
productos de PCR, sin necesidad de utilizar DNA ligasas. Igual que el pGEM®-T-easy
tiene timidina en los extremos 3’ Ademds lleva unida covalentemente a estas timidinas
moléculas de Topoisomerasa I de virus Vaccinia las cuales permiten la ligacién del
fragmento de PCR. Este vector adiciona al marco de lectura clonado una cola de 6
histidinas y un epitope (Xpress) en el extremo carboxilo, ademis de un sitio de
reconocimiento para la enteroquinasa. Contiene el gen de la B -lactamasa que provee
resistencia al antibi6tico ampicilina.

PTOPOYPPXT: Derivado del pCR®T7/CT-TOPO® con la insercién del gen PPX7r
(3.931 pb).

PMILS7: Es un plasmidio de expresién constitutiva de amplio espectro derivado del
pBBR1 aislado originalmente del Bordetella bronchisgptica. Tiene un tamafio de 6.124 pb y
se mantiene entre 20 y 30 copias en la célula. El vector codifica una proteina esencial

para la replicacién (rep) y otra para la movilizacién (mob) plasmidial. Tiene la regién
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promotora de la proteina ribosomal S7 y la potente sefial terminadora del operén
ribosomal (#74B) de Burkbolderia sp. LB400. Contiene el gen de la dihidrofolato reductasa
(df7) que provee resistencia al antibidtico trimetropin.

#S7PPX1: Derivado del pMLS7 con la insercién del gen PPX7r entre los sitios
EcoR1y BamHI (7.322 pb).

PMIBAD: Es un plasmidio de expresién regulada de amplio espectro con las
caracteristicas de movilizacién, replicacién, terminacion y resistencia del plasmidio
pMLS7. Tiene un tamafio de 6.775 pb y contiene el promotor de E. co/ inducible por
arabinosa pBAD y el activador transcripcional AraC.

pBADPPX1: Derivado del pMLBAD con la insercién en la direccion correcta del

gen PPX1r en el sitio BRI (8.022 pb).
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2.2. Métodos

2.2.1. Métodos de biologia molecular
221.1.  Extraccidn de DINA cromosimico

Para la extraccién del DNA cromosémico de la levadura S. ceresisiae W303 se utiliz6
el protocolo del kit “Wizard genomic DNA purification” (Promega®) con las
modificaciones particulares para este microorganismo. El mismo se¢ basa en una lisis
celular seguido de la digestién enzimatica del RNA, precipitacién del DNA genémico
con isopropanol y posterior solubilizacién en agua bidestilada esténl. El DNA
cromosomal se conservé a 4 °C y fue diluido para posteriores reacciones de
amplificacién por PCR.

2.2.1.2.  Extraccion de DNA plasmidial

Se utiliz6 el protocolo del kit “Wizard Plus Minipreps DNA Purification System”

(Promega®) y se siguid el protocolo recomendado por el proveedor. Este sistema se

basa en una lisis celular alcalina, seguida de neutralizacién y centrifugacion. Se utilizaron

cultivos de E. o/ crecidos en 5 ml de medio LBA o LBT.
2.2.1.3.  Electroforesis de DINLA en geles de agarvsa

Para visualizar el DNA plasmidial o cromosomal, ya sea integro o digerido con
enzimas de restriccidn, se utilizaron geles de agarosa. Los geles se prepararon en

amortiguador TAE 0,5 X (Tris-acetato 20 mM pH 8,0, EDTA 0,5 mM), con una
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concentracién de agarosa 1 % ultrapura (Gibco BRL®). Las muestras de DNA se
mezclaron con solucién de carga (azul de bromofenol 0,25 %, sacarosa 40 %). Como
marcadores de estdndares de peso molecular se utilizé 1 kb DNA Ladder (Gibco
BRL®) y 1 kb Ladder (Promega®). La tincién se realizé durante 10 min en una solucién
de TAE 0,5 X con bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 pg/ml. Las bandas se

visualizaron por la fluorescencia emitida por el DNA al irradiarlo con luz UV.
2.2.1.4.  Purificacin de los fragmentos de DN.A a partir de geles de agaresa

Se utilizé el protocolo del kit “Wizard PCR Preps DNA Purification System”
(Promega®) sin modificaciones hasta el paso final. El método se basa en la escisién de
la banda desde €l gel de agarosa y su solubilizacién en presencia de una resina que une
al DNA. La resina se aplica en una mini columna, Juego se lava dos veces con

isopropanol y el DNA se eluye con 50 pl de H2O precalentada a 65 °C.
2.2.1.5.  Cuanttficacion del DNA

Luego de visualizados los DNA mediante geles de agarosa, la cuantificacién del
DNA gendémico se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm (Azs¢) de una dilucién
1:50 de la solucién de DNA (Sambrook y Russell, 2001). Una unidad de Az
corresponde a2 50 pg/ml de DNA en la solucién. Ta pureza se comprobé mediante la

relacién Azeo/ Azso.
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2.2.1.6.  Digestiones de DINA con engimas de restriccidn

Las digestiones del DNA plasmidial se realizaron de acuerdo 2 lo indicado por el
proveedor de las enzimas de restriccién de New England Biolabs® (NEB). Segiin cada
caso, los plasmidios se digirieron a una concentracién de 50-100 ng/ul durante 1 h a 37

°C con las unidades enzimaticas requeridas segiin sus caracteristicas particulares.
2.2.1.7.  Partidores y reacciones de PCR

Amplificacion del gen PPX1 de S. cerevisiae fusionade a una cola de 6 bistidinas. El gen PPX1
que codifica para la exopolifosfatasa se obtuvo por PCR a partir del DNA gen6mico de
S. cerevisiae W303 con la pareja de partidores SPPX1EwRI y 3PPX1H6Baml. El
partidor del extremo 5’ presenta el sitio de restriccién EwRI y el partidor del extremo 3°
presenta el sitio de restriccién BamtIl, un codén de término y anterior 2 éste una
secuencia codificante para 6 histidinas (HG). El gen PPX7 fusionado 2 la cola de H6
(PPXT17) se insertd en dos plasmidios de clonacién de fragmentos de PCR (pGEMT-
easy v el pCR®T7/CT-TOPO®) con vistas a verificar su secuencia y funcionalidad
respectivamente (ver adelante). Las secuencias de los partidores empleados en la

reaccion fueron:

57 PPX1ECORI: * GGAATTCATGTCGCCTTTGAGAARGACY

3’ PPX1H6BamHI ;

5 CCGGATCCTCAATGATGATGATGATGATGCTCTTCCAGGTTTGAGTACGCY
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Los partidores se disefiaron a partir de la secuencia del gen PPX7 presente en el
cromosoma VIII de la secuencia genémica disponible de S. cerevisize (Johnston ef al,
1994).

Para la reaccién de PCR se utilizé la enzima Elongasa (Invitrogen) y se siguieron las
especificaciones del fabricante. Se utilizé 120 ng de DNA gendémico, 40 ng de cada
partidor, dNTPs 0,1 mM, DMSO 5 %, 1 unidad de la corsespondiente polimerasa en
un volumen de reaccién de 50 pl. Para la amplificacidn se utiliz el siguiente programa:
3 min a 95°C, seguido de 25 2 30 ciclos de 3052 95°C,305265°Cy 1 miny 455272
°C, y luego un paso de 3 min a 72 °C.

Reaccidn de PCR sobre las colonias recombinantes. Todas las construcciones plasmidiales se
comprobaron mediante PCR de las colonias recombinantes obtenidas. Esta reaccion se
realiz6 sin purificar el DNA plasmidial y se utilizaron partidores complementarios a las
secuencias de cada vector que flanquean el sitio donde esta clonado el inserto. Por lo
tanto, si la colonia escogida tiene inserto, la reaccién de PCR mostrard un amplificado
del tamafio del inserto mis un niimero de pares de bases, que corresponden al tamafio
que se amplificara si el vector no tuviese inserto. Se utilizé6 como templado 1 yl de una
suspensién de células obtenidas picando un tercio de una colonia en 150 pl de agua
destilada estéril. La reaccién se realizé en un volumen de 10 ul conteniendo 15 pmol de

partidores, dN'TPs 0,1 mM y 0,2 unidades de Tag polimerasa. Los programas de PCR

utilizados fueron muy similares a los indicados en la seccién anterior con la
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particutaridad que las temperaturas del paso de hibridacién utilizadas fueron acorde a
las caracteristicas de los partidores utilizados.

Las secuencias de los partidores de los vectores fueron:

T7: * TAATACGACTCACTATAGGG”

SP6: 5 GATTTAGGTGACACTATAG

seclPPXl: % TTGCAAGGTGACCGTGAAGT®

sec2PPX1l: ° CTCATATTTGAAGTGTCTATY

2.2.1.8.  Chmnacidn del gen PPX1r en los vectores PGEM®-T Eagy y pCR®T7/CT-

TOPO®

El gen PPX/r obtenido mediante amplificacién por PCR a partir del DNA
genémico de S. cerevisize con los partidores 5PPX1E@RI y FPPX1H6BamHI se
purificé mediante precipitacion. Para ello se agregé 17 ul de acetato de sodio 3 My 150

ul de etanol y se incubé 30 min a -80 °C, seguido de un lavado con etanol al 70 % y se
redisolvié en agua bidestilada estéril. Para la ligacién, se utiliz6 el sistema pGEM®*T
Easy Vector System (Promega). 25 ng del vector pGEM®‘T Easy Vector y 10 ng del
amplificado de PCR se incubaron con 3 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen

final de 10 pl a 4 °C durante la noche o a 25 °C durante 4 h. Para la transformacién se

utilizaron 2 pl de la reaccion.

Para la ligacién del gen PPX7ren el vector pCR®T7/NT-TOPO® se incubd 3 pl del

fragmento de PCR (25 ng) y 1 pl respectivamente de la solucién salina y del vector
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TOPO®. Luego de 5 min a temperatura ambiente se transformaron células

competentes de E. c0Z JM109 con 1 nl de la reaccion.
2.2.1.9.  Clnacién del gen PPX1r en los vectores de expresion pMLS7 y pMLBAD

Para la sobreexpresién de la PPX1r en Psendomonas sp. B4 utilizamos los vectores de
expresi6én constitutiva (PMLS7) y regulada (PMLBAD) de amplio espectro
anteriormente descritos (Lefebre y Valvano, 2002). Para la clonacién en el vector de
expresién regulada se digirié tanto el vector pMLBAD como el fragmento de la PPX7r
del vector pTYPPX2 con EwRI (NEB), luego se desfosforil6 el vector con fosfatasa
alcalina (CIP, NEB) en el mismo amortiguador de restriccién para modificar los
extremos e impedir la reunién de los extremos durante la ligacién. La banda EwRI
producto de la digestién del vector pTYPPX2, se purificé por electroforesis en gel y 25
ng de ésta se ligaron con 10 ng del vector desfosforilado para obtener el plasmidio
recombinante pBADPPX1 (Figura 3).

Por su parte, para la clonacion en el vector de expresién constitutiva se digirié tanto
el vector pMLS7 como el fragmento de la PPX7r del vector pTYPPX2 con EwRI y
BamH1 (NEB). La banda EwRI1/BanHI producto de la digestién del vector pTYPPX2,
se purificé por gel y 25 ng se ligaron con 10 ng del vector digerido con las mismas
enzimas para obtener el plasmidio recombinante pS7TDPPX1 (Figura 4).

Los plasmidios recombinantes se chequearon por PCR en colonias y por anilisis de
restriccién con diferentes enzimas. Finalmente, ambos plasmidios se purificaron y

secuenciaron para chequear la integridad de los fragmentos clonados.
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Figura 3. Estrategia de clonacion del gen PPXIr de S. cerevisiae en el vector de
expresion regulada pMLBAD. E/ vector resultante se denomind pBADPPX1.
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expresion constitutiva pMLS7. E/ vector resultante se denoming pS7PPX1.
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22.1.10. Secuenciacion del DNA

Para la secuenciacién del DNA se utilizé6 el método de la terminacién por
dideoxinucleétidos y se empleé el sistema “dsDNA Cycle Sequencing” de Gibco BRL®.
Las secuencias de DNA obtenidas se compilaron y analizaron mediante el paquete de

programas ChromasPro.
2.2.1.11.  Transformaciones de E. coli

Se utilizé en las transformaciones productos de reaccién de ligacién o vectores. En
el primer caso, se usd las células competentes JM109 (Prornega®) que presentan una
elevada eficiencia de transformacién (1x108 UFC/pg de DNA) por lo que son
adecuadas para transformar productos de ligacién. Se utilizaron 50 pl de la suspensién
de células y 1-2 ! de la reaccién de ligacién. La mezcla se incubé 20 min en baifio de
hielo y 2 min a 42 °C, retornando ripidamente el tubo al hielo. Luego se agreg6 950 pl
del medio LB, se incubé por 1 h a 37 °C con agitacién y se plaquearon alicuotas de 100
y 200 pl eri placas Petri con agar LBA/IPTG/X-Gal o LBT segn el caso.

Para la transformacién con vectores se utlizdé 25 ul de la suspension de células
JM109 o BL21(DE3) o (BL21DE3) pLysS y 10 ng de vector. La mezcla se incub6 20
min en bafio de hielo y 2 min a 42 °C, retornando el tubo inmediatamente al hielo.
Luego se agregd 950 pl del medio LB, se incubé por 1 h a 37 °C con agitacidn y se
plaquearon alicuotas de 100 y 200 pl en placas Petri con agar LBA o LBT, segin el

Caso.
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2.2.1.12.  Transformaciones de Psendomonas sp. B

La transformacién de Psewdomonas sp. B4 se realizé mediante electroporacion. Para
preparar las células electrocompetentes, se inoculd un cultivo de 250 m! de LB con 2,5
ml de un precultivo en LB crecido por 12 h. Luego de aproximadamente 5 h de
incubacién a 37 °C (DO 600nm ~0,5-0,7) el cultivo se enfri6 en hielo por 15 min y se
centrifugé a 5000 rpm (rotor Beckman JA14), a 4 °C, durante 10 min. Las células se
lavaron dos veces con H2O nanopura (MiliQQ) fria y se resuspendieron en 500 pl de
H,0. Las cuvetas de 2 mm se prepararon con 50 pl de células electrocompetentes y 1
1l de cada plasmidio. Las condiciones de electroporacién fueron: 2,5 kV, 2,5 pE, 200 £2.
Luego de electroporadas a las células se les afiadi6 rapidamente 1 ml de medio rico LB
y se incubd a 37 °C por una hora antes de sembrar 100- 200 pl en medio LBT.

Los plasmidios recombinantes fueron chequeados por PCR en colonias y por
anslisis de restriccién con diferentes enzimas. Finalmente ambos plasmidios se

purificaron y secuenciaron para chequear la integridad de los fragmentos clonados.
2.2.2. Métodos de andlisis de los poliP
2.2.2.1.  Extraccion del poliP de las células bacterianas

Se realiz6 segin Ault-Riché ef 2l (1998), para lo que se colectaron alicuotas de 1 ml
de los cultivos, y se centrifagaron durante 5 min a 4.500 x g. Los sedimentos se
resuspendieron en 0,3 ml de isotiocianato de guanidina 4 M (GITC), Tris-HCl 50 mM
pH 7,0 precalentado 2 95 °C. La suspensién se mezclé mediante agitacion en un vortex

y se incubé a 95°C durante 3 min. Se reservé una alicuota de 20 pl de esta fraccién para
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la determinacién de la concentracién de las proteinas. A cada muestra se le agregd 30 pl
de SDS 10% y luego de una incubacién a 95 °C durante 2 min, se agregd 300 pl de
etanol absoluto (100%) y 5 ul de una suspensién de microperlas de vidrio Glassmilk®
(Bio 101). Luego de agitacién por vortex e incubacién durante 30 s 2 95 °C, los tubos se
centrifugaron a 13.000 x g durante 1 min y el sedimento de Glassmilk® se resuspendi6
por vortex en 200 pl de tampén “New Wash” frfo (T'ris-HCl 5 mM pH 7,5; NaCl 50
mM; EDTA 5 mM; etanol 50%) y se centrifugé a 13.000 x g durante 30 s. El sedimento
que contenfa el poliP, DNA y RNA unido a las perlas de vidrio, se resuspendi6 en 100
ul de una solucién que contenfa Tris-HCI 50 mM pH 7,0; MgCI2 5 mM; DNasa 5
pug/ml y RNasa 5 pg/ml y se incub6 a 37 °C por 30 min. Luego el sedimento se lavd
dos veces con 200 pl del amortiguador “New Wash” frio para eliminar los productos de
la degradacién de los 4cidos nucleicos. Fl poliP unido a Glassmilk® se eluy6 en dos
pasos resuspendiendo el sedimento por vortex en 50 pl de agua cada vez, incubando 2
min a 95 °C y centrifugando a 13.000 x g para tomar el sobrenadante. El poliP soluble

recuperado en esta fraccién (100 pl) se congeld a -20 °C hasta su cuantificacién.
2.2.2.2.  Purificaciin de la PPK1 recombinante de E. coli

La PPK{ recombinante de E. o/ se purificé desde Ia cepa NR100 por cromatografia
de afinidad a Ni*2, como lo describe Tzeng y Konberg (2000). E. o/ NR100 es una
cepa BL21(DE3), transformada con un vector de expresién de tipo pET-21b(+) que

contiene como inserto el gen PPK7 de E. e/ fusionado a un péptido de 6 histidinas

:



Materiales y Métodos 47

(PPK1#) para su postetior purificaci6n mediante cromatograffa de afinidad (Ault-Riché
et al, 1998). La cepa fue proporcionada por el Dr. Arthur Kornberg.

La cepa se cultivé en 11 de medio LB suplementado con 100 pg/ml de Amp. El
cultivo se incubd a 37 9C con agitacién (200 rpm) y cuando alcanzé una DOsoo de 0,6 se
agregé TPTG 1 mM. Luego de 2 h mis de cultivo, las células se colectaron por
centrifugacién durante 20 min a 4.500 x g y el sedimento se resuspendi6 en Tris-HCI 50
mM, pH 7,4; glicerol 10 % (v/v) y MgClz 5 mM en una proporcién de 3 ml/g de
células (peso hiimedo). Se realizé una ruptura celular mediante tratamtento con lisozima
(250 pg/ml), seguido de 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento mis 1 min de
sonicacién. Se agreg secuencialmente KCI 1 M, Na2CO3 100 mM y Tritén X-100 0,05
%, y se incub6 durante 2 h a 4 °C, para asi liberar a la PPK1r de las membranas. Se
centrifugd 20 min a 40.000 x g y el sobrenadante se aplicé a una columna con resina
“His Bind” cargada con NiSO, y equilibrada con Tris-HCl 50 mM, pH 7,4; glicerol 10
% (v/v); MgClz 5 mM; Tritén X-100 0,05 % e imidazol100 mM. La elucién se realiz6
en el mismo tampén con EDTA 1 M. La muestra se dializ6 contra Tris 50 mM pH 7,4;

DTT 1 mM; glicerol 10 % y se almacend 2 -80 °C.
2.2.2.3.  Cuantificacion de los poliP

El poliP se cuantificé midiendo la produccién de ATP a partir del poliP, en base a la
actividad reversa de la PPK1 de E. w/# en exceso de ADP (Kumble ez 4/, 1996). El
ensayo se realizé en un volumen final de 50 ul en amortignador Hepes-KOH 50 mM

pH 7,2; NHy)2S04 40 mM; MgClz 4 mM; ADP 0,1 mM; 2500 unidades de PPK1ry 5
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ul de la solucién conteniendo el poliP a medir. La incubacién se realiz6 durante 90 min
a 37 °C. La reaccién se interrumpié por calentamiento (2 min a 95 °C) y luego la mezcla
se diluyé 1:20, 1:50, 1:200 y 1:500. Se ensayaron alicuotas de 50 pl de estas diluciones
con 50 pl de luciferasa. El ATP generado por la PPKr se cuantificé midiendo la luz
emitida en un luminémetro Lumi/96 (Bioscan Inc., USA) mediante una curva patron

de ATP.
2.2.24.  Andlisis de los poliP por electroforesis en geles de poliacrilamida

A las muestras de poliP obtenidas en la extraccibn anteror se les agregd
amortiguador Tris-borato pH 8,3 y tampén de muestra antes de someterlas 2 un andlisis
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 segin lo
publicado por Kumble y Kornberg (1995). Se utilizaron geles de poliacrilamida (20 %)-
urea 7 M en amortiguador TBE a pH 8,3 (Tris-borato 90 mM y EDTA 2 mM). Los
geles se prepararon en el sistema Protean® II (Bio-Rad) y se sometieron a 400 V hasta
que el frente de corrida se desplazé 10 cm desde el punto de carga. Los geles se tifieron
con azul de toluidina 0,05 % en metanol 25 % y glicerol 5 % durante 30 min. Se
destifieron en la misma solucién sin azul de toluidina durante 1 h. El rango de tamafio
estimado para los poliP se determin6 por la comparacién con estindares de poliP
(cadenas de largo P5, P15, P75) y poliPso (cadena de largo aproximado de 750),

sintetizados 2z vitro.
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2.2.2.5.  Sintesisy purificacion de los poliP in vitro

Sintests in vitro de [PPPJpoliPr50 con de PPK1r de E. coli. Se realiz6 segin Ault-Riché ez 4/
(1998) en un volumen de 10 ml de una solucién que contenta Tris-HCI 50 mM pH 7,4;
NH4SO4, 40 mM MgClz 4 mM creatina-fosfato 40 mM; creatina fosfoquinasa (CPK) 20
ug/mi; [BPJATP 1 mM (100 pCi totales) y 90.000 unidades de PPKilr de E. wi
(Kumble ez 2/ 1996). La reaccién se incubé 3 h a 37 °C y se detuvo agregando 1 ml de
EDTA 0,5 M. La cinética de reaccién se siguié mediante cromatograffa ascendente en
capa fina (TLC) en placas de polietilenimidacelulosa utilizando como fase mévil una
solucién de KH2PO4 0,75 M pH 3,5.

Purificacitn de P?PJpoliPrs0 sintetigados in vitro. Bl producto de la reaccién de sintesis en
un volumen final de 10 ml se cargé en un colchén de 50 ml de CsCl 2,5 M en Tris-HCl
50 mM pH 7,4; EDTA 10 mM. La centrifugacién se realiz6é durante 16 h a 30.000 rpm
(rotor Sorval T-647.5). El gradiente se dividié en alicuotas de 5 ml, y en cada una de
ellas se le determiné la cantidad de cuentas emitidas por minuto (cpm), en contador de
centelleo liquido. A la alicuota que present6 la mayor cantidad de cpm, se le agregé 3,5
ml de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min, seguido de
centrifugacién por 30 min a 11500 rpm (rotor Beckman JA-20). El sedimento se lavo
con 3,5 ml de etanol 70 %, se secé durante 30 min al vacio y se resuspendié en 600 pl
de agua bidestilada estéril. La concentracién de [3P]poliP se determiné en alicuotas de

1 wl en un contador de centelleo liquido (Beckman Instruments 1.3 5000 TD, Fullerton,
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EUA). Tipicamente se obtuvo una solucién de aproximadamente 10 mM de [**P]poliP
con una actividad especifica de 13 cpm/pmol.

