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Respuesta de la bacteria Burkholderia sp. LE400 frente a clorobenzoatos

RESUMEN

Diversos microorganismos son capaces de degradar poiiclorobifenilos (PCBs),
que son contaminanies recalcitrantes y toxicos ampliamente distribuidos en el
ambiente. Burkholderia sp. LB400 es una bacteria gram-negativa capaz de degradar un
amplio rango de PCBs. Este microorganismo posee la via superior de bifenilo,
codificada por los genes bph, que metaboliza PCBs hasta clorobenzoatos y acidos 2-
hidroxipenta-2,4-dienoicos. Este ultimo compuesto es degradado hasta acetil-CoA por
enzimas codificadas por genes bph de la via inferior. Se postula que la exposicion de la
bacteria Burkholderia sp. LB400 frente a CBAs, produce una respuesta de tipo estrés,
generando cambios en su proteoma. Mediante ia técnica de HPLC se determind que
Burkholderia sp. LB400 no posee la capacidad de metaboiizar 2-CBA o 4-CBA. Tanto
2-CBA como 4-CBA disminuyen la tasa de crecimiento de la bacteria LB400. Sin
embargo, 4-CBA posee un mayor efecto negativo sobre el crecimiento de la bacteria
que 2-CBA. Este efecto es proporcional a la concentracién de 4-CBA. Después de 24
horas de exposicién el 4-CBA produce una disminucién de las células viables en dos
érdenes de magnitud, mientras que 2-CBA no produce ningtin efecto sobre la viabilidad
celular. Mediante electroforesis 2-D (NEPHGE-SDS) se anaiizé el patrén global de
proteinas de la cepa LB400 expuesta a 2-CBA o 4-CBA. Las proteinas de interés
fueron secuenciadas mediante degradacion de Edman. Las proteinas que presentaron
su amino ferminal bloqueado fueron analizadas mediante espectrometria de masa de
alta resolucion ESI-Q-TOF. Las secuencias amincacidicas obtenidas permitieron su

identificacion mediante herramientas bioinforméticas. Frente a la exposicién a 4-CBA
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se observaron mayores cambios en los niveles de proteinas en comparacion con los
observados para el caso de 2-CBA. Al menos 12 proteinas se inducen frente a la
exposicion de 4-CBA, entre ellas se encuentran las chaperonas molecuiares DnaK y
HtpG, lo que nos indica que la exposicién a este compuesto representa una situacion
de estrés para la bacteria Burkholderia sp. LB400. También se observé la induccién de
las enzimas catecol-1,2-dioxigenasa (CDO) y BphB. Se indujeron también enzimas
pertenecientes al ciclo de Krebs y otras del metabolismo en general. En el caso de la
exposicion frente a 2-CBA, se cobservaron al menos cuatro profeinas inducidas y la
represién de al menos una proteina. Todos estos polipépiidos estan relacionados con
el metabolismo de la bacteria. La enzima CDO corresponde a una de las proteinas mas
fuertemente inducida frente a 4-CBA. Se clond el gen que codifica para la CDO de
Burkholderia sp. LB400 en E. coli. Estudios de expresion mostraron que los clones
obtenidos no presentaron actividad CDO. Se observo que [a CDO esta presente en la
fraccion insoluble de la célula, lo que indicaria que probablemente esta enzima forma
cuerpos de inclusién. Este trabajo es uno de los primeros estudios protedémicos de
Burkholderia sp. LB400. Este tipo de estudios contribuye a conocer sobre la regulacion

de la expresién de protefnas de la cepa LB400 frente a diferentes metabolitos de la via

superior de bifenilo.




Response of Burkholderia sp. LB400 to chlorobenzoates.

- ABSTRACT

Several microorganisms are able to degrade polychlorinated biphenyls (PCBs),
which are recalcitrant and toxic poliutants widely distributed in the environment.
Burkholderia sp. LB400 is a gram-negative bacterium capable io oxidize a broad
spectrum of PCBs. The bph locus of strain LB400 encodes the biphenyl upper pathway
enzymes which oxidizes PCBs to chlorobenzoates (CBAs) and 2-hydroxypenta-2,3-
dienoic acids. This last compound is converted to acetyl-CoA by enzymes of the lower
aliphatic pathway which is also encoded by the bph locus. Exposition of Burkholderia
sp. LB400 to CBAs could represent a stress for this bacterium, generating changes in
the proteome. As determined by HPLC, strain LB400 is not able to oxidize 2-CBA or 4-
CBA. 2-CBA as well as 4-CBA decreased the growth rate of strain LB400. However, 4-
CBA has a stronger negative effect on bacterial growth than 2-CBA. This effect was
proportional to 4-CBA concentrations. Additionally, 4-CBA decreased cell viability, by
two orders of magnitude inbetwen 24 h whereas 2-CBA has no effect on cell viability.
To study the molecuiar response of Burkholderia sp. LB400 exposed to 4-CBA or 2-
CBA, global protein pattemns were analyzed by 2-D electrophoresis (NEPHGE-SDS).
Proteins of interest were sequenced by Edman degradation. N-terminal blocked
proteins were analyzed by high resolution mass spectrometry, ESI-Q-TOF. Aminoacidic
sequences of proteins were identified using bioinformatics toofs. Exposition to 4-CBA
induced more changes in the proteome of strain LB400 in comparison with 2-CBA. At
least 12 proteins were induced after incubation with 4-CBA, among them two molecular

chaperones, DnaK and HtpG, showing that 4-CBA exposure constitutes a stress fo




Burkholderia sp. LB400. Catechol-1,2-dioxygenase (CDO) and BphB were also
induced. The induction of some Krebs cycle enzymes and others belonging to general
metabolism was observed. When strain LB400 was exposed io 2-CBA, at least four
proteins were induced and one was repressed. All these polypeptides are related with
bacterial metabolism. CDO enzyme showed the highest induction upon 4-CBA
exposure. CDO gene of Burkholderia sp. LB400 was cloned and expressed in £. coli.
No CDO activity was observed in recombinant clones. CDO protein was present in the
insoluble fraction of the cell, indicating that probably this en:fyme forms inclusion
bodies. This work is one of the first proteomic report of Burkholderia sp. LB400. This
kind of studies contribute to the knowledge on regulation of protein expression of strain

LB400 exposed to different metabolites of the biphenyl upper pathway.
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1. INTRODUCCION

1.1. Policlorobifenilos.

Los policlorobifenilos (PCBs) son compuestos organicos aromaticos derivados
del bifenilo. Estos compuestos son sintetizados artificialmente mediante la cloracion
directa de una molécula de bifenilo con cloro anhidro usando cloruro férrico como
catalizador (Hutzinger et al., 1974). La molécula de bifenilo puede estar sustituida con
uno hasta diez atomos de cloro (Fig.1), existiendo te6ricamente, 209 congéneres o

isébmeros de PCBs.

4
3 3
6 2
6 2
3 3
L -

Figura 1. Estructura quimica de los policlorobifenilos. La molécula de bifenilo
puede estar sustituida con uno hasta diez atomos de cloro.

Debido a sus propiedades quimicas los PCBs estan presentes en diversos
productos comerciales y poseen una amplia gama de aplicaciones (Ullmann, 1985;

Erickson, 1986).




No existen evidencias de que la exposicion a PCBs aumente el riesgo de
cancer en la poblacidon humana (ATSDR, 1996). Sin embargo, se han investigado
efectos negativos de los PCBs sobre la reproduccion y el sistema endocrino (Falck et
al., 1992; Krishnan y Safe, 1993).

De los aproximadamente 1,5 millones de toneladas de PCBs producidos en el
mundo entre los afios 1929 y mediados de los afios 80, una fraccién sustancial llegé
finalmente al ambiente (Abraham ef al., 2002). La alta lipofilicidad y la poca eficiencia
con que los PCBs son degradados naturalmente, determinan que estos compuestos se
bioacumulan en las cadenas tréficas y presentan una alta persistencia en el ambiente

(Abramowicz, 1990).

La biorremediacion ofrece una solucion viable para el fratamienio de sitios
contaminados, mediante la conversion catalizada por microorganismos de los

compuestos téxicos en productos inocuos (EPA, 1997).

1.2. Degradacion bacteriana.

1.2.1. Degradacion de PCBs.

Muchos microorganismos capaces de degradar o transformar PCBs han sido
aislados (Abraham et al., 2002). Estos organismos presentan cierta especificidad por
algunos congéneres, degradando sélo un pequefic nimero de PCBs. Las tasas de
degradacién dependen cje ia estructura congénere (Abramowicz, 1990).

Existen dos tipos de procesos biolégicos capaces de biotransformar PCBs: un
proceso oxidativo aerobio y un proceso reductivo anaerobio. La descloracion anaerobia

de PCBs es responsable de la conversion de compuestos altamente clorados en

congéneres con menor cloracion (Abramowicz, 1995). Estos productos con menor




cloracién son degradados mediante oxidacion por un amplio rango de bacterias
aerobias. Por ende ambos procesos bioldgicos son complementarios.

Se han aislado varios microorganismos aerobios capaces de degradar estos
compuestos bajo condiciones de laboratorio. Estos microorganismos, que pueden ser
tanto gram-negativos (Burkholderia sp., Pseudomonas sp. y Sphingomonas sp.) como
gram-positivos (Rhodococcus sp.) (McKay ef al, 1997, 2003) presentan diversas
capacidades degradativas de PCBs (Abraham et al, 2002). La mayoria de las
bacterias aerobias no son capaces de mineralizar completamente los PCBs, oxidando

uno de los anillos clorados y liberando el segundo como clorobenzoato (CBA).

1.2.2. Degradacion de clorobenzoatos.

Los CBAs son los mayores productos intermediarios del catabolismo aerobio de
los PCBs. Sin embargo, la mayoria de los microorganismos degradadores de PCBs no
son capaces de degradar estos compuestos (Francisco ef al., 2001). La mineralizacion
completa de los PCBs requiere la presencia de dos vias catabdlicas. La via superior de
bifenilo que degrada los PCBs y una via para la degradacién de CBAs (Sondossi ef al.,
1992). Estudios previos indican que la degradacién de 4-clorobifenilo (4-CB) resulta ser
mas eficiente en co-cultivos que contengan una cepa bacteriana capaz de degradar 4-
CBA (Sylvestre et al.,, 1985). Ademas, se ha observado que los CBAs y compuestos
derivados de ellos, pueden producir un efecto téxico sobre bacterias expuestas y
afectar la degradacion de (cloro)bifenilos (Sondossi ef al., 1992). Estudios realizados
en Pseudomonas stutzeri indican que 3-CBA, 2-CBA y 4-CBA inhiben el crecimiento
de la bacteria en distintas fuentes de carbono (Vrana ef ai., 1996). Ademas, se observé

una disminucién en la fasa de degradacién de algunos congéneres de PCBs (Vrana et




al., 1996). Esto sugiere que los CBAs afectan la via degradativa de (cloro)bifenilos
(Sondossi, et al., 1992).

Diversas bacierias degradadoras de CBAs han sido aisladas desde suelo
(Romanov y Hausinger, 1994; Kozlovsky y Kunk, 1995; Francisco et al., 2001). Las
enzimas necesarias para la degradacion inicial de estos compuestos han sido
identificadas (Nakatsu y Wyndham, 1993, 1995, 1997; Haak y Lingens, 1995; Tsoi ef
al., 1998). La via mas comln de degradacién de CBAs genera como intermediario un
(cloro)catecol (Francisco ef al, 2001). Los (cloro)benzoatos son transformados en
(cloro)catecoles por la (cloro)benzoato dioxigenasa y la (cloro)benzoato dihidrodiol
deshidroganasa (Focht et al, 1996). Posteriormente, los (cloro)catecoles son

transformados por la via de degradacion orfo.

1. 2. 3. Catecol-1,2-dioxigenasa.

Existen dos vias que permiten la degradacién del catecol hasta succinato, un
intermediario del ciclo de Krebs, denominadas via orfo y via meta de degradacién de
catecol (Suzuki ef al., 2002).

La primera enzima de la via orfo de degradacion comresponde a la catecol-1,2-
dioxigenasa (CDO). Esta enzima cataliza la transformacién del catecol en cis,cis-

muconato mediante la adicion de oxigeno molecuiar (Fig. 2).
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Figura 2. Reaccion catalizada por la enzima catecol-1,2-dioxigenasa. Esta enzima
cataliza la transformacion del compuesto aromatico catecol en cis,cis-muconato.

Existen dos tipos de catecol-1,2-dioxigenasas, denominadas CDOs del tipo | y
CDOs del tipo Il. Las enzimas catecol-1,2-dioxigenasas del tipo | no tienen actividad o
tienen actividad muy baja contra los catecoles clorados. Las CDOs de tipo Il pueden
degradar los catecoles clorados, por lo que se les conoce como clorocatecol
dioxigenasas (Kim et al., 1997). Catecol-1,2-dioxigenasas de ambos tipos han sido
caracterizadas en diversas bacterias (Patel et al., 1976; Broderick and O’Halloran,
1991; Nakai et al., 1995).

Los genes cat que codifican para dioxigenasas del tipo | de la via orfo de
degradacion de catecol, han sido ampliamente estudiados, existiendo antecedentes de
su organizacion y regulacion en las bacterias Pseudomonas putida y Acinetobacter
calcoaceticus (Shanley et al,1986; Aldrich, 1988). Ademas existen reportes de
bacterias que poseen varias isoenzimas de la CDO (Kim et al., 1997; Murakami et al.,
1999; Suzuki et al., 2002). Se han descrito CDO bacterianas que se inducen en
presencia de compuestos como benzoato e incluso algunos CBAs (Giuffrida et al.,
2001, Suzuki et al., 2002), lo que indica una regulacion del sistema enzimatico, que le

permite a las bacterias degradar eficientemente este tipo de compuestos.




1.3. Burkholderia sp. LB400.

Burkholderia sp. LB400 es una bacteria gram-negativa capaz de crecer en
bifenilo como unica fuente de carbono y energia (Bopp, 1986). Debido a su capacidad
de transformar un amplio rango de congéneres de PCBs, esta bacteria se ha
convertido en un organismo modelo para el estudio de la bioguimica y biologia
molecular del metabolismo de clorobifenilos (CBs) en procariontes.

La cepa LB400 posee el locus bph en su cromosoma (Fig. 3), el que ha sido
extensamente caracterizado (Erickson y Mondello, 1992; Hofer et al., 1993, 1994). Este
locus posee diez cistrones que codifican para las enzimas que constituyen la via
superior de bifenilo (Fig. 4A), la que le permite a la bacteria degradar el bifenilo a
benzoato y una via alifatica inferior (Fig. 4B), que convierte al 2-hidroxipenta-2,4-
dienoato a piruvato y acetil-CoA, respectivamente. Ademas contiene un gen que
codifica para una glutation-s-transferasa (bphK) y dos marcos de lectura abiertos
(ORFs), ORFO y ORF1. Estudios recientes indican que el ORFO podria participar en la
regulacion de los genes bph (Beltrametti et al., 2001). Se desconoce la funcion de

ORF1.

bph | bph | bph | bph | bph | bph | bph | bph | bph
A3 A4 B ¢ K | H | J / D

bph | bph
A1 | A2

ORF 0
ORF 1

Figura 3. Organizacién del locus bph en Burkholderia sp. LB400. Los genes
codifican para las siguientes enzimas: bphA1A2A3A4, bifenilo-2,3-dioxigenasa (BDO);
bphB, bifenilo-2,3-dihidrodiol-2,3-dioxigenasa (BDDH); bphC, 2,3-dihidroxibifenilo-1,2-
dioxigenasa (DBDO); bphK, glutation S-transferasa (GST); bphH, 2-hidroxipenta-2,4-
dienoato hidratasa; bphJ, acetaldehido deshidrogenasa; bphl, 4-hidroxi-2oxovalerato
aldolasa; bphD 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4.dienoato hidrolasa (HOPDAH). Fuente:
Adaptado de Bartels et al. (1999).
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E! primer paso en la via de degradacion de bifenilo es llevado a cabo por la
enzima bifenilo-2,3-dioxigenasa (BDO), la que es capaz de atacar un espectro
relativamente amplio de congéneres de PCBs (Seeger et al., 1999; Amett of al., 2000).