Obtencidn de [PPortofosfato como estdndar para calibrar la medicion de la bidrdlisis de poliP por
la PPX. Para disponer de un estindar de ortofosfato marcado radiactivamente con P
que pecmitiera la cuantificacion de la actividad exopolifosfatasa, se realiz6 una hidrdlisis

quimica del [33P]poliP7so sintetizado ## sitro. Para ello se tom6 vna cantidad conocida de

[33P]poliP7s0 y se incubd durante 1 hy 30 min a 98 °C en presencia de HCl 1 M pH 1,3;
completando un volumen total de 200 pl. El progreso de la hidrélisis se signié mediante
cromatografia ascendente en capa fina (ILC) en placas de polietilenimidacelulosa,
utilizando como fase mévil una solucién de KHPOs4 0,75 M pH 3,5. El
[**P]ortofosfato de concentracién conocida, se utiliz6 para la preparacién de una curva
de calibracién de pmoles de PPPJostofosfato zersus radiactividad, cuantificada en un
cquipo Phosphor imager (Molecular Imagen FXm Sistems) luego de su exposicion en

una pantalla K-Screen.
2.2.2.6. Determinacion de la actividad exopolifosfatasa (PPX)

Para cuantificar la sobreexpresion de la PPXT7r de 5. cerevisiae en Pseudomonas sp. B4 y
disminuir la actividad PPX bacteriana de fondo se utilizaron las condiciones 6ptimas
para la actividad de la levadura. Para determinar la actividad PPX se cuantificé el
ortofosfato que se obtiene de la hidrélisis de [**P]poliP. La mezcla de reaccién (50 pl) se

prepar6 segiin fo publicado para Wurst ef a/ (1995) y contenta Tris-HCI 20 mM pH 7,5,

NHiAc 100 mM, MgCly 4mM, [P?P]poliP 250 uM. El MgClz se agregd al final para
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evitar la precipitacién del poliP. Los ensayos de actividad en fracciones celulares se
incubaron durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
tomé una alicuota de 4 pul de la mezcla de reaccidn y se aplicé sobre una placa de
polietilenimidacelulosa, la cual se sometié a una cromatografia ascendente en capa fina
(TLC) para separar cl fosfato producido en la reaccién, utilizando como fase mévil una
solucién KH2PO4 0,75 M pH 3,5. El fosfato producido se cuantific en un equipo
Phosphor imager (Molecular Imagen FXTM Sistems) y se extrapolé a una curva de
calibracién de [3*Plortofosfato. Una unidad se definié como la cantidad de enzima

capaz de hidrolizar 1 pmol de Pi por min a 37 °C.
2.2.3. Técnicas de microscopia
2.2.3.1,  Microscopia electronica de transmision (ITEM)

El andlisis visual de las células mediante microscopia electrénica de transmision se
realiz6 segiin Gonzélez y Jensen (1998). Se colectaron células de Psexdomonas sp. B4y se
lavaron con agua bidestilada estéril. Luego se resuspendieron a una DO 600nm de 0,5 y
10 pl de esta suspensién se aplicaron durante 2 min sobre grillas de cobre o niquel
cubiertas con Formvar, dejandolas sedimentar. El exceso de liquido se absorbi6 con
papel de filtro y las grillas se secaron al aire; este procedimiento se repitié 2 veces. Las

células se observaron sin tincién con un microscopio electrénico de transmisién Philips

‘Tecnai 12 (Holanda) a 80 kV.
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2232, Andlisis dispersive de rayos-X (ED.AX)

La espectroscopia de energia dispersiva de elementos quimicos en bacterias se
realizé con un microanalizador EDAX-PV 9800 a un volwje de aceleracién de 120 kV.
El haz electrénico fue centrado en la localizacién en la cual la composicién elemental
debia ser determinada. Debido 2 la interaccin entre el electrén primario y la muestra,
las sefiales de la radiografia fueron recogidas por el espectrémetro de EDAX, que fue

conectado con el microscopio electrénico.
2.2.3.3.  Espectroscopia de pérdida de energia del electrin (EELS)

El andlisis de EELS se realizé con un microscopio electrénico de transmisién de
energia-filtrada integrado Zeiss CEM 902 (EFTEM). El microscopio funciond en el
modo de proyeccién de imagen espectroscGpica del electrén (ESI-) para la
representacion del fosfato y el EELS paralelo se realizd para el registro del espectro con
la aynda del software ESI-Vision (Soft Imaging Systems, Munster, Alemanta). Se
utilizaron los ajustes de abertura segin lo descrito por Liinsdorf ef @l (2000b). La

hidroxilapatita comercial se utiliz6 como estindar interno de fosfato.
2.2.4. Ensayos de movilidad, quimiotaxis y formaci6én de biopeliculas
2.24.1.  Swimming (natacion)

Para los ensayos de movilidad en placas se utilizé medio definido M9 con
trimetropin (M9T) suplementado con casaminoicidos (0.1%) y medio rico LB. En

cualquier caso para solidificar el medio s6lo se agreg agarosa al 0,3 %. Las placas se
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inocularon con bacterias crecidas toda la noche en LBT. Las placas luego fueron

envueltas con Saran Wrap para prevenir Ia deshidratacién a 30 °C por 12-14 h.

I

2.24.2.  Ensayo modificado de quimiotaxis con capilares

Los ensayos para caracterizar la respuesta quimiotictica se realizaron mediante una
modificacién del ensayo de los capilares (Mazumder ef 4/, 1999). Para esto y mediante
el uso de jeringuillas de 1 ml (tuberculina, Becton Dickinson), se introducen 200 pl de la
solucién de quimiotaxis (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4) en el émbolo de la jeringuilla con y
sin el compuesto a ensayar (casaminoécidos 0,1%). Por otra parte en el extremo de la
aguja se coloca una punta de pipeta amarilla (200 pl) con 100 pl de la suspension
bacteriana (generalmente 1 X107 células). Después de 90 min de incubacién a
temperatura ambiente se removi6 la aguja de la jeringuilla y el contenido del embolo se
diluys y sembr6 en medio rico LBT. La acumulacién de bacterias en los capilares se
calcul$ por el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs) obtenido en las
placas. El indice relativo de quimiotaxis (IRQ) se calculé como la fraccitn entre las
bacterias que entraron en el capilar de ensayo y las que entraron al capilar control (solo
amortiguador de quimiotaxis). Un IRQ mayor de 2 es considerado significativo lo que
indica que el compuesto en el interior del capilar es atrayente para la bacteria (Adler,

1973, Mazumder et 4/, 1999).
2.24.3.  Formaciin de biopeliculas

Una de las formas de estudiar una biopelicula es el método desarrollado por

O’Toole et al. (1999), en el cual se inoculan placas de 96 pozos de PVC (cloruro de
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polivinilo) con cultivos bacterianos en medio liquido I.B. Luego se incubar a
temperatura ambiente toda la noche para la formacién de las biopeliculas en las placas,
se desecharon las células en suspensién y los pozos se lavaron dos veces con agua.
Finalmente, las células presentes en las biopeliculas adheridas se tifieron con cristal
violeta al 0,1 %. Para cuantificar el biofilm se eluye este colorante con etanol al 80 % y
se mide la absorbancia a 595 nm en un lector de placas de ELISA (Dynatech 5000,

EUA).
2.2.5. Deteccién in vivo de las especie reactivas del oxigeno (ROS)

La produccién de ROS en las células crecidas bajo diversas condiciones se detect6
mediante la sonda sensible a estrés oxidativo, 2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceina
diacetato (DCFH-DA) (Crow, 1997). Los grupos acetilo en este compuesto son
removidos por las esterasas de la membrana para formar 2, 7"-2", 7"-dicloro-dihidro-
fluoresceina (DCFH) cuando el compuesto es incorporado por las células vivas. El
DCFH no es fluorescente pero altamente sensible a ROS, siendo oxidado por estas
especies  activas  originando el compuesto altamente fluorescente, 2,7-
diclorofluoresceina (DCF) (Ischiropoulos ef 4l, 1999). DCFH se puede oxidar por
varias especies reactivas incluyendo RO2, el RO, el, HOCE y ONOO- pero solamente
los radicales de vida prolongada contribuyen al aumento de la fluorescencia (He ez 4/,
2002). De todos los radicales libre el OH: resulta el el mis dafiino dado que su

presencia es capaz de destruir enzimas proteoliticas, de provocar la ruptura de

polisacridos (Ferrer ef al, 1999).
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Para nuestros experimentos, el DCFH-DA (5 pM) fue agregado a las células
exponencialmente crecidas en glucosa, bifenilo, y 2Cl- o 4Cl-bifenilo como #nicas
fuentes de carbono. Las células se incubaron a 37 °C por 30 min en absoluta oscuridad.
Las muestras se manipularon para evitar la presencia de la luz y la fluorescencia se
medié con un espectrofluorimetro Fluoromax-2 (Instrumentos S.A, Inc.). El DCF se

excita a 488 nm y emite la fluorescencia a 530 nm.
2.2.6, Métodos de andlisis de las proteinas
2.2.6.1.  Obtencién de los extractos crudos de Psendoronas sp. B4

Se colecté 5 ml del precultivo por centrifugacién durante 20 min a 4.500 x g. El
sedimento de las células se resuspendi6 en 10 pl por mg de peso himedo del tampén
Tris-acetato 50 mM pH 7,0 y sacarosa 10 %. La lisis se realiz6 mediante 2 ciclos de
congelamiento a -80 °C, seguido de un descongelamiento rapido y un programa de
sonicacién en hielo, que consistié en 6 ciclos de 15 s e intervalos de 30 s de detencidn.
Las suspensiones se centrifugaron a 4.500 x g durante 5 min para eliminar las células
enteras y restos celulares. El sobrenadante correspondié al extracto total o crudo (EC) y

se utilizé para la determinacién de la actividad PPX.
22.6.2.  Obtencicn de los extractos crudos de E. coli

Se colectaron las células provenientes de 5 ml de cultivo y se resuspendieron en 1
ml de Tris 50 mM pH 7, sacarosa 10 % y se traté con 250 pg/ml de lisozima durante

20 min en hielo y 10 min a 30 °C. Luego la suspensién se sonic6 durante 1,5 min 2
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intervalos de 15 s. Finalmente, los lisados se centrifugaron a 3.000 x g durante 5 min

para eliminar las células enteras y los restos celulares.
2.2.6.3.  Preparacién de las muestras para la electroforesis en geles de SDS-PAGE

Preparacién de las muestras de proteinas totales para electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE). Las muestras se prepararon
segtin la siguiente proporcién: 10 mg de células (peso hiimedo) se resuspendieron en
100 pl de agua destilada y se trataron con 50 pl de amortiguador de muestra 3X: Tris-
HCl 0,187 M pIH 6,8, SDS 6 %, glicerol 30 %, B-mercaptoetanol 15 % y azul de
bromofenol 0,06 % (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 95 °C por 5 min, se
centrifugaron brevemente y 1 a 5 pl del sobrenadante se aplicaron en los pocillos de los

geles.
2.2.64.  Eketroforesis en minigeles de poliacrilamida-SDS

Los geles de poliacrilamida en presencia de SDS para electroforesis en placa (SDS
PAGE) se prepararon segin la técnmica descrita por Laemmli (1970). El gel
concentrador se preparé al 3 % y el gel separador al 10 %. La electroforesis se corri a
200 V hasta que el colorante indicador alcanzara el borde inferior del gel. Para la tincién
se emple6 azul de Coomassie 0,2 % en metanol 25 % y 4cido acético 7,5 % por 30

min. Luego los geles se destifieron mediante lavados sucesivos con una solucién de 25

% metanol y 7,5 % de acido acético y se secaron por vacio a 80 °C.
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2.2.6.5.  Deteccidn inmunoldgica de las proteinas mediante “Western blot”

La expresién de la PPXIr en E. ki y Psendomonas sp. B4 se detecté mediante
“Western-blot”. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se
electrotransfirieron a una membrana de PVDEF o nitrocelulosa. Se aplic una corriente
constante de 80 mA durante 60 min. La eficiencia de la electrotransferencia se confirm6
mediante el uso de marcadores moleculares pretefiidos (New England Biolabs®) y
tifiendo el gel después de la electrotransferencia.

La membrana conteniendo las proteinas transferidas se incubé por 2 h con
amortiguador Tris-FICl 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM (IBS), Tween-20 0,1 % (IBS-T)
y seroalbimina bovina (BSA) 1 % (TBST-BSA). Luego se lavé tres veces por 15 min
cada vez con TBS-T'y se incubé por toda la noche con el antisuero de ratén anti-His6
dilnido 1/5.000. Seguidamente la membrana se lavé tres veces por 20 min cada vez con
TBS-T. Se incub6 por 2 h con anticuerpos monoclonales anti-ratén conjugado con
peroxidasa (Amersham®) como anticuerpo secundario a una dilucién 1/5.000. Se
repitieron los tres lavados de la membrana y se procedi6 a la deteccién de la reaccién
antigeno-anticuerpo sobre la membrana. Con este fin se aplicé el método colorimétrico
recomendado por Promega®. Este consistié en incubar la membrana con amortiguador
TBS que contenfa metanol al 20 %, 0,5 mg/ml 4-Cloro-1-naftol (Biorad®), 0,15 %
H02 (Merck®). La reaccién se realizé en la oscuridad y luego se visualizaron las

bandas.
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2.2.6.6.  Determinacion cuantitativa de las proteinas

Sc realizé segiin el método de Bradford (1976) usando el sistema comercial

Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce, EUA).
226.7.  Eleciroforesis bidimensional (2D-PAGE)

Preparaciin de la muestra. Las diferentes células de Psendomonas sp B4 se lavaron y se
suspendieron (a razén de 10 pl por mg células), en Tris-HCI 20 mM, pH 8.0 frio. Se
agregé RNAsa y DNasa a 50 pg/ml en frio por 15 min y luego las células se sonicaron
dos veces en intervalos de 1 min de congelacién. La suspension se centrifugs por 20
min 2 10.000 x g, 4 °C y se descarté el precipitado (debsis celular). La concentracién de
proteinas del sobrenadante fue aproximadamente 3-5 mg/ml. El sobrenadante se diluyé
en el amortignador de rehidratacién (urea 8 M, CHAPS 275, DTT 10 mM, amfolitos
Bio-Lyte® 3-10 0,2 %) a una concentraci6n final de la proteina de 0,3-0,5 mg/ml. Se
agregd una alicuota de 200-350 pl (segdn tincidn) con una pipeta en la bandeja de
focalizacién. Una tira de 11 cm de largo (ReadyStrips IPG, pH 5-8 y 3-10, Biorad) se
moja en la solucién que contenfa la muestra y el amortignador de rchidratacion.
Finalmente se agrgd aceite mineral con una pipeta sobre la tira para prevenir la
deshidratacién y precipitacién de la urea.

Primera Dimensién (Lsolectroenfoque): La secuencia de rehidratacién se programé en el
equipo PROTEAN IEF (Biorad). La temperatura de la plataforma de Peltier se fija a 20
°C y la tira se rehidraté para cerca de 12 h bajo condiciones pasivas (sin voltaje

aplicado). El programa del equipo PROTEAN de IEF se programé para comenzar el
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paso de focalizacién autométicamente después de 12 h. La tira se enfoca para un total
de 40.000-50.000 V/h. Para este experimento, la tira de 11 cm ReadyStrip IPG fue
focalizada con 6.000 V para un total de 40.000 V/horas. Se dispuso de un paso de
espera después de la focalizacién (500 V) mientras comienza la segunda dimensién
(SDS-PAGE). Para preparar la tira de ReadyStrip IPG para la segunda dimensin, esta
se quité de la bandeja de focalizacién y se equilibré durante 15 min en 5 ml del primer
amortiguador de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, urea 6 M, SDS 2 %, glicerol 30
%, y DTT 1 %). Luego se pasaron las tiras a un segundo amortiguador de equilibrio
con la misma composicién que el paso anterior pero con yodoacetamida 1.5% en
sustitucién del DTT.

Segunda Dimension (SDS-PAGE): La tira de ReadyStrip IPG se transfiri6 a un gel de
SDS-PAGE (11,5 %) y se cubrié con agarosa 0,5 % en amortiguador de Laemmli luego
de aplicar el patrén de peso molecular (BenchMark™ Ladder, Invitrogen). El gel se
corri6 toda la noche a bajo voltaje (~ 50 V). Luego de la electroforesis, el gel se
removi6 y se tifié toda la noche con uma solucion de azul de Coomassie 0,2 % en
metanol 25 % y 4cido acético 7,5 %. Luego los geles se destifieron mediante lavados

sucesivos con una solucién de metanol 25 %o y 4cido acético 7,5 %o.

2.2.6.8.  Seleccion de proteinas de los geles 21D y secuenciacin por espectromelria de

mdsas

Las intensidades de las sefiales de las proteinas que més cambiaron en los geles 2D

de las células recombinantes de Psewdomonas sp. B4 control y las que son incapaces de

L
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acumular poliP se determinaron mediante un programa computacional de tratamiento
de imigenes (Scion Image, USA). Estas muestras se aislaron del gel de SDS-PAGE y
s¢ enviaron para su posterior secuenciacién mediante espectrometria de masas (MS)
con un equipamiento de ionizacién por electro-spray y un analizador de tiempo de
vuelo (ESI-QUAD-TOF). Las muestras fueron procesadas en el Centro de Protedmica
de la Universidad de Cambridge (UK). Los datos de los iones MS/MS producidos con
este método 'se utilizaron para identificar las proteinas mediante su bisqueda en las
bases de datos de secuencias aminoacidicas de las proteinas (Mascot, Matrix Science).
Los parametros de tolerancia del péptido (X2 Da) y la tolerancia de MS/MS (+1.2 Da)
se limitaron y el tipo de instrumento se f1j6 en ESI-QUAD-TOF. Las basquedas se
realizaron contra la base de datos de NCBInr (6/6/2005; 2.503.385 secuencias) con la
restriccién taxonémica a los 7 genomas conocidos del género Pseudormonas (Psendomonas
aernginosa PAO1, Psendomonas fluorescens PE-5, Psendomonas fluorescens PTO-1, Psendomonas
putida KT2440, Psendomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, Psendomonas syringae pv. syringae
B728a, Pseadomonas syringae pv. tomats str. DC3000) y las secuencias proteicas del género

Pseudoronas.
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3. Resultados

3.1. Los poliP inorganicos en Pseudomonas sp. B4 y su relacién con el

medio de cultivo y la fase de crecimiento

3.1.1. Observacién microscépica de los granulos de poliP

Una de las formas de observar los poliP es examinar mediante microscopia
electrénica de transmisién (TEM) la presencia de granulos densos al paso de los
electrones en células no tefiidas. Estos grinulos se han descrito frecuentemente como
acumulaciones de poliP (Wood y Clark, 1988; Harold, 1966). Cuando se analizaron las
células de Pseudomonas sp. B4 crecidas tanto en medio rico LB como en medio definido
(M9) suplementado con glucosa y bifenilo como tnicas fuentes de catbono en las
diferentes fases del crecimiento, se observé la presencia diferencial de grinulos densos
de forma esférica (Figura 5A). Una de las caracteristicas de los grinulos de poliP es que
hierven cuando se enfocan con un mayor aumento lo que se pudo observar en los
granulos examinados (detalle en Figura 5C). A diferencia de lo observado en la mayoria
de las células que crecen en la fase exponencial en glucosa, en la misma fase de
crecimiento el 90 % de las células crecidas en bifenilo presentan estas inclusiones. Los
grinulos son grandes con didmetros entre de 50-200 nm y como promedio se

encuentran tres por célula y llegan a ocupar entre un 20-30 % del 4rea celular (Figura

5A y C). Contrariamente, cuando las células se encuentran en fase estacionaria de
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crecimiento, tanto las crecidas en glucosa como en bifenilo como tnica fuente de

catbono presentan estos granulos (Figura 6A y B).

Figura 5. Presencia de grinulos densos a los electrones en las células de Pseudomonas
sp. B4 en Ia fase exponencial del crecimiento. Las células se crecieron en medio definido (M9)
suplementads con bifenilo (A y C) y ghucosa (B) y se colectaron en fase exponencial de crecimiento. Las oélulas
de los cultivos se aplicaron directamente, sin fijar ni teftr, sobre grillas de niguel para su observacitn al

microscopio electrinico de transmision (80 V).

Por su parte las células crecidas en medio rico LB no presentaron estas inclusiones
en ninguna fase del crecimiento (Figura 6C). Resumniendo, las bacterias degradadoras de
PCBs Pseudomonas sp. B4 acumulan una gran cantided de grinulos densos a los

electrones, los que posiblemente estin compuestos de fosfato, cuando crecen en
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bifenilo en todas las fases de crecimiento y en glucosa sélo cuando las células entran en

la fase estacionarta del cultivo.

Figura 6. Presencia de grdnulos densos a los electrones en Ias células de Pseudomonas
sp. B4 en Ia fase estacionaria del crecimiento. Las células se colectaron en la fase estacionaria del
crecimiento de cultivos crecidos en medio definide (M9) suplementado con bifenilo (A), glucosa (B) y en medio
rico 1B (C).