A pesar del amplic rango de congéneres de clorobifenilos que esta bacteria es
capaz de transformar, no todos ellos son metabolizados hasta clorobenzoatos (CBAs) y
2-hidroxipenta-2,4-dienoatos, los productos finales de la via superior de bifenilo.
Estudios realizados por Seeger ef al. demostraron que la via superior de bifenilo
codificada por el locus bph es responsable de estas transformaciones, concluyendo
que la eficiencia de fransformacién de clorobifenilos (CBs) hasta clorobenzoatos
(CBAs) depende del patron de sustitucion de los compuestos iniciales de ia via (Seeger
et al., 1995, 1999).

Las posibles capacidades de degradacion de CBAs de la cepa LB400 han sido
poco estudiadas. Hemandez ef al. reportaron el crecimiento de esta bacteria en 3-CBA
(Heméandez et al., 1995). Sin embargo, Burkholderia sp. LB400 no crece en 2- y 4-
CBA, ni en benzoatos con mayor halogenacion (Potrawfke ef al, 1998). No se tiene
conocimiento de los potenciales efectos que podria producir la acumulacion de estos

metabolitos finales sobre la bacteria o sobre sus capacidades degradativas.

1.4. Respuesta bacteriana a estrés y estudios proteémicos.

Las bacterias son capaces de responder a cambios en el medio ambiente. La
celula monta complejas-respuestas frente a cualquier cambio en su ambiente, las que
involucran a gran parie de su genoma, y ajustan la tasa de sintesis de proteinas
individuales. Frente a cambios favorables en el medio, Ila bacteria es capaz de acelerar

el crecimiento como resultado del aumento de la sintesis de componentes esenciales




para la célula y de la represién de proteinas redundantes. Frente a una condicion
desfavorable, la célula desvia recursos para mantener su crecimiento, sintetiza
proteinas que contramresten la condicion estresante y repara los dafios producidos. Por
lo tanto, Ia respuesta fisiolégica de las bacterias frente al medio ambiente se traduce en
cambios en el patron de expresion de proteinas (Neidhart y VanBogelen, 2000). La
sintesis selectiva de proteinas es la esencia de cada respuesta a estrés. Por lo tanto,
si se quiere estudiar la respuesta a esirées en baclerias es necesario estudiar el

proteoma del microorganismo.

1.4.1. Protedmica.

Durante los Gitimos afios ia genémica ha proporcionado una vasta cantidad de
informacion genética. Sin embargo, Ia informacién que proporcionan las secuencias
nucleotidicas, no entregan un peffil completo de la abundancia, estructura final y
actividad de las proteinas.

En 1994, fue introducido por primera vez el concepto de proteoma. Se definié
el proteoma como el conjunto completo de proteinas que un organismo es capaz de
producir (Van Bogelen ef al, 1999). De este concepto derivaron otros como
protedmica. Se ha definido ia protedmica como la “Caracterizacién a gran escala del
conjunto proteico de una linea celular, tejido u organismo” (Graves y Haystead, 2002).
Del término “gran escala” se desprende una definicién integrativa de ia proteémica, la
cual reline diversas areas de estudio (Fig. 5). La vasta informaciéon que puede
proporcionar la protedmica es absolutamente compiementaria con la informacién

entregada por el genoma.
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Figura 5. Tipos de prote6mica y sus aplicaciones en biologia. Fuente: Adaptado de
Graves y Haystead (2002).

1.4. 2. Proteémica de expresion.

La proteémica de expresion se ha definido como el estudio cuantitativo y
cualitativo de la expresion de proteinas entre muestras que difieren en alguna
condicion (Graves y Haystead, 2002). Dentro de esta area de la proteémica se

encuentra el estudio de la respuesta a estrés de bacterias.
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Un experimento de protedmica de expresion (Fig. 6) se puede dividir en las
siguientes etapas:
- Separacion y aislamiento de proteinas.
- Adquisicién de informacion estructural de las proteinas.

- Utilizacién de bases de datos.

Electroforesis Separaciény
bidimensional de aislamiento de
proteinas proteinas.
. Digestidn con proteasas
Electro'rlansferencna e T
Secuenciacién del extremo Espectrometria de Masa
N-terminal mediante
microsecuenciacién / \
Patrén de masas Secuenciacidn de
peptidicas péptidos
Biisqueda en bases de

datos

.

Identificacién de la
proteina

Figura 6. Estrategia para la identificacion de proteinas en la proteémica de
expresion. Fuente: Modificado de Graves y Haystead. (2002).
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1.4.3. Separacién y aislamiento de proteinas.

En protedmica la tecnologia predominante para separar proteinas es la
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (Neidhardt y VanBogelen,
2000). En ella, las proteinas son separadas por dos propiedades distintas. En la
primera dimensién son separadas de acuerdo a su punto isoleléctrico, y en una
segunda dimensién son separadas de acuerdo a su masa molecular. Cada mancha
que aparece en estos geles bidimensionales de poliacrilamida representa una proteina.

El principal uso de este método continda siendo la proteémica de expresion. La
aparicion, desaparicion o cambios en los niveles de proteinas entre los geles
bidimensionales de dos muestras crecidas en distintas condiciones, entrega
informacién sobre las diferencias de expresién de proteinas. La intensidad de las
proteinas entrega informacion sobre los niveles de expresion. Numerosos estudios de
la expresién de proteinas en diversos microorganismos expuestos a diferentes
estimulos o situaciones de estrés, han sido realizados mediante este método (Lambert

et al., 1997, Breinig et al., 2000, Stancik et al., 2002, Seung et al., 2002).

1.4.4. Adquisicion de informacién estructural de las proteinas.

Actualmente se utilizan dos métodos para obtener la secuencia parcial de una

proteina:

Microsecuenciacion: Uno de los primeros métodos utilizados para la identificacion de
proteinas fue fa microsecuenciacion quimica de Edman (Edman, 1949), la cual permite
obtener la secuencia N-terminal de una secuencia aminoacidica. Desde su
introduccion, el método de secuenciacion quimica de Edman ha cambiado muy poco.

Sin embrago, las mejoras en la tecnologia han incrementado su sensibilidad y
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eficiencia. El desarrollo de membranas de transferencia compatibles con la
secuenciacién quimica, permite que este método sea el mas aplicado para la
identificacién de proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS (Graves y Haystead, 2002). Las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas, lo que puede incluir un bloqueo del extremo amino-terminal, son una de las
dificultades que ha limitado la utilizacion de la secuenciacion de Edman, pues impide

gue la reaccién quimica se lleve a cabo.

Espectrometria de masa: La espectrometria de masa entrega informacion estructurai
de la proteina, como la masa peptidica y la secuencia aminoacidica de un péptido.
Esta informacién es usada para identificar proteinas por biisqueda en bases de datos.
Ademas se puede utilizar en la determinacién de modificaciones post-traduccionales de
las proteinas y su localizacion.

La obtencién de informacién de proteinas por espectrometria de masa puede
ser dividida en tres etapas:

A) Preparacion de la muestra.
B) lonizacién de ia muestra.
C) Andlisis de masa.

Existen hoy en dia dos principios de ionizacién de muestra, desorcion laser
asistida por matriz (MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) e ionizacién
por electrospray (ESI, ElectroSpray lonization), las cuaies fueron desarrolladas por
Karas y Hillenkamp (1988) y Fenn ef al. (1989), respectivamente. Ambas técnicas
estan descritas como una ionizacién suave que resuita en ia formacién de iones con

una minima fragmentacién.
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Para el andlisis de masa de los péptidos se han disefiado espectrometros con
componentes de paso de iones simples o multiples. Los cuatro componentes mas
usados son: cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF, Time of Flight), trampa de iones
(ion trap) y camaras de colision.

Existen diferentes tipos de espectrémetros de masa, los cuales son el resuitado
de una combinacién de métodos de ionizacidn y métodos de determinaciéon de masas
de uno (MALDI-TOF, ESI-Q o ESl-ion trap) o mas componentes (ESI-Q-TOF, MALDI-

Q-TOF, MALDI-TOF-TOF, efc.). Dependiendo de la combinacion que se haga derivan

sus nombres.

1.4.5. Utilizacion de bases de datos.

Las bases de datos aceptan informacion estructural de proteinas obtenida
mediante secuenciacion de Edman o espectrometria de masa. La Tabla 1 muestra
diversas herramientas y bases de datos para analizar secuencias proteicas que se
encuentran disponibles en internet. La ventaja de la btisqueda en bases de datos es

que permite una rapida y acertada identificacion de un gran nimero de proteinas.

Tabila 1. Sitios disponibles en la red para analisis bioinformatico de proteinas.

Nombre del sitio Direccion informacion disponible
NCBI hitp:/Ammww.ncbi.nim.nih.gov Bases de datos de secuencias
FASTA hitp://www.tigr.org nuclectidicas y peptidicas.
Blast hitp:/fwww._ncbi.nim.nih.gov/BLAS T/
Clustal W http:/Awww.ebi.ac.uk/ClustalW Alineamiento de secuencias.
Pfam http://ww.sanger.ac.uk/cgi-bin/pfam Busqueda de motivos
ProFound http://prowi.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound | Mapeo de masay
Pepident hitp:/iwww.expasy.chftools/pepident secuenciacion

peptidica
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1.5. HIPOTESIS DE TRABAJO.

La exposicibn de la bacteria Burkholderia sp. LB400 a clorobenzoatos,
productos finales de la via superior de bifenilo, produce efectos fisiolégicos con
cambios en su proteoma, incluyendo la induccién de enzimas catabdlicas de

compuestos aromaticos.

1.6. OBJETIVOS DE LA TESIS.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Determinar el efecto de la exposicion a CBAs sobre el crecimiento y viabilidad de
Burkholderia sp. LB400.

2. Estudiar la respuesta del proteoma de la bacteria Burkholderia sp. LB400 frente a la
exposicion de CBAs.

3. Identificar proteinas en la cepa LB400, inducidas o reprimidas frente a la exposicion
a CBAs.

4. Clonamiento del gen de alguna proteina de interés inducida por CBA.




2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Reactivos.

Los CBAs (98%) se adquirieron en Fluka AG (Buchs, Suiza) o Lancaster
Sintesis (Reino Unido). Glicina p.a., bifenilo 99%, alcohol isoamilico, cloroformo y
dimetilsuifoxido se adquirieron de Merck (Darmstadt, Alemania); 3-mercaptoetanol, se
obtuvo de J.T. Baker (Phillipsburg, Estados Unidos); ampicilina, azul de bromofenol,
acrilamida 99%, TEMED 99%, IGEPAL CA-630, Ribonucleasa A, DNAsa | y azul de
Coomassie (Brilliant Blue R) se adquirieron de Sigma (Steinheim, Alemania); SDS,
bisacrilamida, persulfato de amonio, urea, acrilamida ultra pura 99,9%, PTG,
estandares de PM de proteinas, anfolitos Bio-Lyte de pH 5-7 y anfolitos Bio-Lyte de pH
3-10 se obtuvieron de Bio Rad (Hercules, Estados Unidos); reactivo de Bradford,
dideoxinucledtidos (dNTPs) se obtuvo de Winkler (Santiago, Chile). Taq polimerasa se
adquirié en GeneLab (Santiago, Chile), las endonucleasas de restriccion Safl y Ndel,
marcador de peso molecular 1kb DNA extensidén Ladder se adquirieron en Invitrogen

(Carishad, Estados Unidos).

2.2. Cepas bacterianas.

lTas cepas utilizadas fueron las siguientes:
e E. coli B cepa BL21(DE3): F" ompT gal [dem] flon] hsdSg (rs -, mg) con DE3, un

profago lambda que lleva el gen de la T7 RNA polimerasa (Studier ef al., 1990).
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e E. coli cepa DHbc :

F* endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrAS6 relA1 deoR

A(lacZYA-argF) U169 lacZAM15) (Grant ef al., S. G. N, 1890).

e Burkholderia sp. LB400 es una cepa silvestre, aislada desde suelo, capaz de
degradar un amplic rango de PCBs (Bopp, 1986). Esta cepa fue donada

gentilmente por el Dr. Kenneth Timmis (Instituto Nacional de Biotecnologfa, GBF,

Braunschweig, Alemania)

2. 3. Plasmidios.

Los vectores utilizados en esta tesis se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidios utilizados.

RNA polimerasa del fago T7. Rio
amriba del promotor se encuentra un
sitio de unién fuerte a ribosoma (rbs).

Plasmidio Caracteristicas Referencia

TOPO TA' Vector comercial disefiado  para invitrogen, U.S.A
clonar productos de PCR en forma
directa.

pT7-7 Vector que posee un sitio multiple de Tabor y Richardson,
Clonamiento bajo el promotor de la 1985

2. 4. Medios de Cuitivos.

Medio LB (Sambrook ef al., 1989): triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5

g/i. Para la preparacion de placas con agar, se agregé al medio agar al 1,5% (p/v).
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Medio minimo M9 (Sambrook ef al,, 1989): Na;HPQO, 50 mM, KH2PO, 22 mM, NaCl 85
mM y NH4CI 7,5 mM. Soluciones trazas: Solucién A (50 mi): 0,5375 g de MgCl6H;0,
0,1000 g de CaCQ,, 0,2250 g de FeSO,7H:0, 0,0720 g de ZnSO47H,0, 0,0424 g de
MnS04-H,0, 0,0125 g de QUSO4-5H20, 0,0140 g de CoCix-6H,0, 0,0030 g de HBOz ¥
2,565 ml de HCI (37%). Solucién B: MgS0,-7H.0 1M. Solucién C: FeSO,-7H,0 36 mM.
Las soluciones A y B se autoclavaron y se guardaron a 4°C. La solucién C se esterilizé

por filtracién y se mantuvo congelada a -24°C.

Medio Minimo Minerai M9:; Para 1 It de este medio mineral se utilizan las siguientes
soluciones; 100 ml de medio minimo M9 (10X); 2,5 ml de solucién A: B: C (2:1:1).

Como fuente de carbono se ufilizé glucosa 5 mM.

2. 5. Métodos de cultivo.

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C en medio LB liquido con agitacion
rotatoria o en placas de agar-LB. Se utilizaron cepas de E. coli como recepioras de
vectores que contienen resistencia a ampicilina, por lo que el medio se suplementé con
ampicilina 100 pg/ml. Las bacterias Burkholderia sp. LB400 se crecieron a 30°C en
medio LB o medio mineral M9 liquido utilizando glucosa como tnica fuente de carbono

con agitacion rotatoria ¢ en placas de agar-LB.

2. 6. Cuantificacién de 2-CBA y 4-CBA.