3.1.2. Anailisis elemental de los granulos densos a los electrones
Para investigar la naturaleza quimica de estas inclusiones se realizaron andlisis de
dispersién de energia de rayos-X (EDAX) y de espectroscopia de pérdida de energia de
los electrones (EELS). El primero nos permite conocer la composicién elemental de
una regién celular particular durante la observacién microscépica y el segundo un
anilisis mds detallado del compuesto quimico en particular (Gonzilez y Jensen, 1998;

Alvarez y Jerez, 2004; Liinsdorf ef 4l, 2000b). Mediante EDAX la composicién

clemental de un grinulo mostré que éstos contenfan una alta cantidad de oxigeno y
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fésforo (Figura 7A), en comparacién con lo observado al analizar una region
citoplasmatica (Figura 7B) lo que sugiere que estos granulos podrian estar compuestos
de fosfato. Ademas, estos espectros son similares a los de los granulos de poliP de
Acinetobacter sp. 210A (Bonting et al, 1993), Desulforibrio gigas (Hensgens ef al, 1996) y

Acidithiobacillus ferrooxidans (Alvarez y Jerez, 2004).
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Figura 7. Espectros de anilisis de dispersion de energia de rayos-X (EDAX) de las
células de Pseudomonas sp. B4. 1as células se prepararon igual como se indica en la Figura 5. Se
muestra el espectro de la composicion elemental de un granulo (A) y la de una region citoplasmtica (B). Las

seRiales rojas corresponden a los elementos oxigeno (O) y fisforo (P).
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Para obtener una informacién mas detallada de los grinulos de poliP se realizaron
determinaciones ultaestructurales mediante microscopia electronica de barrido acoplada
a espectroscopia de pérdida de energia de los electrones (EFTEM). Después de la
substraccién del ruido y filtrado del espectro se muestra que el perfil del grinulo (azul)
es muy similar al del patrén de fosfato (hidroxilapatita, DHP, verde) en contraste con el

de la regién citoplasmatica sin granulos (rojo) (Figura 8).
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Figure 8. Espectros EELS de las células de Pseudomonas sp. B4. Se muesira el especiro
substraido del grinulo analizado (PsB4-db, azul) y del drea citoplasmtica no relacionada (PsB4-CP, rojo). E/
espectro de la hidroxilapatita de calcio se utilizé como control de fosfato (DHP, verde).

El inicio de la energia de ionizacién de la franja 1.2,3 coincide en los 135 eV para los
tres espectros, seguido por la caracteristica pérdida de energia cerca de las estructuras de

los extremos (ELNES) con la regién de pérdida de energia mis alta alrededor de los
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150 €V (indicado con una barra en la Figura 8). Los tres maximos principales (I, I, y
IIT), estin presente en ambos espectros (grinulo y control) pero el maximo III del
espectro del grinulo es menor que en la hidroxilapatita. Esto indica diferencias en la
vecindad electrénica de los 4tomos de fésforo en ambos compuestos, es decir, el
caricter anhidrido 4cido del fosfato del probable poliP contra el caricter no-anhidrido
de la hidroxilapatita de calcio.

Al operar el microscopio en el modo ESI (imagen espectroscopica electrénica) es
posible representar la distribucién de fosfato en toda el 4rea celular. Segiin lo muestra la
Figura 9, la distribucién de fosfato obtenida por ESI, coincidié exactamente con las
4reas de los grinulos densos al paso de los electrones.

En resumen, mediante el andlisis de difraccién de rayos-X acoplados a microscopia
electrénica demostramos que los grinulos densos a los electrones acumulados por
Psendomonas sp. B4 durante el crecimiento en bifenilo como tnica fuente de carbono

estin compuestos principalmente por fosfato y muy probablemente poliP.
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Figura 9. Distribucion del fosfato en las células de Pseudomonas sp. B4. El mapa de
distribucién del fosfato (verde) obtenido por ESI (B) y el negativo de la micrografia electrinica (A) se

superpusieron en la imagen C.
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3.1.3. Andlisis cualitativo y cuantitativo de los poliP de Pseudomonas sp.

B4 en diferentes condiciones de crecimiento

Para determinar si el aumento en la cantidad de los granulos densos compuestos de
fosfato durante el crecimiento en bifenilo es realmente debido a un aumento en los
niveles de poliP, cuantificamos este biopolimero en las mismas condiciones y medios de
cultivo estudiados en las observaciones de microscopfa electronica. Esta metodologia se
basa en la conversién enzimitica del poliP, previamente extraido de las células, 2 ATP
mediante tratamiento con la PPKir de E. wk en exceso de ADP y la posterior
cuantificacién del ATP mediante la produccién de luz en presencia de
luciferina/luciferasa (Ault-Riché ef al, 1998).

Como se muestra en la Figura 10A, el contenido de poliP en las células de
Psendomonas sp. B4 crecidos en las diferentes fases del crecimiento y medios de cultivo
coincide exactamente con el patrén observado de los grinulos densos a los electrones.
Es decit, los mayores niveles de poliP se observaron en bifenilo en todas las fases del
crecimiento y en glucosa s6lo cuando las células se encontraban en la fase estacionaria.
Estos valores son 10 veces superiores a los observados durante el crecimiento
exponencial en glucosa o en medio rico LB en todas las fases de crecimiento. Estos
resuttados confirman que la acumulacién de los grinulos densos a los electrones en
Pseudomonas sp. B4 es debida a un incremento en los niveles de los poliP inorganicos.
Los poliP purificados se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

(Figura 10B, carril 4) y se observé que estos tenfan un tamafio inferior a los 750
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residuos de Pi del poliP sintetizado i ziro por la PPK1r de E. ok (Ault-Riché et al,
1998; Figura 10B, carril 4), y superior al de los patrones de poliP empleados (15 y 75

residuos de Pi).
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Figura 10. Influencia del medio y Ia fase de crecimiento en Ia acumulacion de poliP en
Pseudomonas sp. B4. (A). Cuantificacion de los poliP extraidos mediante perlas de vidrio en diferentes
Jases exponencial (B) y estacionaria () de crecimiento. (B) Andlisis del pokiP extraido desde células de
Psendomonas sp. B4 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. El gel se 176 con Azl de Toluidina
(kinea 4, flecha) y se indican los patrones de pokiP (lnea 1, P15; linea 2, P75; linea 3, P750). Las barras

indican e promedio de tres réiplicas y las barras de error indican la desviacion estdndar.

Para establecer si las mismas condiciones en que se acumulan los poliP en
Psendomonas sp. B4 crecidas en bifenilo ocurren en presencia de los clorobifenilos, se
realizaron traspasos de células crecidas hasta fase exponencial de crecimiento (ODeoo

~0,5-0,8) en medio definido (M9) con glucosa se al mismo medio pero con 2-,3- y 4-
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clorobifenilo como tnicas fuentes de carbono. En estas condiciones se observé una
masiva acamulacién de granulos de poliP después de 6 h de haber sido traspasadas a los
medios con lo clorobifenilos (Figura 11B, C y D). Este fenémeno no se observo
cuando las células se traspasaron a glucosa (Figura 104) y 2 glicerol (no mostrado), una

fuente de carbono utilizada también como control, en las mismos tiempos estudiados.

500 nm
—

Figura 11. Presencia de grinulos de poliP en células de Pseudomonas sp. B4 expuestas
a Ia presencia de clorobifenilos. Microfotografias electronicas de células crecidas en medio M9 con
glteosa y transferidas a otros medios suplementados con (A) glucosa, (B) 4C1Hbifenih, (C) 3CLbifenilo y (D)
2C-bifenilo luego de 6 b del traspaso.
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3.2. PCBsy estrés en Pseudomonas sp. B4

Aunque bastante se conoce sobre la genética y enzimologia de las vias de
degradacién de los PCBs, poco se sabe de los ajustes fisiologicos y la respuesta
adaptativa de estas bacterias degradadoras durante su crecimiento en estos
contaminantes. Teniendo en cuenta que los poliP son importantes en los mecanismos
de resistencia de los microorganismos a condiciones desfavorables y estresantes,
estudiamos la posibilidad que en estos microorganismos se genere una condicién de
estrés durante la metabolizacién del bifenilo y los clorobifenilos como dnicas fuentes de
carbono y energfa.

Para comprobar si en las células de Psendomonas sp. B4 se genera una condicién de
estrés cuando crece en bifenilo y sus derivados clorados, determinamos los niveles de la
proteina general de estrés GroEL durante experimentos de traspaso de las bacterias a
medios con bifenilo y sus derivados clorados. Segin lo demuestra la Figura 12, los
niveles de GroEL aumentaron en las células de Psewdomonas sp. B4 cuando éstas se
cambiaron desde un medio definido con glucosa a otros con bifenilo o clorobifenilos
como Unicas fuentes de carbono. Aunque la méixima induccion de GroEL
(aproximadamente 8 veces) se observé cuando las células control se sometieron a un
estrés de calor (45 °C), durante el cambio a 2 y 4-clorobifenilo, la proteina de estrés
aument$ 3-4 veces comparado con las células control que se mantuvieron en glucosa.

La induccién de GroEL fue mayor en todas las células expuestas a los clorobifenilos

que en las células expuestas al bifenilo. Esta respuesta, tipica de la respuesta al estrés
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térmico, demuestra que el crecimiento en estos compuestos genera un estrés que puede

involucrar diferentes mecanismos para que se adapten a estas condiciones.
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Figura 12, Induccion de los niveles de Ia proteina de estrés GroEL en presencia de

bifenilo y clorobifenilos. Células de Psendomonas sp. B4 crecidas en fase exponencial sz traspasaron de
un medio definido (M) suplementado con giucosa (9, G) a otros con bifenilo (M), 2-clorobifenilo (4, 2CY), y
4-clorobifenilo () como sinscas fuentes de carbono. Las células control se mantuvieron en glucosa () o
somelieron a un estrés térmico (45 °C, (). Para cuantificar los niveles de GroEL se utilizaron los extractos

roteicos de las células v mediante “Westtern-blotting” se detectaron, cuantificaron y graficaron los niveles de
J g J &

GrEL (B, Scion Image Program). Un ejeriplo de los resultados de la inmunodeteccion se ejemplifica en (A)

para el caso de las células controles [ghucosa, G y esirés témico (45 °C)] y las traspasadas a 2-clorobifenilo
(2C0.
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Los compuestos organoclorados, incluidos los PCBs, producen un estrés oxidativo
en los diversos sistemas biolégicos donde se acumulan (Schilderman et 4/, 2000). En las
células vivas sometidas a diferentes tipos de estrés ambientales es causado tanto por la
sobreproduccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) como por la disminucion
de los antioxidantes. Por esta raz6n medimos la generacién de estrés oxidativo con el
sensor DCFH-DA en las células crecidas exponencialmente en diferentes fuentes
catbonadas (Crow, 1997). En la Figura 13 se muestra Psesdomonas sp. B4 crecida
exponencialmente en glucosa tienen muy bajos niveles de fluorescencia. Sin embargo,
se aprecia un aumento de la fluorescencia cuando crece en bifenilo e incrementos
superiores cuando las células lo hacen en 2- y 4-clorobifenilo. Estos resultados
muestran claras evidencias que en Pseudomonas sp. B4 se genera una condicién de estrés

oxidativo cuando crecen en estos compuestos organoclorados.
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Figura 13. Estrés oxidativo en Pseudomonas sp. B4 expuestas a bifenilo y
clorobifenilos. 1.as células de Psendomonas sp. B4 se colectaron en fase exponencial en las condiciones
sefaladas y la fluorescencia se midid como estd descrito en Materiales y Métodos. Las barras indican el

promedio de tres mediciones de dos réplicas y las barras de error indican la desviacidn estindar.
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Para analizar estas tres respuestas simultineamente, determinamos los cambios en el
curso del tiempo de los poliP, la proteina de estrés GroEL, y las especies reactivas de
oxigeno (ROS) en células de Psexdomonas sp. B4 cuando se transfirieron a glucosa y 2-
clorobifenilo como dnicas fuentes de carbono (Figura 14). Poco después de la
transferencia (2 h), no hubo una gran diferencia en las especies reactivas entre las
células transferidas a glucosa y a 2-clorobifenilo, pero el nivel de GroEL era mucho
mds alto en las células traspasadas a 2-clorobifenilo (Figura 13 y 14C). Durante el
tiempo restante aumentaron tanto los niveles de GroEL como de ROS en las cclulas
expuestas a 2-clorobifenilo (hasta 12 h). Esta sintesis prolongada de GroEL sugiere que
hay acumulacién lenta y continua de las proteinas anormales, parecido al fendmeno que
ocurre en la respuesta al calor pero en esta ocasién como consecuencia del
metabolismo del substrato 2-clorobifenilo. La Figura 14A demuestra una situacién
similar con los niveles de ROS, puesto que estos niveles aumentaron entre 6 y 7 veces
cuando las células se transfirieron a 2-clorobifenilo (Figura 14A). En cuanto a los
niveles de poliP, poco después del cambio de medio (hasta 4 h) habia aumentos en los
niveles de poliP en todas las condiciones (Figura 14B), probablemente reflejando la
adaptacién inicial de las células al cambio de medio. Sin embargo, a partir de las 4 h y
hasta finalizado el traspaso, solamente las células cambiadas a 2-clorobifenilo, a
diferencia de las mantenidas en glucosa, mostraron un aumento sostenido en los niveles
de poliP. Para descartar que este fendmeno se debiera solo al cambio de la fuente

carbonada utilizamos como control células crecidas en glicerol, una fuente de carbono
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no relacionada y cuyo comportamiento fue muy similar al obtenido en glucosa (Figura
14B). Bsto indica claramente que el efecto observado con 2-clorobifenilo no es

simplemente debido 2 un cambio en la fuente de carbono del medio.

A B

FUimg proteina (x104)

0 3 6 ] 12 15 o 3 6 9 12 15

Tiempo postshift (h) Tiempo post shift {h)
c =0 Glucosa 2CI-hifenilo
- =

Figura 14, Cambios en el tiempo de los poliP, GroEL y ROS en células de
Pseudomonas sp. B4. Células de Psendomonas sp. B4 crecidas en fase exponencial se traspasaron de un
medso definido (M9)a un medio suplementado con glucosa (A ), glicerol (®) 0 2-clorobifenilo (A en A y o en B)
como dinicas fuentes de carbono y energia. Los niveles de ROS (A), poliP (B) y GroEL (C) se determinaron
segrin o deserito en Materiales y Métodos.

Los altos niveles de poliP y estrés generados en Pseudomonas sp. B4 durante el

crecimiento en presencia de bifenilos y sus derivados clorados indica que estos

contaminantes no solo son utilizados como fuente de carbono sino que también son
generadores de una condicién de estrés general 2 la que posiblemente la célula se adapta

mediante cambios en el contenido de los poliP (ver Discusién).
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3.3. Obtencién de las bacterias incapaces de acumular poliP
inorganicos

Teniendo en cuenta los estudios que demuestran las funciones regulatorias de los
poliP cuando un microozganismo se encuentra ante una carencia o condicién de estrés
y con el objetivo de dilucidar los mecanismos que involucran los poliP en Psexdomonas
sp. B4, decidimos obtener bacterias incapaces de acumular poliP. Para lograr este
objetivo se pueden seguir dos estrategias, una mediante la generacién de mutantes del
gen ppk 1 (polifosfato quinasal) que sintetiza los poliP y la otra mediante la sobre-
expresién del gen ppx (exopolifosfatasa) que degrada los poliP de la célula. La primera
estrategia presenta algunas desventajas debido por una parte a que el genoma de
Pseudomonas sp. B4 no esta secuenciado y ademds en dicho género se ha comunicado la
existencia de otras enzimas capaces de sintetizar poliP (Zhang et 4l, 2002). Esto,
sumado a las ventajas de la segunda estrategia en cuanto a poder obtener un fenotipo
condicional mediante una expresién regulada del gen ppx y poder usar los mismos
vectores en diferentes bacterias degradadoras de PCBs nos sugirié sobre-expresar la

PPX.
3.3.1. Diseiio y estrategia de los vectores de expresion

Para eliminar todo el contenido de poliP y debido a que muchas PPX bacterianas
sufren inhibiciones post-traduccionales por diversas biomoléculas (Wurst ez a/ 1995), en

el disefio se utilizé el gen PPX7 de S. cerzvisiae que se ha logrado expresar sin dificultad
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en E. wh y no presenta problemas de inhibicién (Lichko e ai, 2003). Para la
sobreexpresién de la PPX1 de levadura usamos vectores de amplio rapgo tanto de
expresién altamente regulada (pMLBAD) como constitutiva (pMLS7, Lefebre y

Valvano, 2002).
3.3.1.1.  Subclonacién del gen PPX1 de levadura en E. col

Para ello primeramente se subclon6 el gen PPX7, amplificado por PCR con los
partidores que contienen los sitios de restriccién EwRI y BanHI en los extremos 5’y ¥
respectivamente, en los sistemas pGEM®-T-casy y pCR®T7/CT-TOPO®. De esta
forma se inserté el gen PPX7 en marco con seis codones codificantes para la histidina
hacia ¢l carboxilo terminal (PPX7r, Figura 15A). Los productos de ligacién se usaron
para transformar la cepa de E. w/ JM109. Luego de la seleccién por resistencia a Amp y
de verificar la presencia del gen PPX7 mediante PCR en colonias, se eligié un clon
positivo de los plasmidios pTYPPX1 y pTOPOYPPXI, respectivamente y se
purificaron. Para verificar la sobreexpresién de la PPX7r se transformdé el plasmidio
pTOPOYPPX1 en la cepa de expresi6n regulada de E. cw/ BL21 (DE3)pLysS. Esta cepa
tiene en el cromosoma una copia del gen lacl y de la RNA polimerasa de 17 bajo el
control del promotor lacUV5. La adicién de IPTG a los cultivos induce a la T7 RNA
polimerasa que transcribe el gen clonado bajo el control del promotor T7. La cepa
obtenida se llamé FCH1. La seleccién de las cepas transformantes y recombinantes se
realizé por resistencia a Amp y PCR en colonias. Los cultivos se crecieron en medio 1B

y se indujeron con IPTG 2 mM durante 3 h. Cuando se analizaron los extractos crudos
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provenientes de células FCHI1 crecidas en ausencia o en presencia de IPTG, tanto por
Westtern-blot (anticuerpo a-HisG) como por tincién con azul de Coomassie de geles de
SDS-PAGE, se observé la induccién de una banda proteica de peso molecular
correspondiente a 45 kDa (Figura 15C). La secuencia del gen clonado se verificé
mediante la secuenciacién de ambas hebras, mostrando un 100 % de identidad con la

secuencia de la proteina obtenida a partir del DNA gen6mico.
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Figura 15, Subclonacién y sobreexpresion del gen PPX1 de S. cerevisiae en E. coli, (4)
El gen PPX1 unido a Ja cola HISG (PPXT1) s subclond en el vector de expresion de fragmentos de PCR
PCR®T7/CT-TOPO® y las células de la cpa resultante (FCH1) se crecieron durante 3 b en ansencia ) o
en presencia (+) de IPTG 2 mM. Las proteinas totales se analizaron por SDS-PAGE y se tiiieron con azul
de Coomassie (B)_y también se tranfirieron a una membrana de nylon y se revelaron miediante Westtern-blot
(a-His6, C). La flecha en (B) indica la posicién de la banda de la PPX1r en el extracto total cofncidente con
Ia #inica banda observada en el westtern-blot (C).
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3.3.1.2.  Clonacidn del gen PPX1r en vectores de excpresiin para Psendomonas sp. B4

Luego de subclonado el gen PPX7r en E. whk se clondé un fragmento EwRI
proveniente del pTYPPX1 en la orientacién correcta en el vector de expresién regulada
pMLBAD previamente digerido con EwRI y desfosforilado con fosfatasa alcalina (CIP)
para obtener el plasmidio pBADPPX1 (Figura 16A). Por otra parte, un fragmento
EwRI/BanHI del gen PPX7r se cloné en el vector de expresién constitutiva pMLS7
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccién para obtener el plasmidio
pS7PPX1 (Figura 16B). Los plasmidios resultantes se transformaron en la cepa de E.
coli JM109 y se seleccionaron por resistencia a Trimetropin (50 pug/mi). La integridad
del gen PPX7r en estos plasmidios fue verificada tanto por anélisis de restriccién

(Figura 16C) como mediante secuenciacion de ambas hebras del DNA.
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Figura 16. Clonacion del gen PPXIr en vectores de expresion para Pseudomonas sp.
B4. Diagrama de los plasmidios de expresiin regulada pBADPPX1 (A) y constitutiva pS7PPX1 (B). (C)
Gel de agarosa (1%) de los fragmentos de DNA del andlisis de restriccion de los plasmidios recombinantes con
las enzimas EcRI (E), BamHI (B) y Hindlll (H). E/ marcador de peso molecular utilizado es el 1kb
ladder (Invitrogen) y la flecha indica las diferentes bandas que indican la presencia del gen PPX1r en los
plasmidios recombinantes pTYPPX2, pS7PPX1 y pBADPPXT.
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3.3.2. Andlisis funcional de la expresion del gen PPXIren Pseudomonas

sp. B4

Una vez obtenidos los plasmidios de expresién constitutiva (pS7PPX1) y regulada
(pPBADPPX1) se purificaron y se utilizaron para transformar células de Psendomonas sp.
B4 por electroporacién y los recombinantes se seleccionaron en placas de LB
suplementadas con Trimetropin (LBT, Figuras 17A y B). Como controles se
electroporaron los plasmidios sin el inserto PPX1r (pMLS7 y pMLBAD). Las colonias
recombinantes se chequearon por PCR en colonia con los partidores del gen PPX7r
(Figura 17C). Sélo con el objetivo de demostrar la versatilidad de estos vectores,
también electroporamos las células de B. xemovorans LB400, la cepa modelo para la
degradacién de los PCBs, y logramos obtener satisfactoriamente colonias
recombinantes para ambos plasmidios de expresion {resultados no mostrados).

Al inspeccionar ocularmente la morfologia de las colonias recombinantes de
Psendomonas sp. B4 que sobreexpresan constitutivamente el gen PPX7r en comparacién
con las colonias controles se apreciaron diferencias tanto en la forma como en el
tamafio. Las colonias controles (pMLS7, Figura 17A) son idénticas al tipo salvaje y
debido a su alta movilidad se esparcen rapidamente por la placa. Curiosamente en las
placas de las colonias recombinantes (pSTPPX1, Figura 17B) se mezclaban en igual
medida colonias idénticas al fenotipo control (CG, de colonia grande) con colonias
pequefias (CP, de colonia pequefia). Ambos tipos de colonias son positivas al ser

analizadas por PCR en colonia e igualmente observamos el fenémeno en las colonias
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recombinantes que sobreexpresan reguladamente el gen PPX7r (pBADPPX1, Figura
8C). Aunque no sabemos exactamente la causa de este fendmeno, si observamos que
solo en las colonias pequefias (CP) se aprecia expresién de la PPX/7r mediante andlisis
de Westtern-blot de los extractos totales (Figura 17D). Aunque no es el propdsito de esta
Tesis doctoral, serfa muy interesante determinar las causas de este fenémeno que
curiosamente se observé también en las colonias de recombinantes de B. xenorwrans
LB400 (resultados no mostrados).