Para medir la concentracién de 2-CBA y 4-CBA, en un cultivo de Burkholderia
sp. LB400 a diferentes tiempos de incubacion, se utilizé la técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Presion (HPLC) (Seeger ef al., 1995). Utilizando estandares de alta

pureza se obtuvieron los espectros de absorcion para cada compuesto (Fig. 7).
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Figura 7. Espectros UV y estructura quimica de 2-CBA y 4-CBA. Espectros UV de
2-CBA (A) y 4-CBA (B).

2.6.1. Condiciones del HPLC.

Se utilizé un sistema HPLC marca Beckman modelo System Gold equipado con
un detector de arreglo de diodos y con una columna Lichrosphere RP-C18 de 5 um de
espesor de film, 150 mm de largo y 4,6 mm de diametro (Supelco, Bellefonte, USA).
Como fase movil se utilizé una mezcla que contiene 60% metanol, 39,5% agua y 0,5%
de acido fosfoérico. Los CBAs se cuantificaron por comparacién con estandares de alta

pureza.

2.6.2. Cinética de exposicion a CBAs.
La bacteria Burkholderia sp. LB400 se crecié en 5 ml de medio LB en un
agitador termorregulado a 30°C, por aproximadamente 10-12 hrs. Un inéculo de este

cultivo fresco (1% v/v) se transfirié a tres matraces con 100 ml de medio mineral M9
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utilizando como fuente de carbono glucosa 5 mM. Las células se cultivaron a 30°C
hasta llegar a una densidad optica a 525 nm (D.O.s2s50m) de 0,3. Una vez alcanzada
esta densidad éptica se agregd 2-CBA o 4-CBA en una concentracion 2 mM. Se tomo
una alicuota de 1 ml de cultivo a las 0, 1, 4, 6 y 24 horas y este volumen se transfiri6 a
un tubo Eppendorf. Posteriormente, se centrifugé la muestra durante 10 min a 10.000

rpm y se recuperd el sobrenadante, el que se guardé en un tubo nuevo a -24°C.

2.7. Curvas de crecimiento y estudios de viabilidad.

Para estudiar el efecto de la exposicion a clorobenzoatos en el crecimiento de
Burkholderia sp. LB400 se realizaron curvas de crecimiento de esta bacteria en
presencia de 4-CBA en concentraciones de 0,5 mM, 2 mM y 5 mM y de 2-CBA en una

concentracion 2 mM.

La bacteria Burkholderia sp. LB400 se crecié en 5 ml de medio LB en un
agitador termorregulado a 30°C durante aproximadamente 8 horas o hasta obtener un
cuitivo saturado. Un inéculo de este cultivo fresco se transfirio a 20 mi de medio
mineral M9. Las células se cultivaron en matraces con vastago a 30°C y agitacion.
Cada hora se midid la densidad 6ptica del cultivo en un espectrofoiémetro modelo
Spectronic 20 (Bausch and Lomb). A una D.O.sxsmm 0,3 se agregé 2-CBA o 4-CBA en
las concentraciones ya mencionadas. Como control se ufilizé un cultivo crecido en
glucosa 5 mM sin exposicion a clorobenzoato. Se siguié el crecimiento de la bacteria
por medicién de Ila d_ensidad Optica. Adicionalmente se tomaron alicuotas para
determinar las unidades formadoras de colonia (UFC). Se tomo una alicuota de 100 pl

de cultivo a ilas 0, 1, 4, 6 y 24 horas de exposicion a CBAs. Con esta alicuota se

realizaron diluciones seriadas y se plaqued 100 pl de las diluciones -5, -6 y -7 en
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placas de Petri con medio LB. Las placas se incubaron en una estufa a 30°C durante

tres dias, para luego determinar las UFC.

2.8. Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (NEPHGE).

2.8.1. Soluciones.

(A) Solucién Stock de IGEPAL CA-630 al 10%: IGEPAL CA-630 al 10% p/v.

(B) Amortiguador de lisis: Urea 9,5 M, IGEPAL CA-630 al 2% viv, anfolitos al 2% (1,6%
de anfolitos pH enfre 5y 7, 0,4% de anfolitos pH entre 3 y 10) y B-mercaptoetanol
al 5%. Se almacend en tubos Eppendorf a -24° C.

(C) Amortiguador de sonicacion: Tris-HCl 0,01 M (pH 7.4), MgCl: 5 mM y RNasa
50ng/ml. Se almacend en tubos Eppendorf a -24° C.

(D) Solucién madre de DNAsa I: 1 mg/ml de DNAsa | en Tris-HCI 0,01M (pH 7.4) y
MgCl, 1 mM.

(E) Solucion de persulfato de amonio 10%: persulfato de amonio 0,1 g/ml. Se
almacend en tubos Eppendorf a -24° C, por no més de dos semanas.

(F) Soiucion de sobrecapa: Urea 9 My anfolitos al 1% (80 ul de anfolitos pH 5-7 y 20 pl
de anfolitos pH 3-10). Se almacenaron en tubos Eppendorf a -24° C.

(G) Amortiguador de muestra: Tris-HCI 0,0625 M (pH 6,8), SDS al 2%, glicerol al 10%,
B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0,001%.

(H) Solucién del catodo: H:PO, 0,01 M.

(D Solucién del anodo: NaOH 0,02 M.

(J) Solucion de agarosa al 1% p/v: A 0,25 g de Agarosa se le adicionaron a 25 ml de

amortiguador de muestra SDS en un tubo de ensayo hermético y se almacené a 4°

C. Para utilizarla, se fundié a bafio Maria.




(K) Solucion de Acrilamida al 30% (NEPHGE): Acrilamida uitra pura al 28,38% p/vy
Bisacrilamida al 1,62%.

(L) Solucion de Acrilamida al 30% para geles con SDS: Acrilamida al 29,18% y
Bisacrilamida al 0,82%. Se almacend a 4° C.

(M) Amortiguador para gel de corrida: Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) y SDS al 0,4%.

(N) Amortiguador para gel concentrador : Tris-HCI| 0,5 M (pH 6,8) y SDS al 0,4%.

(O) Amortiguador de corrida: Tris-glicina 0,025 M y SDS al 0,4%. Preparacion: 14,4 g
glicina y 3,0 g de Tris se disclvieron en 990 ml de agua. Posteriormente se agregé
10 ml de SDS al 10% piv.

(P) Solucién de tefiido: metanol al 50% viv, acido acético al 7% viv y Azul de
Coomassie al 0,2% p/v.

(Q) Solucién de destefiido: metanol al 20% v/v y acido acético al 7% viv.

2.8.2. Preparacion de Muestra.

El cultivo crecido en medio minimo mineral MS se colectdé mediante
centrifugacion y lavé al menos dos veces con NaH,PO, 50 mM pH 7,2. Se transfirieron
las bacterias a un tubo Eppendorf previamente pesado. Se centrifugd a 13.000 rpm por
5 minutos, se elimind el sobrenadante y se determiné el pesc himedo de las células.
Posteriommente, las bacterias se resuspendieron en 10 pl de amortiguador de
sonicacion por cada mg de bacterias himedas. Para romper las células se sometieron
a ultrasonido (Misonix modelo XL200) 5 veces durante 5 minutos con una potencia de
6 W. Posteriormente, se adiciond6 DNAsa | en una concentracion final de 80 pg/ml,

manteniendo las muestras en hielo por 10 minutos. Se alicuoié la muestra en tubos

Eppendorf, los que se llevan a speed-vac (Concentrator 5301, Eppendorf) durante 1 h
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aproximadamente a 60°C. Finalmente se resuspendié en 4,3 ul de amortiguador de

lisis por mg de bacteria hiimeda inicial y se cargd 30 pl en el gel de primera dimension.