La distincién de los recombinantes mediante la resistencia al trimetropin, el PCR en
colonia y el Westtern-blot no permiten una caracterizacion funcional de la PPX
sobreexpresada. Para esto determinamos tanto la actividad PPX como el contenido de

poliP en las células recombinantes y demostrar que la sobreexpresién de la PPX7r en

Psendomonas sp. B4 cavsa la degradacién de la mayorfa del poliP celular (poliP-).
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Figura 17. Sobreexpresion de la PPXIr en Pseudomonas sp. B4. Folografia de las placas de
LBT de las colonias de células recombinantes de Pseudomonas sp. B4 transformadas con los plasmidios
PMLS7 (A) y pS7PPX1 (B). Las flechas indican las colonias con el fenotipo colonia grande (CG) y colonia
pequeria (CP). (C) Gel de agarosa (1 %) de los fragmentos de PCR a partir de las colonias. (D). Westtern-
blot (a-His6) de extractos totales tanto de colonias controles (pM1.S7, 57 y tipo salvaje, wt) como de fenotipos

CPy CG.
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3.3.2.1.  Acdividad y regulacin de la actividad de la exopolifesfatasa exdgena de los

recombinantes de Pseudomonas sp. B4

El vector pMLBAD constituye un sistema regulado de expresidn cuyo promotor
(pBAD) es inducible por arabinosa y reprimible por glucosa. Por su parte, el vector
pMIS7 expresa constitutivamente los genes bajo el promotor de la proteina ribosomal
S7 (Lefebre y Valvano, 2002). Para comprobar funcionalmente esta regulacion en las
cepas recombinantes de Psewdomonas sp. B4, determinamos la actividad PPX mediante
cromatograffas de capa fina y analizamos los extractos proteicos por Westtern-blot (-
His6) en las diferentes condiciones.

Las células recombinantes que contienen los plasmidios pMLBAD y pBADPPX1 se
crecieron hasta la fase exponencial media y se incubaron con arabinosa 0,5 % y glucosa
1 % durante 2 h. Al analizar los extractos crudos de estas células por Westtern-blot se
observé una clara induccién por arabinosa en las fracciones de la cepa pBADPPX1 con
respecto al tiempo inicial (LB) donde igual habia una ligera expresién basal (Figura
18B). En glucosa esa expresién basal desaparecié por lo que se demostré que en
Psendomonas sp. B4 el sistema no solo es inducible por arabinosa sino también reprimible
por glucosa. Por otra parte, las células de las cepas recombinantes que contienen el
plasmidio pS7PPX1 también expresaron constitutivamente la PPX7r en las fases
exponencial y estacionaria del crecimiento celular 2 diferencia de las células control

(pMLST; Figura 18A).
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Figura 18. Expresidn constitutiva y regulada de Ia PPXIr en Pseudomonas sp. B4,
Westtern-blot (a-His6) de Jos extractos totales de células recombinantes de Psendomonas . B4. (A) Célnlas
transformadas con los plasmidios pMLS7 y pSTPPX1 tomados en fase exponencial (Ex) y fase estacionaria
(Es) de crecimients en medio LB. (B) Células transformadas con los plasmidios pMIBAD y pBADPPX1
crecidas en medsa rico (LB) y en condiciones de represion [ghicosa (Glu) 1 %] ¢ induccién [arabinosa (Ara) 0,1
30,5 %].

Para demostrar la funcionalidad de la PPX7r expresada constitutiva y reguladamente
por las cepas recombinantes de Psewndomonas sp. B4, los extractos proteicos analizados
anteriormente por Westtern-biot se utilizaron también para medir la actividad PPX. Para
encontrar las condiciones éptimas para la actividad PPX7r en las cepas recombinantes
de Pseudomonas sp. B4, primero realizamos ensayos de actividad PPX en las condiciones
comunicadas para las enzimas heteréloga (levadura) y homdloga (bacteria). Hsto
permitié reducir notablemente la actividad basal de la PPX de Psewdomonas sp. B4 y
determinar con certeza los cambios en la actividad PPX de la levadura codificada en los
plasmidios bajo diferentes condiciones (ver Métodos). Para ello se sintetiz6 y se
purificé [2P]poliP a gran escala para ser utilizado como sustrato de la reaccién y el
ensayo de actividad PPX se realizé segin se indica en las condiciones optimizadas. La
hidz6lisis del sustrato poliP a Pi se confirmé mediante el andlisis por cromatografia de

capa fina (TLC, Figura 19).
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Cuando la actividad PPX se ensay6 en los extractos de las células con el vector
constitutivo (pSTPPX1, Figura 19A) la actividad aumentd 10 veces (3.600 vs 370
pmoles Pi/min) respecto al control sin inserto (pMLS7). Resultados muy similares se
obtuvieron en los cultivos de células con el vector de expresién regulada (pBADPPX,
Figura 19B) sin inducir y en represién (glucosa) respectivamente. Cuando se agregd
arabinosa al 0,5% esta actividad se increment4 otras 7 veces (23.800 pmoles Pi/min)

con respecto al cultivo sin inducir eliminando casi en su totalidad el poliP utilizado en cl

ensayo (Figura 19B).
A B
g
. - » * @ < poliP
B pMLST pS7PPXI1 Glui% LB Ara(5b%

pBADPPX1

Figura 19. Actividad PPX en los extractos crudos de las células recombinantes de
Pseudomonas sp. B4. Cromatografia en capa fina (TLC) de los productos de la actividad PPX de
extractos totakes de células transformadas tanto con los plasmidios de expresion constitutiva (pMLS7 y
pS7PPX1, A; B-blaneo de reacciin) como de expresidn regulada (pMIBAD y pBADPPXT, B) erecidas en
medio rico (LB) y en condiciones de represion [ghucosa (Glu) 1 %] ¢ induccidn [arabinosa (Ara) 0,1 y 0,5 %],
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3.3.2.2.  Contenido de poliP en los recombinantes de Psendomonas sp. B4

Una vez demostrado el aumento regulado de la actividad PPX de los recombinantes
de Psendomonas sp. B4 que sobreexpresan la PPX7r silo nos resta conocer si este
aumento trac consigo la eliminacién de la mayor parte (sino todo) el contenido celular
de poliP. Para esto se purificé y cuantificé el poliP celular proveniente de las células
controles (PMLS7 y pMLBAD) y de las recombinantes (pS7TPPX1 y pBADPPX1) en
las condiciones estudiadas anteriormente. Al menos en las condiciones de crecimiento
analizadas (medio rico LB), donde se acumulan menos poliP que en el medio definido
(M9), tanto la expresién constitutiva (pS7PPX1) como inducida (pPBADPPX1-arabinosa
0,5%) son suficientes para remover mas del 95% del contenido de poliP presente en los
controles (PMLS7 y pMLBAD). Sélo en la condicién de represién (pBADPPXI-
glucosa 1 %) se vuelven a alcanzar los niveles de poliP de los controles (Figura 20).

Resumiendo, mediante el uso de los vectores de amplio espectro y bajo nmero de
copias logramos la sobreexpresién regulada y constitutiva de la PPX7r en Pseudomonas
sp. B4. Aunque no se muestra en esta Tesis doctoral, estos vectores se utilizaron
exitosamente en B. xenomrans LB400, la cepa modelo para la degradacién de los PCBs.
Esta sobreexpresion de la PPX7r nos permiti6 contar con cepas incapaces de acumular
poliP (poliP-) y de esa forma conocer mds detalladamente cul es la relacién de este

biopolimero con los procesos celulares de Pseudomonas . B4 y particularmente aquelios

relacionados con su crecimiento en bifenilo.
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Figura 20. Contenido de poliP de los recombinantes de Pseudomonas sp. B4. Los poliP
de las cepas recombinantes pS7PPX1 erecida en medio LB y pBADPPXT crecida en el mismo medio (LB) y
suplemsentada con glucosa 1 % (Glu) 'y arabinosa 0,5 % (Ara) se extrajeron, parificaron y cuantificaron segin
se detallé en Materiales y Métodos. Como control se uiilizd las células recombinantes irangformadas con los
Pplasmidios controles (pMLS7 y pMILBAD) que dieron idénticos resultados. Las barras indican ol  promedio de

tres réplicas y las barras de ervor indican la desviacion estdndar.
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3.4. Caracterizacién de las bacterias incapaces de acumular poliP
inorganicos

La acumulacién de poliP en bacterias es un proceso regulado y funciona no sélo
como donante de fosfato y fuente de energfa sino que ademds estd implicado en el
funcionamiento de sistemas reguladores globales (Kornberg ef 4/, 1999). La importancia
de los poliP en la regulacién, tanto de las actividades de las enzimas y complejos
enzimdticos como de la expresién de un grupo de genes, es la base de la supervivencia
para diversas bacterias, incluyendo patGgenos bajo condiciones de carencia y estrés
(Kulaev y Kulakovskaya, 2000).

Teniendo en cuenta que los poliP también han sido implicados como un factor
esencial en diversos procesos celulares esenciales para la bioremediacin, como la
movilidad y la capacidad para formar biopeliculas (Rashid y Komnberg, 2000; Rashid ef
al, 2000a; Rashid ef 4/, 2000b), estudiamos éstas y otras caracteristicas en las bacterias
de Pseudomonas sp. B4 incapaces de acumular poliP. También analizamos el
comportamiento de las bacterias recombinantes durante el crecimiento en bifenilo y las
consecuencias de la ausencia de este biopolimero en la célula. Finalmente y para tener
un estudio preliminar a escala global la funcién de los poliP en Pseudomonas sp. B4,
analizamos comparativamente los cambios que tienen lugar en el proteoma de las

bacterias poliP— con respecto a las células controles.
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3.4.1. Movilidad y quimiotaxis en Pseudomonas sp. B4 (poliP-)

La movilidad sirve a los microorganismos plancténicos para buscar los nutrientes
esenciales. Esto les permite responder directamente a las condiciones ambientales y a
los cambios temporales en la intensidad del estimulo. A diferencia de B. xenosorans
LB400, Psendomonas sp. B4 es muy mévil y el bifenilo y sus detivados clorados son
atrayentes quimioticticos (Gordillo ;fet al., resultados no publicados).

Teniendo en cuenta los resultad‘_os preliminares observados en el tamafio y la forma
de las colomias recombinantes de Psendomonas sp. B4, decidimos estudiar su movilidad y
la quimiotaxis mediante ensayos de capilares y de movilidad en placas de cultivo. Como
se aprecia en la Figura 21B, la cepa poliP— que expresa constitutivamente la PPXT7r
(pSTPPX1) esencialmente no sc movi6 fuera del punto de inoculacién luego de 48 h,
apoyando el hecho que esta bactéﬁa presenta un fenotipo inmévil. Esta carencia de
movilidad en principio no es debido 2 una pérdida apreciable de la estructura flagelar
(ver Figuras 25y 27).

Debido a esta falta de movirrﬁento, los procesos de quimiotaxis también se ven
afectados en estas células y como'se ilustra en la Figura 21C sélo las células del tipo

salvaje (WI) y las control (pMLS7) presentan indices relativos de quitriotaxis

significativos. Sin embargo en las bacterias poliP—entraron menos células al capilar y no

¥

i
influyé la presencia de un atrayente (casaminodcidos) en el capilar.
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Figura 21. Movilidad y quimiotaxis en Pseudomonas sp. B4 poliP— Placas de agar blands
con medio definido suplementadas con casaminodcidos (0,1 %) del ensayo de movilidad (natacidn) de las cepas
recombinantes pMLS7 (A} y pS7PPXT (B) luggo de 48 b de incubacion a 37 °C. (C) Ensayo de
quimiolaxis con capilares de las cepas de Psendomonas sp. W (lipe salvaje, IRQ 1,9), pS7PPXT (IRQ 0,6)
3y pPMLS7 (IRQ 2,1) utilizando casaminodcidos 0,1 % como atrayente quimico. El indice relativo de
guimitotaxis (IRQ) se define como la ragon entre el niimero unidades formadoras de colomias (UFC) gue
ingresaron al capilar con el atrayente quimico (Cas 0,1 %) y las que entran al capilar contro! (A,
amortignador). Las barras indican el promedio de tres determinaciones de dos replicas y las barras de error

indican la desviacion estdndar.
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3.4.2. Formaci6n de biopeliculas en Pseudomonas sp. B4 (poliP-)

Ta movilidad no solo ayuda a las bacterias 2 alcanzar los ambientes mis favorables y
competir con éxito con otros microosganismos sino también desempefia una funcién
importante en la adherencia a los substratos sélidos y Ja formacitn de biopeliculas
(O'Toole y Kolter, 2003; Harshey, 2003). Los poliP estén relacionados con éstos y otros
procesos celulares que regulan el comportamiento “social” de las bacterias como el
“quorum sensing”, la virulencia y la depredacién (Brown y Kornberg, 2004).

Para determinar si las capacidades de adherencia a superficies inertes estaban
afectadas en las células de Pseadomonas sp. B4 poliP—, utilizamos la cepa recombinante
que expresa reguladamente la PPX7r (pBADPPX1). Para eso utilizamos células crecidas
en IB con el sistema de expresién de la PPX7r inducido (arabinosa 0,5%) y reprimido
(glucosa 1 %) las que se inocularon e incubaron en placas de 96 pozos de PVC durante
toda la noche. Luego de desechados los sobrenadantes con las bacterias no adheridas a
las placas y lavados los pozos con las bacterias adheridas, éstas se tifieron con una

solucién de cristal violeta 0,1 %o.
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De todas las condiciones ensayadas en las células recombinantes (pPBADPPX1) solo

en la condicién en que el sistema de expresion estd reprimido se observa una clara

formacién de biopeliculas como en las células control (pMLBAD) en todas las

condiciones (Figura 22A). Aunque no podemos descartar que las células poliP— formen

biopeliculas menos resistentes que sean eliminadas de la placa con la metodologia

empleada, todo indica que no solo la movilidad y la quimiotaxis, sino también la

capacidad de adherencia a superficies estan afectadas en las células de Pseudomonas sp. B4

incapaces de acumular poliP.
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Figura 22. Formacion de biopeliculas de Pseudomonas sp. B4 poliP-. (A) Ensayo de

formaciin de biopelionlas de las células recombinantes de Pseudomonas sp. B4 transformadas con los plasmidios
pBADPPX1 y pMLBAD crecidas en diferentes medios (LB) suplementados con glicerol 2 %, glucosa 1 %y
arabinosa 0,5 %. Las células adheridas a las placas de PV'C se tiferon con crisial violeta 0,1 % y para

cuantificar este fenomeno se eluye el colorante con etanol 90 % y se mide la absorbancia a 595 nm (B). Las

barras indican el promedio de cuatro réplicas y las barras de error indican la desviacion estdndar.
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Figura 23, Morfologia de las colonias de Pseudomonas sp. B4 poliP-. Fotografia de las
colonias crecidas en medio rico LB de las células recombinantes de Psewdomonas sp. B4 transformadas con bs

plasmidios pMI.S7 (A) y pS7PPXT (B).

Un estudio mis detallado de la morfologia de la colonia mediante microscopia
éptica nos muestra una gran diferencia entre la colonia rugosa con forma irregular de la
cepa control (Figura 23A) y la colonia lisa con forma redonda de la cepa recombinante
poliP— (Figura 23B).

Estos cambios en la estructura espacial de la colonia y en la capacidad de adherencia
a superficies indican cambios de la estructura y composicién de la matriz de
exopolisaciridos (EPS). Estos cambios tienen una gran influencia en los procesos de
virulencia y proteccién contra condiciones ambientales adversas (Goémez-Sudrez ef 4l,

2002) y su relacién con los poliP serd discutida mis detalladamente el capitulo de

Discusion.
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3.4.3. Crecimiento en bifenilo y morfologia de las células de

Pseudomonas sp. B4 (poliP-)

Durante el crecimiento de Psendomonas sp. B4 en bifenilo y clorobifenilos aumenta
notablemente la presencia de los grinulos de poliP. Las células de Psewdomonas sp. B4
incapaces de acumular este biopolimero (pS7TPPX1) cuando crecen en medio definido
(M9T) suplementado con bifenilo, presentan un retardo en el inicio del crecimiento y
finalmente alcanzan una densidad celular menor que el cultivo de las células control
(pMLS7, Figura 24B). Este fenémeno no se aprecia cuando las células crecen en

glucosa como tnica fuente de carbono (Figura 24A).
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Figura 24. Crecimiento de las células recombinantes de Pseudomonas sp. B4 en medio
M9 con glucosa y bifenilo. Las células recombinantes de Psendomonas sp. B4 iransformadas con los
plasmidios pMLS7 (m) y pSTPPXT (0) se crecieron a 37 °C com agitacion en medio definido (MIT)
suplementado con glucosa 1 % (A) y bifenilo 2 mM (B) cormo sinicas fuentes de carbono.
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Una inspeccién mediante microscopia electronica de transmisién de las células
obtenidas a las 48 h del cultivo crecido en bifenilo se muestra en la Figura 25. Las
células se centrifugaron, se lavaron y sin tincién se aplicaron en las grillas de ME. Los
grinulos de poliP claramente visibles en las células controles (Figura 25A) no se
observaron en las células incapaces de acumular este biopolimero (Figura 25B).

Esta observacién fue ratificada cuando se cuantificé el contenido de poliP en ambos
tipos de células (Figura 25C) ya que la sobreexpresién de la PPX7r en las células poliP—
causa la remocién de mias del 95 % del contenido de poliP de las células control.

A pesar que las células no se sometieron a ningiin tipo de tincién para generar un
mayor contraste, se puede apreciar claramente los flagelos tanto en las células control
como en las carentes de poliP (Figuras 25 y 26). Sin embargo debemos aclarar que a
pesar de apreciar los flagelos por ME nuestra metedologia no nos permite conocer mis
detalladamente si existen otros problemas en el resto de la estructura flagelar que den

cuenta de la inmovilidad celular.
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Figura 25. Presencia de grinulos de poliP en las células recombinantes de
Pseudomonas sp. B4. Microfotografias electrinicas de las células recombinantes de Psendomonas sp. B4
transformadas por los plasmidies pMLS7 (A) y pS7TPPXT (B) obtenidas luego de 48 b de crecimiento con
agitacién en medio definido (MIT) suplementado con bifenilo 2 mM como dinica fuente de carbono. (C)
Contenido de poliP de las cepas recorbinantes de Psendomonas sp. B4. Las flechas indican la presencia de las
estructras flagelares en ambos tipos de céhulas. Las barras indican el promedio de tres réplicas y las barras de

ervor indican la desviacion estdndar.
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Para poder degradar un sustrato como el bifenilo las bacterias secretan una serie de
compuestos que permiten disminuir las distancias entre la célula y el sustrato sélido.
Dentro de estos compuestos, los exopolisaciridos (EPS) son fundamentales en la
formacion de las biopeliculas (Hall-Stoodley y Stoodley, 2002).

Normalmente, para visualizar los grinulos de poliP de las bacterias recombinantes
de Psendomonas sp. B4 crecidas en bifenilo al microscopio electrénico de transmisién, las
células se centrifugaron y lavaron antes de aplicarlas a la grilla (Figura 25A y B).
Teniendo en cuenta que durante este proceso las células pierden el EPS que las
envuelve, se analizaron células de Psendomonas sp. B4 crecidas exponencialmente en
bifenilo sin centrifugar. En las células recombinantes poliP— (pS7TPPX1, Figura 26A) no
se observa el material extracelular que se observa alrededor de las células control
(pPMLS7, Figura 26B). Aunque estd por demostrar definitivamente que este material
constituye EPS si podemos sugerir que su ausencia sea una de las causas que explican la
incapacidad de formar biopeliculas y los cambios en la morfologia de las colonia de las

células carentes de poliP.
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Figura 26. Presencia de material extracelular en células recombinantes de
Pseudomonas sp. B4. Microforografia electrinica de células sin centrifugar de los copas recombinantes

FCHS (pMLS7, A) y FCH3 (pS7PPX1, B). Las flechas indican el material extracelular y Ia linea 500

na

3.4.4. Otros fenotipos de las células de Psendomonas sp. B4 (poliP-)

Uno de los fenotipos observados, hasta ahora no descritos en la literatura, fue el
alargamiento de las células carentes de poliP por una posible deficiencia en la divisién
celular (Figura 27). Curiosamente ese fenémeno solo se observé en la fase estacionaria
del cre;:imiento en medio rico LB, nunca en medio definido M9, en ninguna de las
fuentes de carbono utilizadas. Como se aprecia en el detalle ampliado, Ias células son
aparentemente capaces de formar el septum (Figura 27C, flechas), pero incapaces de
completar el proceso de separacion de las células. Como se habia visto anteriormente,

en ninguna de las condiciones en LB se acumulan grinulos de poliP.
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c D

Figura 27. Efecto de la ausencia de los poliP en Ia division celular en Ias células

recombinantes de Pseudomonas sp. B4. Fotografias de microscopia dptica (A y C) y ekecirdnica (B,
D y E) de las células recombinantes de Psendomonas sp. B4 iransformadas con los plasnidios pPMLS7 (A y
B) ypS7PPX1 (C, D y E). Las flechas indican los septstm y las lineas marcan 500 nm.
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3.4.5. Cambios en el proteoma de las células de Psendomonas sp. B4

(poliP-)

Gracias 2 la secuenciacién del genoma de B. xenotorans LB400, los nuevos hallazgos
en el metabolismo del benzoato y del bifenilo en B. xenowrans LB400 usando Ia
gendmica funcional y la proteémica, han permitido establecer las bases respecto a los
mecanismos moleculates subyacentes en la biodegradacién y aclarar los procesos
celulares relevantes para la bioremediacién de los PCBs (Denef ef al, 2004; 2005 y
2006).

Teniendo en cuenta los diversos cambios fenotipicos observados en las células de
Pseudomonas sp. B4 incapaces de acumular poliP, decidimos iniciar el estudio de los
cambios que tienen lugar en el proteoma de estas células y que pudieran dar cuenta de
las deficiencias observadas en la movilidad, adherencia a superficies y la divisién celular.

Para estudiar estos cambios se analizaron los proteomas de las células
recombinantes de Pseudomonas sp. B4 transformadas con los plasmidios pMLS7 y
pS7TPPX1 crecidas exponencialmente en medio rico LB y se analizaron
comparativamente los mayores cambios observados mediante electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). Como se aprecta en las Figuras
28 y 29, observamos proteinas que aumentan o disminuyen su expresidn en las células
poliP— (pSTPPX1) con respecto a las células control (PMLS?7). Los niveles relativos de
las proteinas individuales en cada gel 2D se cuantificaron mediante un programa

computacional para el procesamiento de imigenes y aquellas manchas que mas




Resultados 102

cambiaron se aislaron del gel de poliacrilamida para su posterior identificacién. Los
péptidos tripticos obtenidos de las proteinas de las muestras se analizaron por
espectrometria de masa (ESI-QUAD-TOF). A pesar que el genoma de Pseudomonas gp.
B4 1o se conoce, gracias a la secuencia de los genomas de 7 bacterias del género
Psendomonas (ver Materiales y Métodos), se pudo identificar en casi todos los casos los
iones de los espectros MS/MS y por consiguiente la identidad de la proteina.

Un resumen de las proteinas que logramos identificar y cuya expresién esta
incrementada en la cepa recombinante que sobreexpresa constitutivamente la PPX7r
con respecto a la cepa control se muestra en la Figura 28. Por otra parte en la Figura 29
y la Tabla 5 se muestran aquellas cuya expresién est4 disminuida en la cepa poliP— con
respecto al control.

Entre l:as proteinas que aumentan su expresién en las células poliP— (Figura 28)
estan las subunidades o y B de la Succinil-CoA sintetasa, enzima del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos que cataliza la hidrélisis del compuesto succinil-CoA y la sintesis
acoplada de un nucleétido trifosfato. En mamiferos se produce la sintesisde GTP, en
cambio en plantas y bacterias, se sintetiza exclusivamente ATP. Ambas reacciones son
equivalentes, ya que ATP y GTP se interconvierten mediante la accién de la enzima

nucledtido difosfato quinasa (NDK), reaccién que posee un AG® igual a 0.
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Muestra Mejor puntaje de similitud Puntuacién  Microorganismo
(Mascot)
R1 Succinil-CoA sintetasa, subunidad 768 P. putida K'T2440
R2 Succinil-CoA sintetasa, subunidad o 797 P. aernginosa PAO1
R3 Alquil hidroperoxido reductasa, subunidad 264 P. aeruginosa PAO1
C
R4 Succinil-CoA ligasa, subunidad « 181 P. syringae pv. syringae
B728a
R5 Acetil-CoA carboxilasa, 159 P. putida K'12440
(biotin carboxyl carrier protein)
R6 A'TP sintetasa, cadena o 178 P. aeruginosa PAO1

Figura 28. Cambios en el proteoma de Pseudomonas sp. B4 recombinante (pS7PPX1).

Las proteinas totales de las células pS7PPX1 crecidas exponencialmente en medio rico LB se separaron

mediante 2D-PAGE con un gradiente de pH 5-8. Las proteinas se tisieron con azul de Coomassie y los

cuadrados indican las proteinas que aumentan su nivel en las células carentes de poliP.




Resultados 104

Una de las proteinas aumentadas en las células poliP— es la aceti-CoA carboxilasa
que cataliza la carboxilacién del acetil-CoA 2 malonil-CoA. Este paso est4 considerado
como el paso limitante en la biosintesis de acidos grasos de cadena larga. Otra proteina
relacionada con la sintesis de los nucledtidos de la célula y particularmente de ATP, es
la cadena « de la ATP sintetasa la que también aumenta en estas células. Finalmente una
enzima relacionada con las actividades antioxidantes de la célula, como la alquil
hidroperdxido reductasa también estd incrementada. En E. wh, esta enzima estd
involucrada en la respuesta al estrés oxidativo y se encarga de la destoxificacién no solo
de los hidroperéxidos organicos sino que también su sitio activo es capaz de acomodar
cualquier peréxido (ROOH), incluso el de hidrégeno (H203) (Server y Imlay, 2001).

Entre las protefnas que disminuyen su expresién en las células carentes de poliP
(Figura 29) se encuentran dos enzimas involucradas con la biosintesis de la arginina. La
ornitina carbamiltransferasa cataliza la produccién de citrulina a partir de carbamil-
fosfato y ornitina con la consiguiente formacién de fosfato (Bauer ez a/, 1987). La otra
enzima es la ornitina aminotransferasa que cataliza la conversién de la L-ornitina al L-
aminodcido en el cuarto paso en la biosintesis de la arginina. Completan la lista de las
proteinas que disminuyen en las células poliP-, un componente del transportador ABC
de aminodcidos, la flagelina y la dihidrolipoamida deshidrogenasa, una flavoproteina

que actia como componente de complejos de deshidrogenasas.
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Muestra Mejor puntaje de similitud Puntuacion Microorganismo
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Vi Ornitina transcarbamilasa 293 Pseudomonas aernginosa
PAOL1
V2 Dihidrolipoamida deshidrogenasa 155 Pseundomonas aeruginosa
PAO1
V3 Transportador ABC aminoacidos 154 Psendomonas putida
(proteina de unién de aminodcidos) K'T2440
V4 Ornitina/acetilornitina aminotransferasa 196 Psendomonas syringae
pv. tomato str. DC3000
Vo6 Flagelina 466 Psendomonas mendocina

Figura 29. Cambios en el proteoma de Pseudomonas sp. B4 recombinante (pMLS?7).

Las proteinas totales de las células pS7TPPXT1 crecidas exponencialmente en medio rico LB se separaron

mediante 2D-PAGE con un gradiente de pH 5-8. Las proteinas se tifieron con azul de Coomassie y los

clrctlos indican las proteinas gue disminuyen su nivel en las células carentes de polP.
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4, Discusion

4.1. Cambios en los niveles de los poliP en Pseudomonas sp. B4

Los mecanismos de resistencia y supervivencia bacterianos son importantes para la
bioremediacién y el biocontrol de las bacterias degradadoras de PCBs (Ohtsubo ez 4/,
2004). Durante estos procesos, las células deben coordinar los cambios en los indices
de transcripcién y traduccién de los genes relacionados con estos procesos. El poliP
podria proporcionar los fosfatos activados y coordinar una respuesta de adaptacién al
unir tanto metales como proteinas especificas y también se pueden localizar en la célula
en una forma flexible, orientada, y relativamente estable en respuesta a una variedad
amplia de necesidades metabodlicas (Brown y Kornberg, 2004).

En esta Tesis encontramos que las células de Psendomonas sp. B4 acumulan una gran
cantidad de granulos densos al paso de los electrones cuando crecen en bifenilo y
clorobifenilos en todas las etapas del crecimiento y en glucosa solamente cuando las
células alcanzaron la fase estacionaria (Figuras 5 y 6). Este fenémeno se observd
igualmente en la cepa modelo para la degradacion de los PCB, B. xenoworans 1LB400
(resultados no mostrados). Dos tipos de evidencias espectroscopicas nos permiten
afirmar que estos granulos estin compuestos fundamentalmente por acumulaciones de
fosfato. Por una parte, el analisis elemental (EDAX) de los grinulos mostr6 que éstos
estin principalmente compuestos de fosforo y oxigeno (Figura 7), y mediante otro

andlisis espectroscopico mds detallado (EELS, Figuras 8 y 9) pudimos concluir que
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estos granulos estaban compuestos de fosfato y podrdan corresponder a grinulos de
poliP. Esta observacién se correlacioné adecuadamente con la determinacién
cuantitativa de poliP (Figura 10), la cual se basa en la conversién enzimitica especifica
del poliP a ATP (Ault-Riché ef 4/, 1998). El anilisis electroforético de los poliP
extraidos desde las células de Psendomonas revelé que éstos tenian un tamafio inferior al
descrito para otras bacterias como E. wfk y A. ferroxidans (Ahn y Kornberg, 1990;
Alvarez et al,, 2004). Sin duda, el andlisis enzimatico especifico constituye, en definitiva,
la prueba cabal de la existencia de poliP en Psendomonas sp. B4 los que se observan como
granulos densos a los electrones.

Teniendo en cuenta los altos niveles de poliP (~500 nmoles/mg proteina)
encontrados en Psendomonas sp. B4 (Tabla 4) podemos clasificar este microorganismo
como acumulador de poliP (PAO). Estos niveles son incluso miés altos que los
encontrados en Acnetobacter jobnsonti, una bactetia que se caracteriza por presentar
grandes cantidades de poliP, por lo que se le utiliza en plantas de tratamientos de agua
en procesos de remocién de Pi (EBPR), donde puede Hegar a acumular hasta el 30 %
de su masa como poliP (Kulaev y Kulakovskaya, 2000). Teniendo en cuenta los altos
niveles de poliP acumulados por Psewdomonas sp. B4 y que los PCBs y los metales
pesados comparten ambientes contaminados (Shin ¢ 4/, 2004; Gillan ez 4/, 2005), puede
ser interesante estudiar si este microorganismo se podsia utilizar no solamente en la
bioremediacién de PCBs sino también en la remocién de fésforo y metales pesados en

estos sitios.
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Tabla 4. Comparaciin de los niveles de poliP encontrados en diferentes microorganismos.

Especie poliP (nmoles de Pi / mgde  Referencia
proteina)

Pseudomonas sp. B4 400-500 Chavez ef al., 2004

S higella flexcneri 21 Kim et al., 2002

Salmonella enterica serovar 15-25 Kim et al., 2002

typhimurium y Dublin

E. coli 50 Rao et al, 1998

Alerobacter aerogene 250 Harold, 1966

Vibrio cholera 400 Ogawa ef al, 2000

H. pylori 12 Shirai ez al, 2000

Alcinetobacter jobnsonii 300 Ault-Riché ez al, 1998

P. aeruginosa PAOT 300-400 Kim ez al., 1998

Acidithiobacillus 300-400 Alvarez et al., 2004

[ferrooxidans

Sulfolobus solfataricus 20 Cardona ef al., 2002

Sulfolobus metallicus 200 Remonsellez ef al., 2006

La acumulacién de poliP responde a diversos factores externos como a los
nutrientes del medio y a las condiciones fisicas y quimicas de los mismos (Harold, 1966;
Rao y Kornberg, 1999; Nesmeyanova, 2000). Este parece ser el caso cuando
Psendomonas sp. B4 crece en medio definido suplementado con bifenilo y/o
clorobifenilos como unicas fuentes de carbono, pues a diferencia de lo observado
cuando las células crecieron en glucosa, en todas las fases del crecimiento se observo y
cuantificé un aumento de los niveles de poliP. En las células que crecieron en medio

tico (LB) nunca se observé la acumulacion de estos grinulos, posiblemente debido a
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que la acumulacién de poliP en bacterias es un fenémeno natural y un proceso
altamente regulado que depende de la disponibilidad de fosfato y de las fuentes de
energia asi como de la presencia de los contraiones (Kuroda y Ohtake, 2000;
Nesmeyanova, 2000). La baja concentracién de fosfato inorganico en el medio LB (~1
mM vs 70 mM en medio M9) y la alta disponibilidad de fuentes de carbono pueden
explicar este fenémeno. Otra consideracién a tener en cuenta es que la acumulacién de
poliP estd influenciada por el balance celular de ADP/ATP (Harold, 1966). Durante la
fase exponencial en medios de crecimiento favorables (glucosa) hay una menor
disponibilidad de ATP para la sintesis de poliP, de forma tal que quizis el crecimiento
en un entorno mas adverso (bifentlo) “simularfa” las condiciones de la fase estacionaria
de crecimiento donde los requerimientos de ATP para la replicacién del DNA
disminuyen y en principio podria haber una mayor disponibilidad de ATP para la
sintesis de un polimero de reserva como el poliP.

Aunque no sabemos exactamente la causa de la acumulacién de poliP en
Psesdomonas sp. B4 cuando crece en bifenilo y clorobifenilos puede ser que ocurra lo
mismo que cuando las células entran a la fase estacionaria del crecimiento donde deben
enfrentar todo tipo de estrés y carencias para sobrevivir (Kuroda ez @/, 2001, 2006). En
estas condiciones aumentan los niveles del nucleétido guanosina tetrafosfato (ppGpp)
que inhibe la actividad PPX (Kuroda ez 4/, 1997), lo que proporciona un mecanismo

para la acumulacién de poliP independiente de la actividad PPK1 (Rao e 4/ 1998).
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Para las células de Psendomonas sp. B4 el poder detectar éstas sefiales tempranamente
le permitirfa acumular poliP como un sistema de alarma y asf activar o aumentar los
sistemas de proteccién. Es probable entonces que la acumulacién de poliP observada
en Psendomonas sp. B4 contribuya no solo como fuente de energia sino también para
coordinar la supervivencia a las condiciones de crecimiento en estos compuestos

organoclorados.

4.2.PCBs, poliP y estrés

El aumento en los niveles de la proteina de estrés GroEL observado cuando
Psendomonas sp. B4 crecié en la presencia de bifenilo y clorobifenilos como dnicas
fuentes de carbono, son similares al comportamiento observado en Psexdomonas sp. DJ-
12 ante bifenilo y 4-clorobifenilo (Park ez @/, 2001) y Burkbolderia sp YK-2 ante el
herbicida 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) (Cho e 4/, 2000). Esto indica que estos
compuestos organoclorados no solo son fuentes de carbono y energia, sino que actian
también como generadores de estrés celular. Posiblemente, en algunas bacterias los
PCBs ejercen sus efectos téxicos acumulindose en la membrana citoplasmatica e
interrumpiendo su funcién. En este caso la capacidad degradativa es importante no
solamente para la adquisicién de energia, sino también parz la desintoxicacién del PCB
(Delawary ef a/. 2003).

En los microotrganismos vivos, ¢l estrés oxidativo es causado tanto por la

sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como por el agotamiento de

los antioxidantes. El estrés oxidativo se ha involucrado como posible mecanismo causal
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de la toxicidad de estos compuestos organoclorados (Lee, 1999). Mediante la oxidacién
del 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) es posible medir los niveles de ROS en
células intactas. Empleando este método se comprobé la generacién de estrés oxidativo
cuando las células son expuestas a bifenilo y clorobifenilos en el medio de cultivo
(Figuras 13 y 14). Estos resultados coinciden con los observados en la bacteria
Ochrobactram anthropi frente a concentraciones téxicas de sustratos como fenol y 4-
clorofenol, donde mediante electroforesis capilar y la sonda dihidrorodamina-123 no
solo demostraron el aumento de ROS en las bacterias sino también el aumento de las
enzimas destoxificantes glutatién S-transferasa (GST) y sulféxido reductasa (MsrA)
(Tamburro ef al, 2004).

Estos resultados sugieren que las células de Psesdomonas sp. B4 expuestas a estos
compuestos estarian en sitvacion de estrés oxidativo. Dado que esta situacién puede ser
controlada por la accién de enzimas antioxidantes, serdn necesarios otros estudios para
entender la respuesta celular antioxidante, que limita el dafio, y su relacién con los poliP
en Psendomonas sp. B4.

Aunque la fuente exacta del estrés oxidativo debe ser investigada més a fondo, una
posible explicacién a este fenémeno podria radicar en que la degradacién de los
sustratos aromiticos por mono y dioxigenasas produce ROS que conducen a la
generacién de estrés oxidativo (Tamburro et 4/, 2004). Estas enzimas, que participan en
la degradacién aerébica bacteriana de los compuestos arométicos, tienen unidos grupos

sulfoférricos [2Fe-25] del tipo Rieske como centros redox para la transferencia de los
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electrones, que catalizan la adicién enantio-especifica del oxigeno (O2) al bifenilo para
formar los cis-dihidrodioles respectivos (Gibson y Subramanian, 1984; Furukawa et 4/,
2004). Curiosamente y como producto de la reaccién de desacoplamiento por la
presencia del benceno, un 40-50 % del Oz consumido por la dioxigenasa es reducido a
peréxido de hidrégeno. Mediante la reaccién de Fenton, este perdxido puede
descomponerse espontineamente formando los radicales oxidantes hidroxilo (Lee,
1999).

La generacién de estrés oxidativo en Psewdomonas sp. B4 durante el crecimiento en
bifenilo y clorobifenilos coincide con los experimentos de gendmica funcional y
protedmica realizados recientemente en B. xenovorans LB400, donde se compard los
cambios globales durante el crecimiento en benzoato y bifenilo como tnicas fuentes de
carbono y energia (Denef e 4/, 2005; 2006). Como resultados de estos estudios, muchas
de las proteinas no-catabdlicas encontradas més abundantes durante el crecimiento en
bifenilo y/o benzoato con respecto a succinato, aparecen relacionadas a la respuesta a
estrés.

Es posible que unido a la respuesta frente a carencias nutricionales, los granulos de
poliP en Psendomonas sp. B4 sean también una respucsta adaptativa al estrés oxidativo,
generado durante la degradacion de los clogobifenilos. Esto se puede inferir porque en
mutantes de E. cof en el gen ppkl, carentes de poliP, son mas sensibles al estrés

oxidativo sobre todo cuando las células entran en la fase estacionaria del crecimiento

(Crooke et al, 2002). Estos mutantes también son hipersensibles a la menadiona, un
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agente redox que genera oxidantes citotéxicos (Wu y Wiess, 1991). Esta
hipersensibilidad se debe a la falta de induccién de la actividad catalasa durante la fase
estacionaria (Greenberg y Demple 1988; Ivanova ¢f 4/, 1994). Finalmente, la pérdida de
virulencia ocular de mutantes de Psewdomonas aernginosa PAOMS en el gen ppkl se ha
relacionado con la desregulacién de mdltiples procesos, incluyendo aquellos
responsables de la respuesta a estrés (Parks y Hobden, 2005). Todos estos ejemplos
remarcan la importancia de los poliP en la regulacién de la expresion de los genes

relacionados con la respuesta adaptativa a las condiciones de carencia y estrés.

4.3. Obtencion y caracterizacion de las bacterias incapaces de

acumular los poliP

Para estudiar mas detalladamente la funcién de los poliP en Psexdomonas sp. B4
decidimos obtener bacterias con fenotipo incapaces de acumular este biopolimero y
caracterizar los cambios fistolégicos y moleculares que tienen lugar en estas bacterias.

Las células de E. e/ que sobreepresan la exopolifosfatasa (PPXT7) de levadura (Wurst
et al., 1995) poseen un fenotipo similar al de los mutantes por delecién en el gen PPKY
(que sintetiza los poliP) en cuanto a la resistencia a diversos tipos de estrés (Shiba ez 4/,
2000). En esta Tesis y mediante vectores de amplio espectro (Lefebre y Valvano, 2002)
demostramos que la sobreexpresion de la PPX1 de levadura en Psendomonas sp. B4 es
capaz de remover mis del 95 % de los poliP celulares en todas las condiciones de

cultivo (Figuras 20 y 25). Ademas, el contar con un vector constitutivo y otro regulado,
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nos permitié una mayor flexibilidad para planificar y disefiar los experimentos
realizados.

Una de las modificaciones fisiolégicas encontradas en las células de Psewdomonas sp. B4
poliP— fue la ausencia de movilidad, a pesar de que posee los flagelos intactos. Esta falta
de movilidad tuvo como consecuencia que se afectd procesos celulares importantes en
la bioremediacién de los PCBs como la quimiotaxis y la formacién de biopeliculas
(Figuras 21 y 22). Este fenotipo también ha sido encontrado en mutantes por delecién
del gen PPKT en P. aeruginosa (Rashid et al. 2000b; Rashid y Kornberg, 2000) y en otras
bacterias, sobre todo patégenas (Rashid ef 4/ 2000a; Kim ef 4/, 2002; Shi et al, 2004;
Tan ¢t al., 2005; Zhang et al.,, 2005b).

¢Cémo podtian los poliP afectar la movilidad y la quimtotaxis? La explicacién puede
radicar en el sistema de transduccion de sefiales, ya que los poliP podsdan sustituir al
ATP en la fosforilaciéon de CheY (o alguna proteina relacionada) afectando asi las
operaciones flagelares a un nivel funcional (Eisenbach, 1996). También el poliP podria
interferir con los niveles celulares de Ca?* y afectar la actividad de las proteinas
relacionadas con CheY o puede actuar directamente en el motor flagelar (Margolin ez 4/,
1994). Curiosamente, se han encontrado grinulos de poliP en la base de los flagelos de
H. pylori, bacteria que causa gastritts crénica y Olceras pépticas en los seres humanos
Bode ez 4/, 1993). El depdsito de poliP cercano al flagelo podria estar relacionado con

la generaci6n de la energfa protén-motriz para la movilidad bacteriana.
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El modelo para describir los procesos de formacién de biopeliculas indica que las
células en estado plancténico reciben sefiales ambientales que favorecen la adhesién
inicial al substrato. Después de ello, las bacterias comienzan a comunicarse entre ellas
en un proceso denominado “quorum sensing” y estas sefiales gufan 2 la formacién de
microcolonias que formaran el biofilm maduro, una estructura tridimensional con
forma de hongo embebida en una matriz de EPS. Finalmente, nuevas sefiales indican a
la bacteria que se disgregue del biofilm para regresar al estadio plancténico,
completando asi el ciclo (O’Toole ¢ 4/, 2000).

¢Cémo podrian los poliP afectar la capacidad de formar biopeliculas? Los
exopolisaciridos (EPS) son componentes extracelulares bacterianos esenciales en los
pasos iniciales de la adherencia a superficies y en la formacién de las biopeliculas en
muchas bacterias y particularmente en P. geruginosa (Matsukawa y Greenberg, 2004). Los
cambios observados por ME son indicativos de la presencia de un material extracelular
que podria corresponder a EPS (Figura 26). Bsto podria afectar la capacidad de las
células de formar biopeliculas sobre superficies inertes y también ser los responsables
de los cambios observados en la morfologia de las colonias (Figura 23). La sintesis de
alginato, uno de los componentes fundamentales de los EPS en bacterias y que requiere
tanto azicares fosforilados como GTP, esta regulada por los poliP en Psewdomonas
aernginosa (Kim et al, 1998). Aunque no se conoce exactamente como ocurre esta

regulaci6n, teniendo en cuenta que los poliP pueden ser sustitutos del ATP (Kornberg,



Discusion 116

1995), es posible que participen en la sintests de alginato y en la formacion del EPS que
contribuye a la proteccién bacteriana ante condiciones adversas.

Es quizds una combinacién de estas incapacidades fisiolégicas lo que hace que el
crecimiento en bifenilo se vea afectado en las células de Prewdomonas sp. B4 poliP—
(Figura 24). La prolongada fase de adaptacidn unida a retardo del crecimiento celular
puede indicar que en ausencia de poliP (Figura 25) y con una ineficiente utilizacién de la
fuente de carbono insoluble, la respuesta celular podiia causar un retardo del
crecimiento. Esto respaldaria la importancia de los poliP, y posiblemente las
acumulaciones de este biopolimero observadas en Psewdomonas sp. B4 cuando crece en
bifenilo y clorobifenilos como dnicas fuentes de carbono y energfa, contribuyan a
programar a las células para coordinar la respuesta frente a las condiciones no
favorables de crecimiento en estos compuestos organoclorados. Entender mejor la
funcién de los poliP en Psendomonas sp. B4 puede ser importante para mejorar la
interaccién del microorganismo con sus sustratos téxicos y por lo tanto perfeccionar la
eficiencia de los procesos de bioremediacién.