2.8.3. Primera Dimensioén.

Se utilizd la técnica de geles de gradiente de pH al no-equilibrio (NEPHGE)
descrita por O’Farrell (1977), con algunas modificaciones. Se utilizé un gradiente de
pH de 3 a 10. La mezcla para seis geles de primera dimensién contiene 2,06 g de
urea, 850 pl de H,O, 750ul de la solucion de IGEPAL CA-630 al 10%, 500 pl de
acrilamida al 30% y 125 ul de anfolitos con un rango de pH entre 3 y 10, 10 pl de
persuifato al 10% y 7,5 pl de TEMED. Con esta mezcla se lienaron los tubos (125 mm
por 2,5 mm de didmetro) hasta una altura de 11 cm. Se cargaron 30 ul (7 mg) de la
muestra en cada fubo, se cubrid la muestra con 10 pl de la solucion de sobrecapay el
resto del tubo se llené con HsPOs 0,01 M. El reservorio inferior de la cdmara de
electroforesis se ilené con la solucion de NaOH 0,02 M (anodo) y la parte superior con
la solucién de HsPO, 0,01 M (catodo). La electroforesis se realizé aplicando un voltaje
de 400 V por un periodo de 6,5 h. A continuacion, los geles fueron equilibrados durante

1 h en amortiguador de muestra-SDS.

2.8.4. Segunda Dimensién.
Para la segunda dimensién se utilizaron geles de poliacrilamida con SDS segun

el protocolo descrito por O'Farrell (1975), con algunas modificaciones.

A. Gel de corrida al 11%: 7 ml agua, 0,4 m! glicerol 50% v/v, 5 mi amortiguador para

gel de corrida, 7,65 mi de solucién de acrilamida al 30% p/v, 0,074 ml persulfato de

amonio al 10% p/v y 0,006 mi de TEMED.
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B. Gel concentrador al 4,5%: 3 ml agua, 1,25 ml amortiguador para gel concentrador,
0,75 ml de solucién de acrilamida al 30% p/v, 0,015 ml persulfato de amonio al 10% p/v

y 0,01 ml TEMED $9%.

El gel de Ia primera dimension (NEPHGE), se carg6 sobre el gel de la segunda
dimension. La electroforesis se cormié a 60 V hasta que el frente de azul de bromofenol
sali6 del gel. Una vez terminada la electroforesis, el gel de corrida se colocé en

solucién de tefiido con agitacion suave. Posteriormente, el gel fue desteiido y secado.

¥

2.9. Determinacion de los niveles de induccién/ represion de proteinas.

Se determinaron por inspeccidon visual de los geles bidimensionales las
proteinas que presentaban induccién/represion. Posteriormente, se midié la densidad
(Intensidad x mm? de cada proteina seleccionada mediante un programa
computacional llamado Quantity One de BioRad. Para la cuantificacién, se cre6 una
imagen computacional de cada gel, a partir de la cual el programa permite determinar
la densidad (Int x mm? ) de cada proteina individual. Con los datos obtenidos de al
menos tres geles 2-D con exposicién a 4-CBA 2 mM se calculé la induccion relativa de
cada proteina. Este indice fue calculado como el cuociente de las densidades
obtenidas de cada proteina en geles con exposicién a 4-CBA versus la condicion
control. A cada valor se le desconté la densidad medida en e! fondo del gel, lo que nos

permite descontar el error asociado a la tincion de los geles.

2.10. Obtencion de secuencias peptidicas.
Se determind la secuencia aminoacidica de las proteinas seleccionadas
mediante microsecuenciacién del amino terminal. Adicionalmente, se obtuvieron

secuencias parciales de ellas mediante especirometria de masa de alta resolucion
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(ESI-Q-TOF). Estos analisis se realizaron en el Instituto Nacional de Biotecnologia

(GBF) en Braunschweig, Alemania, gentileza de la Dra. Daniela Regenhardt.

2.11. identificacion de proteinas.

Para identificar las proteinas seleccionadas se ingresé las secuencias amino-
terminal obtenidas mediante secuenciacion de Edman o ESI-Q-TOF en la base de
datos del genoma de Burkholderia sp. LB400, que esta construyendo el Joint Genome
Institute, U.S Department of Energy (DOE) (http:/JGl.doe.gov), a través de la cual se
obtuvo la secuencia completa de las proteinas seleccionadas. Para confirmar la
informacion entregada por el método de blisqueda anterior, las secuencias proteicas se
ingresaron en el programa de comparaciéon con bases de datos, FASTA desamollado
por el Instituto Europeo de Bicinformatica (hitp://www.ebi.ac.uk). Para estimar el punto
isoeléctrico y la masa molecular de las proteinas se utilizé la herramienta pepinfo

disponible en la pagina del Institutc Europeo de Bioinformatica.

2.12. Clonamiento del gen catA que codifica a la enzima catecol 1,2-dioxigenasa.

2.12.1. Extraccion de ADN gendmico de [a cepa LB400.

Para extraer ADN genémico de la bacteria Burkholderia sp. LB400 se utilizé el
protocolo establecido por Ausubel ef al. (1998). El ADN se precipité agregando 0,6
volimenes de isopropanol y agitando por inversion hasta ver la aparicién de un ovillo
de ADN. Con una pipeta Pasteur seliada en la punia se procedi6 a exiraer este ovillo.
El ADN se lavé con etanol 70% y posteriormente se dejé secar a temperatura

ambiente. Por ultimo el ADN se resuspendié en 100 ul de amortiguador TE (100 mM

Tris-HCI pH 7,4, 100 mM EDTA pH 8,0).
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2.12.2. Extraccion de ADN plasmidial.
Las extracciones de ADN plasmidial se realizaron utilizando el kit Wizard Plus
maxipreps DNA purification system (Promega, Estados Unidos), de acuerdo al

protocolo indicado por el fabricante.

2.12.3. Disefio de partidores.

Los partidores Cat1 y Cat2 fueron disefiados mediante el programa
computacional oligo (National Bioscience, Inc.) prestado por el Laboratorio de Genética
Molecular Bacteriana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile dirigido por
la Dra. Eugenia Jedlicki y el Dr. Omar Orellana. Se realizd6 un alineamiento de
secuencias nucleotidicas de catecol-1,2-dioxigenasa de varias bacterias para intentar
utilizar las zonas conservadas del gen en el disefio de los partidores.

A ambos partidores se les cred un sitio de restriccién para las enzimas Ndel y
Sall respectivamente. Las secuencias y caracteristicas principales de los partidores

son las siguientes:

Cat1: 5- ACC atA TGA ACA GGC AAG CTATC-¥

Largo: 23 nt

Tm: 66°C

En azul: sitio de restriccién para la enzima Ndel.

En mindscula: nucleétidos no complementarios al gen catA.

Cat2: 5- ACC AGG GTc GAC AGA TTC ATG C-3

Largo: 22 nt

Tm: 68°C

En rojo: sitio de restriccion para la enzima Sall.

En minuscula: nucleétidos no complementarios al gen catA.
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2.12.2. Extraccion de ADN plasmidial.
Las extracciones de ADN plasmidial se realizaron utilizando el kit Wizard Plus
maxipreps DNA purification system (Promega, Estados Unidos), de acuerdo al

protocolo indicado por el fabricante.

2.12.3. Diseiio de partidores.

Los partidores Cat1 y Cat2 fueron disefiados mediante el programa
computacional oligo (National Bioscience, Inc.) prestado por el Laboratorio de Genética
Molecular Bacteriana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile dirigido por
la Dra. Eugenia Jedlicki y el Dr. Omar Orellana. Se realizé un alineamiento de
secuencias nucleotidicas de catecol-1,2-dioxigenasa de varias bacterias para intentar
utilizar las zonas conservadas del gen en el disefio de los partidores.

A ambos partidores se les cre6 un sitio de restriccion para las enzimas Ndel y
Sall respectivamente. Las secuencias y caracteristicas principales de los partidores

son las siguientes:

Cat1: 5'- ACC atA TGA ACA GGC AAG CTA TC-3'

Largo: 23 nt

Tm: 66°C

En azul: sitio de restriccién para la enzima Ndel.