Otra modificacién morfolégica no descrita en la literatura observada en las células de
Psendomonas sp. B4 poliP— en la fase estacionaria del crecimiento en medio rico LB, fue
su alargamiento, probablemente por una inhibicién de la septacién celular (Figura 27).
La formaci6n del anillo de septacién durante la divisién celular en muchos procariontes
y organelos eucariontes depende de la proteina FitsZ (Margolin, 2006). La FtsZ es una

G'IPasa bacteriana homoéloga a la tubulina eucariota, cuyo ensamblaje y desensamblaje,
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dependiente de GTP, se piensa son esenciales para la formacion, junto con otras
proteinas, del dinimico anillo de septacién (divisoma) durante la division celular
(Romberg y Levin, 2003).

¢Coémo podrian los poliP afectar la division celular? Por una parte es posible que los
poliP puedan tener un efecto en la proteina bacteriana FtsZ, ya que su actividad
GTPasa es dependiente de iones bivalentes y de GTIP. Teniendo en cuenta las
caracteristicas de los poliP que tanto suministran fosfatos para la generacién de GTP
(Ishige et al, 2002; Zhang et 4/, 2002; Shiba et 4/, 2005) y son quelantes de metales
bivalentes (Kornberg, 1995), la ausencia de este biopolimero pudiera bloquear
indirectamente la polimerizacién del anillo Z, lo que explicaria el fenotipo observado.
La enzima encargada de utilizar el poliP en la generacién de GTP en P. aeruginosa
(PPK2), se induce 100-veces en la fase estacionaria, en esta etapa el GTP es necesario
para la sintesis de alginato, el EPS que envuelve y da forma a la bacteria, y posiblemente
para otras funciones como la divisién celalar. Tampoco podemos descartar que otras
proteinas relacionadas con el divisoma y también dependientes de GTP e iones
divalentes para su actividad se vean afectados por la ausencia de poliP.

Dictyostelinm discoidenrn, una ameba unicelular que se alimenta de bacterias que viven
habitualmente en el suelo y se multiplica por divisién binaria, es el inico eucarionte que
presenta un ortologo de la PPK1 bacteriana (DdPPK1, Zhang & a4/, 20052).
Curiosamente, la DAPPK2 otro parilogo en su genoma, es capaz de formar filamentos

de actina con la concomitante sintesis enzimatica del poliP en una reaccién
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completamente reversible (Gomez-Garcia y Kornberg, 2004). Asi, este complejo
particular puede polimerizar filamentos de actina sin la actividad “derrochadora” de

ATP (ATPasa) atribuida a las actinas y conservando la energfa como poliP.

4.4. Cambios en el proteoma de Pseudomonas sp. B4 (poliP-)

Los poliP tienen numerosas y variadas funciones bioldgicas dependiendo de su
localizacién y disponibilidad (Brown y Konberg, 2004; Komberg ef 4/, 1999). Debido a
las variaciones fisiolégicas y morfolégicas observadas en las células de Psewdomonas sp.
B4 incapaces de acumular poliP (Chéavez et 4/ 2006), decidimos estudiar la respuesta
global del proteoma de esta bacteria comparada con el de las células control. Aunque el
andlisis se puede considerar preliminar, pues solo analizamos una condicién de
crecimiento y secuenciamos solo aquellas proteinas cuya expresion cambié en mayor
magnitud comparativamente, se pueden discutir algunas consideraciones interesantes.

Las funciones energéticas de los poliP se pueden corelacionar con los incrementos
encontrados en las células poliP— de varias de las enzimas del ciclo de Krebs y vias
relacionadas (Figura 28). Temiendo en cuenta que la ausencia de poliP en estas
condiciones puede disminuir los niveles de ATP en la célula, un aumento del
funcionamiento del ciclo de Krebs y de la sintesis acoplada de los nucleétidos

trifosfatos, pueden restaurar los niveles de ATP.
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GTP ATP
PPK2 PPK1
PAP PAP y otras
- Canales i6nicos. : Gfll[_JOS Acidos
- Transformacién | PHB ¢— pO].lP —— Alquilos grasos y
bacteriana yaa polipéptidos
PPX Otras proteinas
PPK1 (Ej. Lon, histonas)

Complejos poliP-proteina

Respuesta a estrés y carencias
nutricionales

Regulacion de la transcripcién
Fidelidad de la traduccién

Figura 30. Los poliP: una molécula para muchas funciones. Miiltiples funciones asociadas a s

PolP junto con algunas engimas relacionadas con su metabolismo y fincin en la célula (PPK1: polifosfato
quinasa 1; PPK2: polfosfato quinasa 2; PPX: exopolifosfatasa, PAP: polifosfato AMP fosfotranferasa; Lon:

Proteasa Lon; PHB: poli-§-hidroxibutirato).

Ademis, la produccién de poliP y de alginato est4 coregulada en P. zernginosa (Kim et

al., 1998) y las enzimas del metabolismo de los poliP se han relacionado con enzimas

del ciclo de Krebs particularmente en la generacién de precursores de la sintesis de

alginato (Schlictman ef 4/, 1994; Kavanaugh-Black ez 4/, 1994). Incluso se ha postulado

que los poliP pueden utilizarse directamente para la conversién del acetato en su
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tioéster activado (acetil-CoA) (Kim ef 4/, 1998). Serfa interesante continuar investigando
Ia relacién de los poliP con estos procesos celulares pues son muy importantes en la
formacién de los exopolisaciridos claves para los procesos de virulencia e infectividad
de las bacterias patdgenas (Kornberg ef 4/, 1999).

La enzima acetil-CoA carboxilasa, cuyos niveles estin aumentados en las células
poliP—, estd considerada como el paso limitante en la biosintesis de los 4cidos grasos de
cadena larga. Esto se puede deber a que los poliP son capaces de proveer fosfatos tanto
a grupos alquilo activados como a los aminoacidos para formar 4cidos grasos y
proteinas, respectivamente (Figura 30, Brown y Kornberg, 2004).

Respecto a la relacion de los poliP y el estrés oxidativo (Figura 30), Ia alquil
hidroperéxido reductasa, enzima encargada de la destoxificacién celular de cualquier
peréxido (ROOH) (Server y Imlay, 2001), se encontré incrementada en las células
incapaces de acurmnular poliP. Teniendo en cuenta que los poliP regulan la expresion de
las enzimas fundamentales que participan en la destoxificaciéon de ROS (catalasa y
superdxido dismutasa), la alquil hidroperdxido reductasa puede ser una via de
destoxificacin alternativa, no regulada por los poliP, que se activa en carencia de las
actividades destoxificantes en las células poliP—-. Curiosamente, en E. cw# se descubrié
que mutantes desprovistos de la actividad catalasa son capaces de eliminar
concentraciones fisioldgicas de HzOz tan rapidamente como las células del tipo salvaje

gracias precisamente a un incremento de la actividad alquil hidroperéxido reductasa

(Zhang, 1996; Seaver y Imlay, 2001).




Discusiin 121

Al inspeccionar las proteinas que disminuyen su expresion en las células de
Psendomonas sp B4 carentes de poliP (Figura 29 y Tabla 5), es evidente que la ausencia de
este biopolimero influye en el metabolismo de los aminodcidos y particularmente en el
de la arginina. Los niveles de dos enzimas involucradas con la biosintesis de arginina, la
ornitina carbamiltransferasa y la ornitina aminotransferasa, estin disminuidos.
Finalmente un transportador de aminoicidos (tipo ABC) también disminuye en las
células poliP—.

Como discutimos anteriormente, a pesar que las bacterias poliP— no son méviles,
presentan estructuras flagelares. Sin embargo encontramos que los niveles de flagelina,
componente principal del flagelo, estd disminuido en las células carentes de poliP. Serda
necesario un estudio mids detallado de la posible funcién de los poliP en la
polimerizacién y localizacién del flagelo para dilucidar esta aparente contradiccién.

La sintesis y degradacién de los poliP significa un problema intrigante al momento
de considerar tanto la acumulacién de los poliP como las funciones que éste es capaz de
regular. De acuerdo a los diversos cambios fenotipicos vistos en los mutantes del gen
PPK! de E. w/, mediante microarreglos de DNA se observaron grandes cambios
globales en los niveles del mRNA (aumentan 240 genes y disminuyen 460). Por el
contrario, en un mutante PPK2 de P. aeruginosa solamente 20 genes cambian su
expresion (Brown y Kornberg, 2004).

Aunque este andlisis proteémico preliminar nos da algunas pistas, stn duda debe ser

completado con estudios del proteoma en otros medios de cultivo y fuentes carbonadas
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y también en condiciones de carencia y estrés para la célula. De esta forma podremos
completar mejor el cuadro y dilucidar las conexiones que le permiten a los poliP realizar
sus variadas funciones (Figura 30). También estos trabajos podrian ser
complementados con estudios de gendmica funcional mediante el uso de microarreglos
de DNA, ya sea trabajando en la tnica bacteria degradadora de PCBs con genoma
conocido (B. xenovorans LB400) o utilizando la Psendomonas sp. B4 con microarreglos de

otras bacterias relacionadas de genoma conocido (P. putida K'12440, Stjepandic e/ 4,

2002).
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Inorganic polyphosphate (polyP) plays a significant role in locreasing bacterial cell resistance to unfaver-
able environmental conditions and in repulating diferent blochemical processes. Uslng transmission electron
microscopy of the polychlorinated biphenyl (PCB)~degradiog bactetlnm FPseudomanas sp. stalo B4 grovn in
defined mediom with biphenyl as the sole carbon source, we ocbserved large and abundant electron-dense
granules at all stages of growth and following 2 shift from ghucose to biphenyl or chlorobiphenyls. Using energy
disperstve X-ray analysis and electron enetzy loss speciroscopy with an Integrated eneryy-fitered transmission
eleciron microscope, e demonstrated that these grannles were matnly composed of phosphate. Uslng sensitive
enzymatic methods to quantify cellular polyP, we confirmed that this polymer accumulntes In PCB-deprading
bactetia when they srow In the presence of biphenyl and chlorobiphenyls. Concomitant lcreases I the Ievels
of the general stress proteltt GroEl and reactive axygen specles were alto observed In chlorobiphenyl-grown
cells, indicnting that these baeterla adfust their physiclogy with n stress response when they are confronted
with compounds that serve a9 earbon and energy sources and at the same time ave chemical stressors.

Polyphosphate (polyP) is a ubiquitous linear polymer con-
sisting of hundreds of orthophosphate residues (Fy) linked by
high-emergy phosphoanhydride bonds, The best-known en-
Zymes involved in the metabolism of polyP in bacteria are the
polyphosphate kinase (PPK) that catalyzes the reversible con-
version of the terminal phosphate of ATP into pelyP and the
exopolyphosphatase that processively hydrolyzes the terminal
tesidues of polyP to liberate P, (15).

Tke involvement of polyP in the regulation of both enzyme
activities and expression of Targe group of genes is the basis of
survival for different bacteriz, including pathogens, under
stress conditions and of adaptation to the stationary growth
phase (reviewed in reference 16). Mutant bacterial cells that
Iack polyP survive poorly duting growth in the stationary phass
and are less resistant to heat, oxidants, osmotic challenge,
antibietics, and UV radiation (6, 13, 24, 25, 35).

polyP accumulation in response to sutrient deprivation has
also been reported in the genus Psendomonas, and recent stud-
ies have demonstrated that PPK is essential in Pseudomonas
aeruginosa not only for various forms of motility (26, 27) but
also for biofiltn development, quorum sensing, production of
virulence factors, and virlence in the burned-mouse patho-
genesis model (28).

Chlorinated biphenyls {CBs) and polychlorinated bighenyls
{PCBs) belong to one of the most widely distributed classes of

* Corresponding author, Mailing address: Departamtento de Biolo-
gfa, Facultad de Ciencias Universidad de Chile, Santiago 1, Casilln 653,
Santiago, Chile. Phone: (56-2) 678 7375. Fax: (56-2) 271-2983. E-mail:
cjerez(@uchile.cl.

chlorinated chemicals in the environment (33, 34). The toxic-
itiea and carcinogenicities of some PCB congeners make them
a serious environments] and health problem (14). For cleanup
of large areas of PCB-contaminated soils and aquatic environ-
ments bioremediation seems to be a promising approach (22).
Although many genetic, enzymological, and biachemical anal-
yses of PCB-degradative pathways have provided the basis for
the sngineering of specific enzymes and genetically modified
microorgantsms in order (o improve performance in bioreme-
diation of PCBs, littls is known about the physiological adjust-
ments of PCB-degrading bacteria during growth with these
kinds of organachlorine compounds.

Here wo demonstrate that the PCB-degrading bacterinm
Pseudomonas gp. strain B4 accumulates much higher levels of
polyP during exponential growth with biphenyl than when glu-
cose i3 the sole carbon source. Following a shift from a defined
medium with, glucose to a medium with biphenyl or CBs as the
single carbon sourea, aumerous polyP granules accumulated in
the cytoplasm. Additionally, induction of the general stress
protein GroBl and oxygen reactive species (ROS) was ob-
served, probably as a physiological adjustment to growth in the
presence of these contaminating compounds, which appear to
stress the cells.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals. Bipheayl was purchased from Mewek (Hobenbeuns, Germany).
2-Chiorobiphenyl and 4-chlorobipbeny weee obtained from Accustandard, Tne,
{Now Haven, Conn.).
Bacterial straims snd prowth conditions. The bipkenylatilizing organisms
Butkhalderia fung in LB460 and Prend; #p. sirain B4 were grown
aerobically at 30°C on Luris-Bertant (£B) rick medinm or M? minimal salts
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dium (30) supg with 0.5% biphengl, 1% glucoss, 01% (wivol)
2<hlorobiphenyl, 015 (wiAval) 4-chlorotiphenyt, or 0.05% (volivol) 3-chlosobi-
pheayl For tho shif experiments, Paciedomenas sp. strain B4 cells that were
expoaesthally growa In M% medium with 1% glucose as the sole carbant sodros
were collected by cearrifisgation, washed ks with M9 medium, and finally
esuspended in the same madim suppiemented with bipbeayl or ancther CB.

Hlectron microscopy. Unstalned calls from the different culturms wers rou-
tiaely examined for the pessence of electron-dease bodies by traosmintion elec-
tron Ricroscopy (), Cells from the diffierent cultures were mixed 284 dispersad
in distilied waree and thea placed oate carbon-coated nicked gride. The drope
containing the microorganisms were drained off with fifter paper, agd the prep-
arations were air deied for 30 10 50 8, Electran mictoscopy was pedormed with
2 Phillps Tecnai 12 eloctzon micensoops by using an aceelerating voltage of 80 LV
(Electran Micrescopy Laboratory, Poatifcla Linfvessidad Casblica do Chle).

EDAX analysis. Boetgy-d pectrascopy of chemical elegients |n bac-
teriawas performed with 20 EDAX-PV 9500 energy-dispessive microanalyzes at
zn accelerating voitage of 120 XV (E). The elsctron beam was focused on the
location at which the elemental compesition was to be determined. Dus to the
interaction between the primary electron and the sample, X-tay signak were
collected with the enecgy-dispersive X-ray (EDAX) analysis spectrometer, Which
‘Was conuected to the chectron

FELS an] elereend mapning. Blectron eneagy loss spectwoscopy (EELS) aml-
it (17) was porformed with a Zeis CEM 902 integrated ngymtaedum
mission electron mi pe. Tke PCWIS Op d jon the €} p
troscopic Imagiag (BESD mode for element mapping, and parallel EBIS was
performed fot spectrum registration with the ald of ESI-Vislon sofwars (Soft
Imaging Systems, Milaster, Germany). Apemire settings described by Linsdort
et al (17) wers used, Commercial hydroxyapatits was msed 25 the inkernal
phosphame standard.

Parification and analysiz of Pudfed HigPPK w=
prepam by using Ercherichia col strain NR 100 as described proviously (1), and
this preparation was wicd ja the polyP assay described below, The probein
concentraton was defermined by the method of Bradford (Coomassic Pha
protein assay reagear; Pieree, Rockfoed, L),

Western immwnoblotting. The total protein fractions corresponding to the
difierent cell hlhshﬂtequhmawmssp:ramdqrmdim dodecyl sutfate-
polyacrylamide gel electrophoresis and ek red to 2 polyvinylidens
dmuo:m membrane as dmi:ed previously (23), For the antigen-antibody
g the tinsferred proteiis was treabed with an
muMﬂMadﬂm ferrctdany GrohiL, po!yclmzl antibody (1 1,000 d:.h:unn) E
the primary antibody and with 1 anti-rabbit antit dwith
peroxidase (Amessham, Little Chaffont, Unlted Kingdom) as e mndaxy
antibodies {1:5,000 dikstiott). A colmimetrle method was used to develop West-
em blols s recommended by Pramega (Madisoa, Wis.).

polyP quantifieation. polyP was quantificd by using a two-step conversion of
polyP into ATP by PPK aud quantification of ATP by hiclfsrass o peoeate light
(2). Finst, polyP was extracted from cefl exiracts by using Glammilk, and then it
was assayed by uslog the revetss stactlon of E. eqli FPK with excess ADP.
Fimlly, l.bu ATP cnnant was determined by using the lociferase (Bodmngu',
Mok ¥ jon, and the himf wa d with a
huminometer (BmSnn Inmlﬂé). The conceatration of polyF was expressed in
torms of P, residves.

Aulphdpoly?bg-gel' phoresds. polyP % d with
Ghsmlkwump:qmedfnrgﬂdumphamhbythemuhodotnnhmmnaar.
(2%). Polyacrylamide gel clectrophoresis was performed as previously describod

(18) with Tris borato EDTA buffer (PH 3.3), veing 18% 1rea gebs and a Protean
Tixi cell sysiem {Bio-Rad) for S0 min at 400 V. The gek were stained with
tobskibe bhs (0.05%) in 25% methanol The estimatmd sbr range of the polyP
was determined by comparisan with polyP standards having chain jcogths of 43
a0 75 P sesidues (Sigma) acd PolyPrs, (chain eogth, ~750 P residoes), oya-
ized fn vitro as o fy (2, 4).

e vivo deteetd nikOS.G product utROSinmﬂawmnuallygmwn

tunder dlm:mu conditions was dcn:ud by wing the oxidadve pucs scnsithe

peobe 2,7cichlorodifyd (DCFH.DA) (7). Tho aceryl
groups in tils compovad & 4 by %o fomm 24,7"-
dichorodiypdroduocssesia (DEFH) when the probe s taken 1p by living celk.
DCFH fs not but it kighly ssasitive 1o ROS; it 15 oxidized by thess

nctive species 1o the highty fiuorescent compound 2*,7' -dichlocofluorescesin (12).
DCTFH can be oxidized by seveal reacting apecies, including ROy, RO, OH,
HOCH, and ONOO™, but oaly longer-lived radieals contribute 1o the Increxse in
ﬂumwcnm (10). For our expexinents, DCFI-DA wat audded at a final coz-

centrallen of 5 M from a 2 mM stock solution in ethanol to celly exponentially
grown with ghicos, bipbenyl, 2-chlorobiphenyl, or 4-chinrohipbexyt as the sole
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RESULTS

Formation of electron-dense granules Iy growih of cells with
biphenyl and CBs. polyP have been detected as electron-densa
bodies in several microorganisms (9). Both Pseudomonas sp.
strain B4 and the PCB-degrading reference strain 8. fungorum
LB400 were found to contain electron-dense bodies in the
cytoplasm, and the number and size of these bodiss depended
on the growth medium and the phase of growth. In all of the
experiments performed, the results for the two microorganisms
were the same. Figure 1 shows electron microgrmyphs of Pseudo-
monas sp. strain B4 exponentielly grown on M® medium with
either gluicose (Fig. 1A} or biphenyl (Fig. 1B) as the sole
carbon source. With unstained microorganisms like those nsed
in this analysis, it is not possible to discemn a well-defined
outline of a bacterial cell. However, this method cdlearly
showed that 80 to 9G% of the cells collected in the exponential
phase contained numerons large electron-dense granules when
they were grown with biphenyl, in contrast to the less than 10%
of the cells that contained very few much emaller granules
when the organisms were grown with glucose. However, more
than 90% of the cells collected in the stationary phase con-
tained visible electron-dense granules when they were grown
with either of the two carbon sources {data not shown). The
granules were abundant and in many cells occupied 20 to 30%
of the cell contour area (Fig. 1B). The largest granules had
diameters of ~200 to 360 nm, and generally all cells contained
three or mors granutes (Fig. 1B}. The same phenomenon was
observed with B, fungorum LB400 cells (Fig. 1C and D). Thus,
the PCB-degrading bacteria Pseudomonas sp. strain B4 and B.
fungorum LBA00 accemulated large amonnts of large electron-
dense prannles when they were grown with biphenyl at all
stages of growth; when they were grown with glucose, they
accunmiated granules only when the cells eatered the station-
ary phase,

‘When exponentially grown cells of Pseudpmonas sp. strain
B4 were shifted from z medium with glucose to the same
medium containing CBs, such as 2-, 3-, and 4-chlorobiphenyls,
as the sole carben sources, after 4 k we observed massive
acenmmlation of gramules in all cases (as shown for cells grown
with 4-chlorobiphenyl in Fig. 1E and F). After cells were
shifted from glucose to biphemyl, a dramatic accummlation of
clectron-dense granules also occurred 4 h after the shift (data
not shown). Neither Pseudomonas sp. strain B4 nor B. finge-
num LB400 contained electron-dense granules in any of the
growth phases when they were grown in LB medium (data not
shown).

Elemental analysls of electron-dense grannles by EDAX and
EELS. EDAX analysis revealed that the electron-dense gran-
ules contained large amounts of phosphorus and oxygen (Fig.
2A and B) compared with the amounts in other cytoplasmic
regions of the cells (Fig. 2A and C). The EDAX data on the
chemical composition of the electron-dense granules from
Pseudomonas sp. strain B4 were similar to those for intracel-
Tular polyP granules from Acinetobocter strain 210A (3} and
Desulfovibrio gigas (11).
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FIG. 1. Electron mictogrephs of exponentially grown vells of Pseudomenas sp. strzin B4 (A, B, E, and F) and B. fungerum LB400 (C and D).
Grids containing the unstained cells were preparcd as described in Matcrials and Meihods, Cells were grown to the cxponcatial phasc with glucosc
(A and C) or bipheny] (B and D) as the sole catbon source. A sample of exponentially growing cells of Preudomoras sp. strain B4 In a defined
medivm supplemented with glucose (E) was shifted to 2 medium containing 4-chlorobiphenyl as the sole carbor source (F).
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TIG. 2 FDAX specira, of Pseudamonas sp, strain B4 grown in a defined medium supplemented with biphenyl as the sole carbon source,
{A} Electron micropraph of s single unstained cell used to amalyze the chemfeal composition of different areas (indicated by arrows). (B) Spectrum
ehtained from an electron-dense hody. (C) Spectrum of a gytoplasmic area. The asterisks indicate K, peak intensities of phasphores and oxygen.

To obtainc more detailed information about the polyP-like
inclusions, the ultrastructure was examined by scanning elec-
tron microscopy coupled to EELS analysis with an integrated
energy-filtered transmission electron microscope. Figure 3A
shows the electron energy loss spectrum for a cell area con-
taining an electron-dense granule and a cytoplasmic area with-
out such granules. Asshown in Fig. 3B, the electron energy loss
spectzum of the cell area containing the granules was similar to
that of hydroxyupatite, which was used us a phosphate refer-
ence after background subtraction and spectrum fittering. The
fonizatfon cnergy ansct of the P, cdge is at 135 ¢V far all
three spectra and is followed by cheracteristic energy loss near
edge sirueture featores in the 50-¢V-higher energy loss region
(Fig. 3B). Although all three main maxima (peaks L, IT, and TIT)
are present, the maximum of peak II1 is lower for the polyl
granules than for the hydroxyapatite reference. This indicates
that there are differences in the electronic vicinity of the phos-
phorus atoms in the two compounds (i.e., the phosphorus acid
anhydride character of polyP and the nonanhydride character

of the calcium hydroxyapatite). By operating the microscope in
the ESI mode it was possible to map the phosphorus distribu-
tion in the celf area. As shown in Fig. 3C, the distribution of
phosphorus, obtained by ESI analysis, exactly matched the
electron-dense polyl® areas. Thus, by using electron micro-
scoplc microanalyses we demonstrated that the electron-dense
granules that accumulated in PCB-degrading bacteria during
growth with biphenyl or CBs as the sole carbon scurces were
mazinly composed of phosphate and most likely were polyP
granules,

Enzymatic determinatian of polyP In cells grown under dif.
ferent conditions. To determine whether the amazingly large
increase in electron-Jense granules compuosed of phosphate
duting growth with different CBs was indeed due 1o greater
accumulation of polyl’, we measured the polyP content under
alt the conditions analyzed doring the eleciron mitzestopy
observations. By using cell extracts, polyP was enzymatically
quantified as described in Materials and Methods.

As shown in Fig. 4A, the polyP contents of Pseudomonas sp.
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T1G. 3. EELS spectrum of electron-dense bodies present in unstained Psewdomonas sp. strain B4. (A) Electron micrograph of an unstained cell
grown in & defined medium supplemented with biphenyl as the sole curbon source. The electron-dense granule @nalyzed is indicated by a blue
circle, and the cytoplasmic refcrence arca analyzed is indicated by a red circle. (B) EELS spectra (after background subtraction) of the
electron-dense body (PsB4_db) (blue line) and the cytoplasmic urea (PsB4_CP) (red line). The spectrum of hydroxyapatite was used as the
phosphate reference standard (DHP) (green line). (C)Bl;!mephalc distribution image (green), obtained by ESI superimposced with the clectron

i wells.

micrograph negalive image of Psevdomonas sp. sirain

strain B4 during growth under different conditions exactly  those seen during exponential growth of cells with glucose as
matched the pattern ohserved for the appearance of electron-  the sole carbon source or in 1B medium at all stages of growth.
dense granules in the cells. Greater accomulations of polyP Identical results were obtained when B. fungornum LB400 cells
were observed in cells grown in the presence of biphenyl at all  were used (Fig. 4A). These results indicated that the accumu-
stages of growth and in glucose-grown cells only in the station-  lation of electron-dense bodies during growth in the presence
ary phasc. The values were more than 10-fold higher than of hiphenyl was duc to greater accumulation of polyP. The
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FIG, 4, Inflluence of the growth phase and different carbon sources on pulyP

M8+biphenyl

lation by cells of Preud: p. sirzin B4 and B,

fungorum LBA00. (A) Cells of Pseudomonas sp. strain B4 {open bars) or B, fungorum LB400 (solid bars) were grown in LB medivm or in M9

medium supplemented with glucose or bipbeny! 23 the sole carbon source. Aliquots of the ceils were

to determine the polyP contents

during the exponential (E) or stationary () phase of growth. The ecror bars indicate the standard deviations based on three different experimental

values. (B) Polyacryl

amide gel electrophoresis of polyP purificd from Pseudomonas sp. strain B4 cells grown with bipheayl (lane 4, arrow). Lanes

1 to 3 contained polyP standards (lane 1, 45 residues; lane 2, 75 residues; lane 3, 750 redidues).

same phenomenon was observed when CBs were tested (data
not shown). The polyP synthesized under these conditions had
an average chiain length of more than 75 residues and less than
750 residues as determined by polyacrylamide gel electro-
phoresis (Fig. 48).

polyP accumulation and stress. As polyP plays a significant
role in increasing the resistance of bacterial cells to unfavor-
able and stressful environmental conditions, it was of interest
to find ont if these microorganisms were stressed while they
metabolized CBs. Organochlorine compounds, incloding
P(Bs, are knowa to increase oxidative stress In several biolog-
ical systems (31). Tn living microorganisms that have been
subjected to environmental stresses, oxidative stress is cansed
by both overproduction of ROS and depletion of antioxidants.
‘Therefore, we measured the possible oxidative siress in cells
expanentially grown under different conditions hy using the
oxidative stress-seusitive probe DCITI-DA (7). Table 1 shows
that exponentially growing cells of Pyerdomonas sp. stvain B4

TABLE 1. Growih with bipheny] and CBs greatly enhances

geacration of ROS*
Carbon scurcs Growih (FU/mg)®
Gl (1%). 16,837
Biphenyl (2 mM) 174,075
4-Chlorobiphenyl (2 mM) 606,597
2-Chlurobiphenyl (2 mM) 319,027
Glucose (195) + HyOp (50 mMMP cmnecssenmensscsmmsssssnerns 1,384,577

“ DCFH-DA (5 pM) was added to Prudomeras sp. strain B4 cells growing
inlty with different carbon sources, and the preparations were incubated

for 1 hin the dark.

B As o positive control, cells groemn with glucose were incubated for the same

time in the presence of 50 1aM hydrogen peroxide.

¢ Fh was d a8 described in Materials and Methods and was

axpressid in fuorcsorno: units (FU).

grown with glucose had a minor background level of fluores-
cence generated by ROS. A 10-fold increase in fluorescence
was seen in biphenyl-grown cells, whereas 40. and 20-fold
increases were seen in cells grown in 2-chlorobiphkenyl and
4-chlorobiphenyl, respectively. These resalts provided clear ev-
idence that an oxidative siress was generated when the micro-
organism was grown with these compounds as the sole carbon
SOUrCES.

It was of inferest o delermine if 2 more general stress
response cotld take place. To do this, we determined the levels
of the protein GroEL during shift experiments in the presence
of chloroaromatic compounds. As shown in Fig. 5, the GroEL
levels increased in PCB-degrading bacterial cells when they
were shifted from growth with glucose to growth with different
CBs. Although maximem induction of GroEL (approximately
eightfold) occurred when control cells were heat shocked at
42°C, during the shift to 4-chlorobiphenyl the stress protein
was induced fourfold compared to control cells maintained
with ghicose as the sole carbon source and showed a traasient
tespanse, which is typieat of heat shock rospanscs. The induc-
tion of GroEL was greater in all the cells exposed to the CHs
tested than in the cells exposed to biphenyl. Thus, CBs not only
induced the synthesis of palyl and ROS but most likely gen-
erated a heat shock-like response in PCB-degrading bactzria.

To monitor these three responses simultanecusly, we deter-
mincd the time course changes in polyP, GroEL, and ROS in
the same cells when they were shifted to different substrates
(Fig. 6). Shortly after the shift (after 2 h), there was no great
difference in ROS hetween the cells shifted to glucose and the
cells shifted to 2-chlorobjphenyl, but the GroLL level was
much higher in the cells shifted to 2-chlerobipheny! (Fig. 5 and
BA). This great difference in induction of GroEL levels in cells
shifted 1o 2-chlorobiphenyl remained or even increased during
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TI. 5. GmoFEL is induced in PCB-dograding bacteria during growth with different CBa Preudomanar sp. strain B4 cellt were shifted from a
defined medium supplemented with glucose to a medivm supplemented with biphenyl (4), 2-chlorchiphenyl (), or 4-chlorobiphenyl (W) as the

sols carhon source. Control cells were maintained in the presence of glucnae (8) o were

subjected to heat shack at 42°C () for different times.

The prowth of the shifted cells was determined by measuring the optical density at 600 nm during the experiment. The only cells that grew during
the experiment were the coatrol cells grown with glacnse. Cell extracty from the cells shifted to the different conditions were used to determine
the levels of GroEL by Western biotting after separation of ihe total proteins by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elsctrophoresis.,
Quantitation of the GroFl. bands after Western blotting was done hy using an image analysis program (Scion Image).

the remaining time (up 1o 12 h). 'This prolonged synthesis of
GroEL suggests that there is slow and continuous accumnla-
tion of shbnormal proteins which most likcly trigger a heat
shock-like response. In the present case, the abnormal proteins
were geonerated by produviion of ROS us 2 copsequence of
metabolism of the 2-chlorobipheny! substrate. Figure 6A
shows a stmilar sitvation with the ROS levels, since these levels
were between six- and sevenfold higher in the cells shifted to
2-¢hlorobiphenyl,

Since simply changing substrates in the cell could also induce
a slress response, as a control we shifted the cells from glucose
to another catbon source, such as ghxerol. Shortly after the
shift (up 1o 4 h after the shift) there were increases in the polyP
levels with all the substratos omployed (Fig. 6B), probably
reflecting initial adaptation of the cells to the medium change.
However, at later times after the shift (4 to 12 h) there was a
marked increase In the level of polyP when the cells were
shifted to 2<chlorobiphenyl compared with the Jeve! in cells
shifted to glucose ar glycerol, in which the level of polyl slowly
decreased to a level that was 6- to 10-fold lIower than that in
cells grown with 2-chlorobiphenyt. This clearly indicates that
the effect seen with 2-chlorobiphenyl was not simply due to a
change in the substrate.

DISCUSSION

Bacterial survival and stress resistance studies are important
for many aspects of bioremediation and biocontrol. For adap-

tation to stress, cells must coondinate major chauges in the
rates of transcription, translation, and replication, as well as
changes in the genes expressed. polyP could provide activated
phosphates or could coordinate an edaptive response by bind-
ing metals andfor specific proteins. Here, we describe the mas-
sive aecumulations of polyP that oceur in PCB-degrading bac-
teria during the exponcntial phase of growth in the presence of
biphenyl and some CBs. 'Ihe accumulations of poly? uader
these conditions are remarkable because they are 50 large and
are sustained compared to those in E. coli, which does not form
visible polyP granules under common growth conditions (15).
The levels that were more than 400 nmol/mg of protein in the
exponential phase of cells growing in a medivm venlaining
bipheny! and in the stationery phase of glucose-grown cells
were roughly 100-fold greater than those seen in E. colf, The
amounts of polyP accumulated by Pseudomonas sp. strain B4
were even larger than the amount reported previously (150
nmol/mg) for anolher microorganism accumulating polyP
grarles, Vibrio cholerne, during the exponcntial phase of
growth in a rich medivm (20}, It is likely that the polyl’ accu-
mulations observed in Preudomonas sp. strain B4 and B. fun-
gorurn LB400 contribuie not only to the energy supply but also
to enhanced survival and siress resistance in the presence of
CBs.

Regarding the physiclogical function of polyP as a regula-
tory factor for gene expression in E. co#, it has been shown that
mutant E. coff cells that are unzble to accumulate polyP have




Aunexos

Vor. 70, 2004 polyP AND STRESS IN PCB-DEGRADING BACTERIA 3071
A
200000 220
800000
L 200
700000 -
=
o 800000 180 %‘
'g 500000 a
& - 180 i
£ o0 g
& 200000 - L 140 :
200000 -
L 120
100000 ¢
0 = : 1 100
] 3 6 9 12 15
Time post-shitt {}
B
1400 -
1200
g
£ 1000 -
o
g
T 500-
)
2 eno-
k]
g 4m-
=
m -
0 : - . : '
0 3 8 ° 12 15
Tinw post shift {b)

FIG. 6, Time cotrse of production of ROS, GroEL, and polyP in Preudomonar sp. strain B4, (A)

tialty grown cells were shifted from

Exponen
 defined medium supplemented with glucase 10 a medium supplemented with 2-chilorobiphenyl {A and O) as the sole carbon source. Cantrol cells
were maintained in a medinm containing gincose (& and @), GroEL levels (® and O) and ROS production (A and &) were measured as described

in the text, {szo!yP cantent of cells shifted from & deflned medium

supplementad with gincose to a medinm supplemented with 2-chlorabipheayl

(Q), glycerol (&), or glucose (M) as the sole carbon source, FU, fluarescence units.

reduced resistance to heat shock and to oxidative stress cansed
by H,0, (32). On the other hand, organochlorine compounds,
including PCBs, are known to increase oxidative stress in sev-
eral biological eystens (31). We found clear evidence of gen-
eration of oxidative stress in Pseudomonas sp. strain B4 cells
grown in the presence of biphenyl and CBs. At present, we do
not know how this oxidative stress correlates with the concom-
jtant massfve increase tn polyP levels under thess conditions.
In E. coli it has been found that polyP controls rpaS and reed
expression at the transcriptional level, thereby affecting the
expression of meny stress-inducible and stationary-phase-in-

ducible penes, including some gensas related to oxidative stress
and thermotolerance (32),

Qur finding that there are increased levels of polyP and
GroEL during growth in the presencs of biphenyl and CBs not
only indicates that the pollutant compounds used as carbon
sources indtice a chemical stress brt is consistent with the
behavior of mutant E. cofi cells that are unable to accumulate
polyF, which are less thermotolerant (15). In this regard, sev-
eral siress shock proteins, including DnaK and GroEL, have
been reported to be newly synthesized in Pseudomonas sp.
strain DJ-12 when the orgmisat is subjected to lethal stress
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conditions, such as the pressnce of 4-chlorobiphenyl and bi-
phenyl and heat shock (21). It bas been found that in Pseuds-
manas putida the potlutant tolnene not only serves as a carbon
and energy source but also is a chemical inducer of stress {36).
Also, the stress shock proteins, which contribute to the resis-
tance to the cytotoxic effects of the phenoxy herbicide 2,4
dichlorophenoxyacetic acid, wers induced at different 2,4-di-
chlorophenoxyacetic acid concentrations in exponentially
growing cultures of Burkkolderia sp. strain YK-2 (5). Based on
the similarities among polyP, ROS, and heat shock protein
accumulations during several kinds of stress conditions, it
might be assumed that CBs generate a stress response in bac-
teria when the organisms use these compounds as sole sources
of carbon. Additionally, increased polyP synthesis requires en-
hanced phosphate uptake, a fect that should be taken into
account when bioremediation of PCBs i undertaken.
Recently, it was shown that Burkholderia cepacia AM1D
grown under low-pH conditions exhibited enhanced polyP ac-
cumulation, possibly representing a widespread microbial re-
sponse to stressfol low extercal pH values (19). polyP may
therefore play an important role in the physiological adapta-
tion of microorganisms during growth and development and in
their responses to starvation and environmental stresses.
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Abstract

Polychlorinated biphenyls {PCBs) are one of the most widely disttibuted classes of chlotinated chemicals in the environment,
Far cleammp of large areaz of PCB-contaminated environments, bioremediation seems to be a promising approach, However, the
multitude of PCB congeners, their low bioavailability and high toxicity are important factars that affect the cleanup progression.
Elucidating how the PCB-degrading microorganisms involved in the process adapt to and deal with the stressing conditions caused
by this class of compounds may help to improve the bioremediation process. Also specific physiological characteristics of
biphenyl-utilizing bacteria itvolved in the depradation of PCBs may enhance their availability to these compounds and therefore
confribute to a better microbial mineralization. This review will focus in the stress responses caused in aerobic biphenyl-utilizing
bacteria by PCBs and jts metabolic intermediates and will also analyze bacterial properties such as motility and chemotaxds,
adherence to solid surfzces, blosurfactant production and biofilm development, afl properties found to echance bacteria pollutant
interaction.
© 2005 Elsevier Inc, All rights reserved,
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1. Introduction

In the past decades, a vast range of xenobiotic
compounds have been found to be valnerable to micro-
bial mineralization. In most instances where bioreme-
diation has been demonstrated, the catabolic pathway
and its regulation have also been characterized.

Biphenyl is an aromatic compound used as a fungi-
cide for citrus in agriculture and as a chemical feed-
stock for organic syntheses in industry. It has been used
as a model compound to study bioavailability of soil-
sorbed chemicals and polychlorinated biphenyls
(PCBs) degradation studies (Wu et al., 2003; Pieper,
2005).

PCBs can be produced by the direct chlorination of
biphenyl and up to 209 different congeners, containing
from 1 to 10 chlorine substitutions, can thus be pro-
duced. Usual commercial PCB mixtures, marketed as
Aroclor, Kaneclor, Clophen or Delor, generally contain
2060 congeners, mostly tri-hexachlorinated derivates.
Because PCBs have been extensively used for a variety
of industrial purposes, these recalcitrant compounds are
recognized to be one of the most serious environmental
pollutants worldwide (Kimbrough, 1995).

Biphenyl-utilizing bacteria are able to metabolize
PCBs into chlorobenzoic acids by using biphenyl-cata-
bolic enzymes via an oxidative route. Bacteria capable
of degrading PCBs have been isolated from a range of
sites and the pathways and encoding genes (bph) have
been well studied (for a recent review see Furukawa,
2004). The genes encoding the degradative pathway are
organized in an operon structwre, bphdl to bphA4,
bphB, bphC and bphD. Genes bphd! to bph44 encode
a multicomponent dioxygenase enzyme complex
that converts biphenyl to a dihydrodiol, which is trans-
formed by the bphB gene product, a dihydrodiol
dehydrogenase, to 2,3-dihydroxybiphenyl. Another dio-
Xygenase enzyme, the bphC gene product, cleaves 2,3-
dihydroxybiphenyl to vield a yellow colored meta-
cleavage product, which is transformed subsequently
to benzoate and a pentanoic acid derivative by the
product of the bphD gene (Furakawa et al, 1990;
Furukawa, 1994; Furukawa et al., 2004). Burkholderia
xenovorans LB400 (formerly known as B. cepacia or B.
Sfungorum LB400) and Pseudomonas pseudoalcali-
genes KF707 have been the most extensively studied
species with respect to the degradation of PCBs. These
two microorganisms show distinct differences in the
ranges of PCBs used as substrates. The range of PCB
congeners oxidized by the LB400 enzymes is wider than
that oxidized by KF707, which has a higher activity for
several di-para-substituted PCBs (Bopp, 1986; Gibson

et al., 1993). Also, novel isolates such as Pseudomonas
sp. B4 (Elbe River) have been studied and compared at
molecular and physiological levels with the model PCB-
degraders (Bartels et al,, 1999; Chavez et al., 2004).

Studies with different biphenyl- and PCB-degrading
bacteria, inchiding both gram-negative and gram-posi-
tive sfrains, have created the biochemical and genetic
bases for PCB bioremediation (Abramowicz, 1990;
Bremner et al., 1994; Furukawa, 1994). Recent exten-
sive reviews are available concerning the microbial
advantages, limitations and ¢conomics of PCB biore-
mediation (Abraham et al., 2002; Ohtsubo et al., 2004
Pieper, 2005).

Responding to changes in the environment is a
fundamental property of a living cell. It is particularly
important for unicellular organisms, which interact di-
rectly with the changing microenvironment. Through
evolution, microorganisms have developed useful
mechanisms that help them to regulate their cellular
function in response to changes in their environment
(Storz and Hengge-Aronis, 2000).

The high toxicity of the many PCB congeners and
their low bioavailability, which are significant factors
that influence the bioremediation process in the con-
taminated environments, have not been extensively
addressed. Therefore, the present article reviews some
of the specific physiological characteristics of biphenyl-
utilizing bacteria that enhance the bioavailability of
PCBs. Cell adherence and surface hydrophobicity, bio-
surfactant production, motility and chemotaxis process-
es are bacterial abilities that reduce the distance
between cells and solid substrates, and thus may enable
biphenyl-utilizing bacteria to actively seek new sub-
strates once they are depleted in a given contaminated
area.

In this communication, we also review the stress
response induced i microorganism grown in these
pollutants with particular focus on the versatile possible
role of morganic polyphosphate as a protective agent
against stress and as an essential factor in microbial
mobility and biofilm formation.

2. Motility and chemotaxis

Mobility (swimming, swarming and twitching)
serves the planktonic organism in seeking nutrients,
avoiding toxins and finding a suitable surface for ag-
gregation. Bacteria swim using flagella and move on
surfaces by a gliding movement. They may respond
directly to ambient conditions or, more frequently, to
temporal changes in stimulus intensity. Bacterial che-
motaxis, a movement under the influence of a chemical
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gradient, either toward (positive chemotaxis) or away
(negative chemotaxis) from the chemical gradient,
helps bacteria to locate most advantageous conditions
for their growth and survival. Although most of the
chemotaxis studies have focused on hydrophilic sub-
stances that are not pollutants (Stock and Surette,
1996), in the last decade, chemotaxis toward different
environmental pollutants has received more attention
and many microorganisms with the chemotactic abili-
ties toward different xenobiotic compounds have been
isolated and characterized (review n Pandey and Jain,
2002; Parales and Harwood, 2002). It is clear that
chemotaxis is a selective advantage to the bacteria for
guiding them to sense and locate pollutants that are

PCB-mineralized
site
Non-Motile
Plankionic Cells

Motile Planktonic Cells
Negative chemotaxis

&

2

Chemotactic

Chemotactic
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in

present in the environment and, in many cases, the
chemoattractant is a compound that serves as carbon
and energy source, whereas a chemorepellent is toxic
for the bacteria (Fig. 1).

Recently, it was reported that two motile byphenyl-
degrading bacteria (Psewdomonas putida P106 and
Rhodococcus erythropolis NY05) showed significant
positive chemotactic response toward biphenyl (Wu et
al., 2003). By using swarming motility and capillary
assays, we found the same result toward biphenyl in
Pseudomonas sp. B4, another highly motile biphenyl-
utilizing bacterium (Gordillo et al, unpublished
results). We also tested different chlorobiphenyls
(CBs) and PCBs, and found these compounds to be

<

“* contaminated
i site

.
&
P

Quorum sensing and
Biofilm development

PCB-degrading bacteria

Metabolic Mi-utilizing bacteria
Intermediates Bacteria producing
i (M Exopolysaccharide and
Biosurfactant

Fig. 1. Role of motility, chemotaxis and biofilm development in PCB-degradation by bacteria,
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chemoattractants for Pseudomonas sp. B4 cells. The
previous growth of cells in biphenyl did not induce
chemoattraction toward biphenyl, suggesting that, un-
like what has been described in the two naphthalene-
degrading bacteria Pseudamonas sp. strain NCIB 9816-
4 and P, putida G7 (Grimm and Harwood, 1997, 1999),
chemotaxis of Pseudomonas sp. B4 toward biphenyl or
CBs is not induced by previous growth of the cells in
the substrate to be degraded.