En mindscula: nucleétidos no complementarios al gen catA.

Cat2: 5'- ACC AGG GTc GAC AGATTC ATG C-3

Largo: 22 nt

Tm: 68°C

En rojo: sitio de restricciéon para la enzima Sall.

En mindscula: nucleétidos no complementarios al gen catA.
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2.12.4. Amplificacion del gen catA mediante PCR.

El ADN genémico de LB400 fue diluido en amortiguador TE (100 mM Tris-HCI
pH 7.4, 100 mM EDTA pH 8.0). 1 ul de esta dilucién se utilizé en la reaccién de PCR
como templado para el par de partidores Cat1/Cat2 complementarios a las regiones
extremas del gen cafA. La reaccidon de PCR se realizé en un volumen de 25 pl
utilizando amortiguador PCR 1X (GenlLab), MgCi, 50 mM, los cuatro didedxinucleotidos
trifosfato en una concentracion de 0,2 mM cada uno, cada partidor en una
concentracion de 0,5 pM, 10% de dimetilsulfoxido, y 2,5 U de Taq polimerasa. Ei
programa de PCR utilizado consta de una etapa de desnaturacion inicial de 5 min a
84°C. Después de este periodo se agregd la Taq polimerasa. Posteriormente, se
realizaron 35 ciclos, cada uno de ellos consta de las siguientes etapas: desnaturacion
de 45 seg a 94°C, apareamiento de 45 seg a 66°C y elongacion de 1 min y 20 seg a
72°C. Posteriormente se realiza una elongacion final de 10 min a 72°C.

Los productos amplificados por PCR se analizaron en geles de agarosa 1%
preparado en amortiguador TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA 2mM pH 8,5)a 80 V
durante 45 min. Como marcador de peso molecular se utilizé una escalera de 100 pb o

de 1 kb. Para teiiir los geles se incubaron en una solucion 1g/ml bromuro de etidio.

2.12.5. Ligacidn del gen catA con el vector de clonamiento TOPO TA.
Un voiumen de 2 pl del producto de la reaccién de PCR se mezclé con 1 pl del
vecior de clonamiento TOPO TA (Invitrogen), 1 u! de solucién salina (NaCl 1,2 M,

MgCl, 0,06 M) v 1 ul de agua desionizada y la mezcla se incubd por media hora a

temperatura ambiente.
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2.12.6. Transformacién de células.

Los productos de ligacion TOPO TA/caiA y de ligacién del vector de expresion
pT7-7/ catA se incorporaron a cepas de E. coli DH5a y BL21(DE3), respectivamente.
El método de fransformacion utilizado fue el de la electroporacion. Para producir
células electrocompetentes se crecib la cepa de E.coli en 500 mi de medio LB durante
toda la noche a 37°C hasta una D.O.gwnm de 0,8 aproximadamente. Este cultivo se
centrifugd durante 15 min a 3000 rpm y 4°C. E! precipitado resultante se lavé tres
veces con 30 ml de glicerol 10%. Posteriormente se resuspendid el precipitado en agua
ajustando a una D.O.s00 nm, de 150 por ml. Las células electrocompetentes se guardan
a -80°C en alicuotas de 20 pl.

20 pl de células electrocompetentes se mezclaron con 2 i de la reaccién de
ligacién y se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se colocd la mezcla en
camaras de microelectroporacion (Life & Technoiogies) previamente enfriadas. Para la
electroporacién se utilizé una capacitancia de 330 pF y una resistividad de 4 kOhm.
Después de la electroporacion las células se colocaron en una solucién de
recuperacion (1 ml medio LB, 5 pl de Mg*™ 2 M, 5 pl glucosa 2 M) y se incubé durante 1
hora a 37°C.

Para la obtencién de clones recombinantes se piaqued 100 pl de las bacterias
en recuperacion y 100 pl de estas mismas ceélulas previamente centrifugadas
(concentradas). Se utilizaron placas de agar LB suplementadas con ampicilina 100

pg/ml.
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2.12.7. Anilisis de clones recombinantes mediante PCR en colonia.

Con el objetivo de buscar entre los clones recombinantes aquellos que
efectivamente poseian el vector TOPO TA con el gen catA insertado, se utilizé el
meétodo de PCR en colonie; (Dra. Eugenia Jedlicki, comunicacién personal) con los

partidores Cat1 y Cat2 en las condiciones que se describieron anteriormente.

2.12.8. Digestiones con las enzimas de restriccion Ndel y Sall.

Se realizd una extraccion de ADN plasmidial de los clones de la cepa DH5a que
contienen el vector TOPO TA con el gen catA. 750 ng de este producto fue digerido
con 12 U de [a enzima de restriccion Sall (GeneCraft, Alemania) en 16 p! del
amortiguador indicado para la enzima. Esta mezcla se incubd a 37°C durante cuatro
horas. Posteriormente, se realizé una extraccién con fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1, Winkler, Chile) y el ADN se precipité con etanol (Merck, Alemania). El
precipitado resultante se resuspendié en 60 pl de amortiguador TE. Este ADN (440 ng)
se digiridé con 12,5 U de la enzima de restriccion Nde! {Invitrogen, origen) en 8u! del
amortiguador 1X indicado para la enzima. La mezcla se incubd durante 4 horas a 37°C.

El vector pT7-7 se traté con las enzimas Ndel y Sall. 3,3 ug de ADN plasmidial
se digirié con 10 U de la enzima Ndel (Invitrogen) y 16 pd del amortiguador 1X indicado
para la enzima. La mezcla se incubd durante seis horas a 37°C, luego se sometid a
extraccion y precipitacion como se describié anteriormente. 2,2 ng de este producto se
digirié con 3,5 U de la enzima Safl y 5 il del amortiguador apropiado para esta enzima.

La reaccion se incubd durante 4 horas a 37°C.
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2.12.9. Purificacion del gen catA digerido con Ndel y Sall.

El producto de la digestion del gen catA con las enzimas Ndel y Sall se cargd
en un gel de agarosa-cuyas caracteristicas se indicaron anteriormente. Para rescatar el
ADN desde el gel se utilizé el kit comercial QIA quick gel extraction kit (QIAGEN, USA).

Se utilizé el protocolo indicado por el fabricante.

2.12.10. Ligacion del gen catA en el plasmidio de expresion pT7-7.

10 pl del vector pT7-7 (100 ng) se mezclaron con 10 pi de inserto (200 ng)
ambos digeridos con las enzimas Ndel y Sall. Se agregaron 24 ul de la enzima T4
ligasa y 5,6 ul del amoriiguador adecuado para la enzima, Esta reaccion se incubé
durante 12 a 16 horas a 16°C. Para precipitar el producto de ligacién se utilizaron dos
volimenes de etanol, 0,1 volumen de acetato de sodio y 1 pl de una soluciéon de
glicogeno (5 mg/ml). Esta mezcla se incubd durante toda la noche a -20°C.
Posteriormente se centrifugé durante 30 minutos a 14.000 rpm y 4°C. El precipitado se

resuspendié en 15 ul de agua desionizada esteéril.

2.13. Anédlisis de la expresion del gen catA.

2.13.1. Obtencién de muestra.

L.os ciones se crecieron en medio LB suplementado con ampicilina 100 ug/mi en
un agitador termorregulado a 37°C. Una vez alcanzada una D.O.ggomm entre 0,6 y 0,7 se
agregd IPTG en una concentracién de 0,4 mM vy las células se incubaron durante 2 h
en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. 2 ml de cada muestra se
fransfirieron a tubos Eppendorf previamente pesados y se centrifugaron a 10.000 rpm

durante 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y se determiné el peso hiimedo de




3

bacterias. Luego se adicionaron 100 ul de solucion amortiguador de muestra (glicerol al
10% p/v, B-mercaptoetanol al 5% v/v, SDS al 2,3% p/v y Tris-HC! 0,0625 M pH 6,8) por
cada 5 mg de bacteria htimeda. Se hirvieron las muestras a bario Maria por 5 minutos.