Although B. xenovorans LB400 was described as a
motile strain (Goris et al, 2004), recently, we and
others have found this microorganism to be non-motile
(Nielsen et al, 2000, Gordillo et al, unpublished
results). Due to its lack of motility, chemotactic assays
could not be performed with this bacterium. The loss of
preexisting genes or gene activities during evolution is
a major mechanism of ecological specialization and it is
possible that laboratory domestication may have led to
the loss of some functions required for chemotaxis in B.
xenovorans 1.B400. Repeated passage of bacterial iso-
lates in liquid culture can select for the loss of many
“social” behaviours, including motility tunction (Veli-
cer, 1999; Velicer et al., 1998, 2000, 2002). Also,
exopolysaccharide and aerial structures were robust
only in biofilm communities of recent natural isolates
but not in laboratory strains, indicating that multicellu-
larity has been lost during laboratory domestication
(Zinser et al., 2003). In the future, it will be important
to work with both genetically modified laboratory
strains and recently isolated microbes, observing them
in the context of structured communities to fully appre-
ciate their developmental and degradation potentials.

Chlorobenzoates are intermediate metabolites that
are formed and, in some bacteria accumulated, during
degradation of PCBs and other chlorinated aromatic
compounds (Abramowicz, 1990; Abraham et al,
2002). It was reported that 3- and 4-chlorobenzoate
are attractants to P. putida PRS2000 previously
grown on benzoate or 4-hydroxybenzoate (Harwood,
1989; Harwood et al., 1990). This fortuitous inducible
chemoattraction to compounds that are not growth-
supporting substrates for this particular stain is fre-
quently found on self-transmissible catabolic plasmids
and is possible that this chemotactic response facilitates
the transfer of catabolic plasmids by bringing strains
missing the appropriate catabolic genes to environ-
ments contaminated with chlorobenzoates (Harwood
and Omston, 1984).

How bacterial chemotaxis has the potential to influ-
ence the rate of degradation of the chemoattractants was
recently demonstrated in the case of naphthalene. Che-
motaxis by P. putida strain G7 was shown to enhance

the degradation of naphthalene diffusing not only from
a naphthalene-saturated aqueous buffer contained in a
capillary (Marx and Aitken, 2000) but also from a non-
aqueous-phase liquid (NAPL) containing naphthalene
(Law and Aitken, 2003). NAPLs are organic materials
extracted from polluted sites that cause great challenges
in the remediation of contaminated soils and sediments.
Also, chemotaxis by wild-type P. putida G7 increased
the rates of naphthalene desorption and degradation
relative to rates observed with non-chemotactic and
non-motile mutant strains (Law and Aitken, 2003).

Coordinated regulation of bacterial chemotaxis to
many xenobiotic compounds and their respective min-
eralization and/or transformation indicates that this phe-
nomenon might be an integral feature of degradation
(Fig. 1). Understanding how microorganisms move and
adjust themselves using environmental cues are integral
to the complex structure and function of microbial
communities. Although motility in response to biphenyl
and CBs has been described, understanding the role of
all components involved in PCBs chemotaxis is still
lacking.

3. Blofilms and bacterial communities

In natural settings, microorganisms most commonly
exist as multicellular communities exhibiting a high
degree of structure (O’Toole et al., 2000). Microbes
often construct and live within surface-associated mul-
ticellular communities known as biofilms. The exact
structure and physiology of the biofilm all vary with the
nature of its resident microbes and local environment
(for recent reviews: Stanley and Lazazzera, 2004;
Branda et al.,, 2005). Clay minerals performed an es-
sential role in biofilm formation, possibly acting as a
nutrient transfer from PCBs to a pleasant form to the
bacteria, and it was suggested that clay minerals might
perform a similar function in soil. De novo develop-
ment of PCB-degrading microbial communities and the
formation of combined biofilms consisting of bacteria
and clay minerals were observed, in which the clay
minerals were arranged around the bacteria to form
hutch-like structures (Lunsdorf et al., 2000a,b).

The role of commensal relationships on the spatial
sttucture of a surface-attached microbial consortium
with the potential to interact metabolically in the bio-
degradation of PCB was studied (Nielsen et al., 2000).
Highly motile Pseudomonas sp. B13(FR1) can metab-
olize the chlorobenzoate produced by B. xenovorans
LB400 when grown on chlorobiphenyl and its spatial
location close to the B. xenovorans LB400 microcolo-
nies occurs only when the consortia is grown in chlor-
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obiphenyl. Another important aspect in the spatial
relationships in this microbial community is the mo-
tility of the secondary user involved in the structure
development.

PCBs are poorly bioavailable because of its super-
hydrophobic and very low solubility in water. Micro-
organisms that use hydrophobic substrates often
produce biosurfactants that enlarge the surface area
of the hydrophobic substrates and also their bioavail-
ability by increasing the solubility or desorbing them
from surfaces and coordinating attachment and de-
tachment of microorganisms to and from the solid
surfaces (Sim et al, 1997, Ron and Rosenberg,
2001). The influences in the PCBs biodegradation
efficiency of different biosurfactants such as lipopep-
tides (Golyshin et al., 1999) or maltotriose esters
(Ferrer et al., 2003) and chemically produced surfac-
tants (Singer et al., 2000) have been studied in detail
with contradictory results. Whereas in some cases,
the addition of surfactants increases the degradation
rates, in others the degradation rates decrease, Taking
into account that addition of surfactants can produce
changes in the community composition resulting in a
decrease in the degrader population (Colores et al.,
2000) and also reduce bacterial adhesion to surfaces
(Stelmack et al., 1999), the net effect of a surfactant
on biodegradation will depend on the right balance
between the benefits that result from enhanced solu-
bility of solid pollutants versus the reduction in direct
adhesion of bacteria to those compounds (Billingsley
et al, 1999).

Chemical surfactants have the advantage of low
price but its toxicity to the cells reduces the rate of
PCB biodegradation. The contrasting effects of the
surfactant fanctions are a result of the pootly under-
stood complexity of interactions between soil/sediment,
pollutant, surfactant and microorganisms in different
environments. Interestingly, genetically modified mi-
croorganism (GEM) with the capacity for degrading
both, chemical surfactants and PCBs resulted in the
simultaneous increase in PCB-degrader populations
and contaminant bioavailability (Lajoie et al., 1992,
1997).

Because it is well known that the rates of degrada-
tion of the individual congeners can vary significantly
depending on their initial concentrations and on the
composition and complexity of the PCB mixtures
(Bedard and Quensen, 1995), the aerobic PCB-degra-
dation products formed by numerous bacterial strains
(Massé ct al., 1989; Bedard and Haberl, 1990; Maltseva
et al., 1999; Drenzek et al., 2004), have established the
basis for designing novel bacterial communities in ef-

fective PCB-biofilm reactors (Kastanek et al., 2004;
Fava et al.,, 1996, 2000).

The importance to study PCB-biofilm communities
in the degradation of these contaminants could be
illustrated in the single-stage coupled anaerobic/aerobic
reactor system for the degradation of Aroclor 1242. The
close contact of acrobes and anaerobes within the gran-
ular biofilm facilitated the exchange of metabolites,
thus improving the stability and system performance
for the near-complete mineralization of Aroclor, and the
sequential biodegradation process accomplished in the
single reactor system (Tartakovsky et al, 2001). An-
other example was a stable PCB-dechlorinating consor-
tium (2,3,4,5-CB enrichment culture) developed from
the source of sediment that attacks only meta- and para-
dechlorination of 2,3,4,5-CB and freshly added Aroclor
1260. The culture attacks only doubly flanked chlorines
of PCBs, chlorines that are flanked on each side by
another chlorine bound to a carbon atom, indicating a
high degree of specificity for PCB dechlorination (Wu
et al., 2000).

Microbial diversity changes in PCB-dechlorinating
community in response to different culture conditions
have been monitored in situ by molecular screening
techniques based on 168 rRNA analysis (ie.
ARDRA: amplified ribosomal DNA restriction analy-
sis, DGGE: denaturing gradient gel electrophoresis and
TRFLP: terminal restriction fragment length polymor-
phism). All these procedures have provided an alter-
native approach to identify new species within a
community and study the prevalence and survival of
the PCB-degrader in the environment (Nogales et al.,
2001; Watts et al., 2001). However, the exact modes
in which PCBs are degraded by microbial communi-
ties under environmental conditions require further
investigations.

4. PCBs toxicity and bacterial stress responses

Many studies discuss in more detail the extent of
PCBs influence in different human diseases such as
cancer, neurobehavioural effects, abnormal thyroid
and immune function in children and low birth
weight (Kimbrough, 1995; Kimbrough and Krouskas,
2003), and the overall toxicity of some PCB conge-
ners in many soil and aguatic animals is well docu-
mented as a serious environmental problem (Seegal,
1996). Exposure to PCBs and related halogenated
aromatic compounds induces significant behavioral
dysfunctions in laboratory and contaminated resident
animals, particularly following exposure during ges-
tation and lactation.




Anexos 156

314 FP. Chivez et al. / Biotechnology Advances 24 (2006) 309-320

Although many genetic, enzymological and bio-
chemical analysis of PCB-degradative pathways have
provided the basis for the bioremediation of PCBs, little
is known about the adaptive responses of PCB-degrad-
ing bacteria during their growth in this kind of organ-
ochlorine compounds.

In some bacteria, it has been reported that stress
proteins related with one stimulus can be induced dur-
ing exposure to other stresses. For example, various
heat shock proteins were synthesized when the cells
were exposed to hydrogen peroxide (VanBogelen et al.,
1987; Dukan and Touati, 1996), UV light (VanBogelen
et al, 1987) or chemical agents including aromatic
compounds (Ramos et al, 1995; Vercellone-Smith
and Herson, 1997). Also, Escherichia coli cells in a
nutrient-limited environment evolved into a state of
enhanced resistance to various stress conditions, such
as high osmotic pressure, high temperatures and oxida-
tive stress (Matin, 1991).

The increase in the level of the stress protein GroEL
observed when Pseudomonas sp. B4 was grown in the
presence of biphenyl and different CBs (Chavez et al.,
2004) is in agreement with the behaviour of Pseudo-
monas sp. DJ-12 where several stress-shock proteins,
including DnaK and GroEL, were induced when sub-
jected to stress conditions such as the presence of
biphenyl and 4-chlorobiphenyl (Park et al., 2001), in-
dicating that the pollutant compounds served both, as
carbon sources and as chemical stressors. It was found
that chlorinated derivatives were more toxic than the
nen-chlorinated compounds. In addition, the stress-
shock proteins DnaK and GroEL, which contribute to
the resistance of the cytotoxic effect of the phenoxy-
herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), were
induced at different 2,4-D concentrations in exponen-
tially growing cultures of Burkholderia sp. YK-2 (Cho
et al., 2000). In some bacteria, PCBs possibly exert
their toxic effects by accumulating in the cytoplasmic
membrane and disrupting its function. In this case, the
degradation ability of bipheny! is important not only for
energy acquisition but also for detoxification of biphe-
nyl (Delawary et al., 2003).

Organochlorine compounds including PCBs are also
well known as increasing oxidative stress in several
biological systems (Voie and Fonnum, 2000; Coteur
et al, 2001; Mariussen et al., 2002; Ruiz-Leal and
George, 2004). Recent studies have implicated oxida-
tive stress as a possible causative mechanism for the
non-target toxicity of organochlorinate compounds. In
living microorganisms that have been subjected fo en-
vironmental stresses, oxidative stress is caused by both
overproduction of reactive oxygen species (ROS) and

depletion of antioxidants. Overproduction of ROS was
found in Pseudomonas sp. B4 cells exponentially
grown under different conditions by using the oxidative
stress-sensitive probe 2',7'-dichloredihydrofluorescein
diacetate (DCFH-DA) (Chidvez et al, 2004). The
exact source of this oxidative stress should be further
investigated. However, it is possible that ROS might be
generated by the oxidation reactions catalyzed by the
biphenyl dioxygenases, which play a critical role in the
bacterial aerobic degradation of aromatic compounds
and contain mononuclear iron and Rieske-~type (2Fe—
285) clusters. These enzymes catalyze the enantiospeci-
fic addition of oxygen (O,) to substrates with pi-elec-
tron systems to form cis-dihydrodiols (Gibson and
Subramanian, 1984; Furukawa et al, 2004). In the
presence of benzene, by an uncoupling reaction, 40%
to 50% of the O, consumed by NDO benzene was
reduced to hydrogen peroxide, which spontaneously
may decompose by forming strong oxidizing agent
such as hydroxyl radicals via Fenton-type reaction
(Lee, 1999),

Moreover, not only biphenyl and its chloroderivates,
but also its metabolic intermediates such as dihydro-
diols, dihydroxybiphenyls and catechols, were found to
be highly toxic for bacteria. By using recombinant £.
coli strains expressing different subsets of B. xenovor-
ans L.B400 bph genes as a model system, the concom-
itant accumulation of the two firsts CBs metabolic
intermediates affected the cell viability much more
than CBs themselves. Cell viability of B. xenovorans
LB400 and of E. coli when exposed directly to 2,3-
dihydroxybiphenyl also  decreased considerably
(Cémara et al., 2004). Also it has been reported that
catechols, like dihydroxybiphenyls, in the presence of
molecular oxygen and combined with heavy metals
(e.g. Cu™, Fe*") can also cause oxidative DNA damage
(Schweigert et al, 2001). From microorganisms to
mammals, the wide chemical reactions and modes of
action of catechols may be responsible for their toxicity.

Recently, Raman confocal microscopy was used to
discriminate between cultures of B xenoverany
LB400 exposed to different pollutants (Singer et al.,
2005). This novel bioassay could be used as a tool to
study bioavailability and toxicity m PCB contaminated
environments.

The increase in the levels of the general stress
proteins and oxidative stress observed in many biphe-
nyl-utilizing bacteria indicate that these bacteria adjust
their physiology with a stress response when con-
fronted with compounds that supply both as carbon
and energy sources and, at the same time, as chem-
ical stressors. This cross-protection against various
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stresses is thought to be an adaptive response by
bacteria in surviving increasingly complex natural
environments.

5. Inorganic polyphosphate and stress responses

Inorganic polyphosphate (polyP) is a polymer of
tens or hundreds of orthophosphate (Pi) residues
linked by high-energy phosphoanhydride bonds. It
has been detected in many bacteria and fungi and
in smaller amounts in every microbe, plant and ani-
mal so far examined (Komberg et al., 1999; Kulaev
and Kulakovskaya, 2000). Since polyP contains phos-
phorus, one of the most important vital elements
present in of all major subunits of life: amino acids,
nucleotides, sugars and phospholipids recently has
been quite obviously shown to be a “molecule for
many reasons” of living cells (Komberg, 1999).

The principal enzyme that synthesizes polyP
enzymes involved in the metabolism of polyP in
bacteria are the polyphosphate kinase 1 (PPK1) that
catalyzes the reversible conversion of the terminal
phosphate of ATP into polyP and the exopolypho-
sphatase (PPX) that processively hydrolyzes the ter-
minal residues of polyP to liberate Pi (Komberg et
al., 1999). Both PPK1 and PPX are highly conserved
in many bacterial species, including some of the
major pathogens (Tzeng and Komberg, 1998; Kom-
berg et al., 1999; Cardona et al., 2002).

The accumulation of polyP in bacteria is a natural
phenomenon and finely regulated process that
depends on phosphate and energy sources availability
as well as in the presence of K and Mg ions (Nes-
meyanova, 2000). In essence, polyP accumulation
responds to different external factors (e.g. nitrogen
or sulfur deficiency or unfavorable pH conditions)
whether they are components of the nutrient medium,
or its physical and chemical conditions (Harold,
1966; Rao and Komberg, 1999; Nesmeyanova,
2000).

The accumulation of polyP in bacteria is a tightly
regulated process and functions as a phosphate donor,
energy source and chelator for divalent cations. In
addition, polyP can be involved in the functioning of
global regulatory systems. The involvement of polyP in
the regulation of both, enzyme activities and expression
of large groups of genes is the basis of survival for
different bacteria, including pathogens, under stress
conditions and adaptation to the stationary-growth
phase (Komberg et al., 1999; Kulaev and Kulakovs-
kaya, 2000). Mutant bacterial cells lacking polyP sur-
vive poorly during growth in the stationary phase and

are less resistant to heat, oxidants, osmotic challenge,
antibiotics and UV (Crooke et al., 1994; Kim et al.,
2002; Rao and Komberg, 1996; Rao et al, 1998;
Tsutsumi et al., 2000).

PolyP accumulation in response to nutrient depriva-
tion has also been reported in the genus Pseudomonas
and the PCB-degrading bacteria Psendomonas sp. B4
and B. xenovorans LB400 accumulated a great amount
of large electron-dense granules when grown in biphe-
nyl and CBs in all stages of growth and in glucose only
when the cells entered the stationary phase (Chivez et
al, 2004). By means of energy dispersive X-ray
(EDAX) analysis and electron energy loss spectroscopy
(EELS) with an integrated energy-filtered transmission
electron microscope (EFTEM), it was demonstated
that these granules were mainly composed by phos-
phate and most likely polyP (Fig. 2C-D; Chavez et
al., 2004). Also, when exponentially grown cells of
Pseudomonas sp. B4 were shified from a medium
with glucose to the same medium but containing biphe-
nyls and different CBs, a great increase in polyP accu-
mulation in the form of electron-dense granules was
observed (Fig. 2A-B; Chévez et al., 2004).

Interestingly, PPK is essential in P aeruginosa not
only for various forms of motility (Rashid and Kom-
berg, 2000; Rashid et al., 2000a) but also for biofilm
development, quorum sensing, production of virulence
factors and for virulence in the bumned-mouse patho-
genesis model (Rashid et al., 2000b).

It has been shown that £ celi cells overproducing
the yeast exopolyphosphatase (PPXI; Wurst et al.,
1995) have the same behaviour of a mutant whose
polyphosphate kinase gene is disrupted (Shiba et al,,
2000). By using broad-range vectors (Lefebre and Val-
vano, 2002), the recombinant yeast exopolyphospha-
tase (PPX1) was overproduced in Pseudomonas sp. B4
to remove as much of cellular polyP content as possible
(Chdvez et al, unpublished results). Examining the
polyP-deficient phenotype by using this approach has
some advantages over the PPK knockout strategy be-
cause it can be used in several strains with good repro-
ducibility depending on the broad-range vector
employed. Also it is possible to remove short-chain
polyP that remain unaffected in a ppk mutant and
avoid the appearance of the small-colony-size variant
by using a fresh transformant carrying the PPX1 gene
on the plasmids (Shiba et al., 2000).

Among other morphological and physiological mod-
ifications, it was found that polyP-minus Pseudomonas
sp. B4 cells were non-motile in swamming motility
plates and by examination under light microscopy
(Fig. 2E-H; Chévez et al, unpublished results). Al-
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Fig. Z. PalyP accurmilation in PCB-degrading bacteria. P of polyP pranules in Pseud sp. B4 grown in gluouss (A) and 4Ci-bipkenyl
(B) as the sole carban sources, Electron micrograph vepative image of Predomonas sp. B4 celfs with: electron dense granules (C) and phosphats
distribution image (green, D}, obtained by electron spectroscopy imaging (ESI). Swarming matility assay plates of wt Preudomonar sp. B4 cells (E;
¢lectron miczoscopy morphology detail ln G) sad Pseudomonas sp, B4 colls overexpressing yeast exopolyphosphatase (F; electron microscopy
morphology in H). (For icterpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article))
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though the exact roles of polyP in the adaptive response
of biphenyl-utilizing bacteria to PCBs remain to be
elucidated, understanding polyP metabolism might be
important to improve the interaction of the microorgan-
ism with their toxic substrates and therefore the effi-
ciency of bioremediation processes.

Polyphosphate accumulating organism also play a
critical role in several environmental and biotechno-
logical problems such as heavy metals detoxification
(Alvarez and Jerez, 2004; Renninger et al., 2004) and
biological phosphorus removal, a ftreatment process
that is widely used to remove excess phosphate in
wastewater (Keasling et al, 2000, McGrath and
Quinn, 2003; Seviour et al., 2003). Taking info ac-
count that Pseudomonas sp. B4 and B. xenovorans
LB400 accumulated high levels of polyP (Chivez et
al., 2004) and that PCBs and heavy-metals were found
simultaneously in contaminated environments (Shin et
al., 2004; Gillan et al., 2005), it should be interesting
to find out if these PAOs could be used not only in
bioremediation of PCBs but also in heavy metals and
phosphorus removal in polluted sites.

6. Concluding remarks

Recently, a draft genome sequence of the model
PCB-degrader B. xenovorans LB400 was generated
by The Joint Genome Institute (JGI/ORNL annotation
December 2003), suggesting a total of 9851 open read-
ing frames (ORFs) in approximately 9.7 Mbp of ge-
nome size. By using microarray analysis, all the cellular
processes and physiology adjustments relevant for
PCBs degradation were studied in a genomic context
(Denef et al., 2004}, The use of this functional genomic
approach as well as other proteomic and metagenomic
studies will help to elacidate all the cellular processes
relevant for PCB-degradation not only of bacterial
strains in laboratory conditions but also of bacterial
populations in their natural environments. These results
may allow the development of strategies to remove the
bottlenecks that limit efficient PCB-degradation and
facilitate the construction of microorganism or bacterial
communities with ideal PCB-degrading abilities.

Now is generally accepted that the ideal PCB-de-
grader should be a highly tolerant microorganism that
not only constitutively expresses the degradation
enzymes with wide substrate specificities without ac-
cumulating toxic intermediates, but also should be a
microbe producing surfactants that solubilize PCBs,
and that survives and propagates in the pollutant envi-
ronment until the end of the clean-up process. Here we
also reviewed other cellular characteristics that may

favor PCB bioavailability such as motility, attachment
to surfaces and biofilm formation capabilities. These
abilities may enable cells to actively seck new sub-
strates once they are depleted in the contaminated
area. Therefore, knowledge of all these cellular pro-
cesses is essential to predict the survival and activity of
bacteria exposed to such adverse conditions and to
select for PCB-degraders with superior tolerances to
these pollutants.
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