En cada carril del gel se cargaren 10 pl de esta muestra.

2.13.2. Geles de poliacrilamida-SDS.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizd
segun la técnica descrita por Laemmli (1970). Se utilizé un gel concentrador al 3% y un
gel de corrida al 11% en poliacrilamida, en presencia de SDS al 0,1%. Se cargé 0,5 mg
en base hiimeda de cada muestra en los distintos carriles y 12 pl de estandar de masa
molecular para proteinas (SDS-PAGE Standard, low range, Bio-Rad). La electroforesis
se corrié a 50 V por aproximadamente 16 h, hasta que el frente alcanzé el borde

inferior del gel.

2.14. Medicion de la actividad de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa.

2.14.1. Extraccién de muestra. -

Los clones de E. poli BL21(DE3) que expresan el gen cafA se crecieron en
medio LB suplementado con ampicilina 100 pg/mi. Las células se cultivaron a 25°C con
agitacién suave (50 rpm). Cuando los cuitivos alcanzaron una D.O.ge0 nm €nire 0,6 y 0,7
se agregd IPTG en una concentracion de 0,4 mM con el objetivo de inducir el gen de la
catecol-1,2-dioxigenasa, y se incubé por media hora. Posteriormente, las células se
centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 rpm y 4°C. El precipitado resultante se lavo
varias veces con amortiguador Tris-acetato 50 mM pH 7,5 (Perez-Pantoja ef al., 2000).

Las bacterias resuspendidas en 1 ml de amortiguador se sometieron a sonicacion 5
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veces durante 15 segundos con una potencia de 6 W. Luego se centrifugé la muestra
durante 30 minutos a 14.000 rpm y 4°C. El sobrenadante corresponde al extracto crudo

en el que se midi6 Ia actividad de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa.

2.14.2. Medicidn de actividad.

Para la medicién de actividad se utiliz6 como sustrato catecol, 3-clorocatecol y
4-clorocatecol en una concentracién de 50 uM. En una cubeta de cuarzo se mezclé:
2,96 ml de amortiguador Tris-acetato 50 mM pH 7,5 (Perez-Pantoja ef al., 2000), la
cantidad necesaria de sustrato en una concentracion final de 50 uM y finalmente 60 pl
de extracto crudo. Se realizd una cinética de Ia reaccion midiendo la absorbancia a 260
nm. Se registré la pendiente de cada curva que representa la velocidad de aparicién
del compuesto 2-cloromuconato. Para normalizar la medicién de actividad por mg de

enzima se debid medir la concentracion total de proieinas en el extracto crudo. Para

ello se utilizdé el método colorimétrico Bradford (Bradford, 1976; Stoscheck, 1990).




3. RESULTADOS

3.1. Capacidades degradativas de CBAs de Burkholderia sp. LB400.

Burkholderia sp. LB400 posee la via superior de degradacién de bifenilo, la que
le permite degradar un amplio rango de PCBs (Haddock ef al., 1993; Seeger et al.,
1997, 1999; Amett ef al.,, 2000). Esta via metaboliza los PCBs hasta el correspondiente
clorobenzoato y el compuesto alifatico lineal acido 2-hidroxipenta-2,4-dienoico, el que
continua siendc degradado hasta formar un compuesto capaz de entrar al ciclo de
Krebs. De acuerdo al trabajo realizado por Seeger ef al. tanto el 2-CB como el 4-CB
son metabolizados por la cepa LB400 hasta 2-CBA y 4-CBA, respectivamente (Seeger
et al., 1995). Sin embargo, no se tiene conocimiento de que esta bacteria sea capaz de
degradar estos CBAs.

Con el objetivo de determinar si esta bacleria posee la capacidad de
metabolizar 2-CBA y 4-CBA, se realizd un seguimiento de la concentracién de estos
CBAs en un cultivo de la cepa LB400 expuesta a estos compuestos. Para detreminar
la concentracién de CBAs se utilizé un sistema HPLC con detector arreglo de diodos.

Se midid la concentracién de estos compuestos a través del tiempo en cultivos
de la cepa LB400 crecida en glucosa como fuente de carbono e incubada por
diferentes tiempos con 2-CBA o 4-CBA. Las cinéticas muestran que la concentracion
de ambos compuestos permanece constante (Fig. 8). Esto nos indica que esta bacteria
no es capaz de metabolizar 2-CBA y 4-CBA en las condiciones de cultivo utilizadas, y

por lo tanto, corresponden a metabolitos finales de Ia via de degradacion de bifenilo.
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Figura 8. Estudio de degradacién de 2-CBA o 4-CBA por la bacteria Burkholderia
sp. LB400. La concentracion de CBA se determiné mediante la utilizacion de HPLC. La
bacteria crecida en medio minimo M9 y glucosa fue expuesta a 2-CBA (A) o 4-CBA (B)
2 mM. Cada punto corresponde a tres experimentos independientes. Las barras
representan la desviacion estandar de cada punto.

Este resultado era esperado, ya que se ha descrito anteriormente que para la

degradacion completa de PCBs se necesitan vias metabdlicas diferentes, una para la
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transformacién de los PCBs en CBAs y ofra para la degradacién de estos ultimos
compuestos (Sondossi ef al, 1992), las que normalmente no se encuentran en una

misma bacteria (Brenner et al., 1994).

3.2. Efecto de los CBAs sobre el crecimiento de Burkholderia sp. LB400.

Se investigd el efecto de 2-CBA y 4-CBA en una concentracion de 2 mM sobre
el crecimiento de la cepa LB400, mediante curvas de crecimiento. Para esto, la
bacteria se crecid hasta fase exponencial temprana utilizando glucosa como fuente de
carbono, fue expuesta a uno de estos CBAs. Ambos compuestos afectan
negativamente el crecimiento de la bacteria. Este efecto se reflgja en una disminucién
de ia pendiente de la fase exponencial de la bacteria y una D.O. menor en el valor
maximo de crecimiento (Fig. 9A). La exposicién a 4-CBA produce un efecto negativo
mas marcado comparado con el 2-CBA. Debido a esto, se estudié el efecto de la
exposicién a diferentes concentraciones de 4-CBA en cultivos de LB400. Se observé
que el tipo de efecto negativo sobre el crecimiento se mantiene, pero se acentia a
medida que se aumenta la concentracién de 4-CBA en el medio de cultivo (Fig. 9B).

Las curvas de crecimiento obtenidas nos permiten obtener una visién giobal de
lo que ocurre en el cultivo. Para estudiar un posible efecto toxico de los CBAs sobre
LB400 se realizé la medicion de las células viables de un cultivo de LB400 crecido
previamente en glucosa hasta una fase exponencial temprana y expuesto a 2-CBA 'y
4-CBA en las concentraciones utilizadas en las curvas de crecimiento. Las unidades
formadoras de colonias {(UFC) se midieron a diferentes tiempos después de la

exposicion a 2-CBA y 4-CBA (Fig.10).
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Figura 9. Efecto de 2-CBA o 4-CBA sobre el crecimiento de Burkholderia sp.
LB400. La cepa LB400 fue crecida en medio minimo M9 con glucosa como fuente de
carbono. En el punto indicado con una flecha la cepa fue expuesta a: (A) 2-CBA
(verde) o 4-CBA (rojo) 2 mM, (B) 4-CBA en una concentracion de 0,5 mM (rosado), 2
mM (rojo) y 5 mM (azul). Los controles se indican en negro. Cada punto de las curvas
es representativo de tres experimentos independientes.
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Figura 10. Efecto de 2-CBA y 4-CBA sobre la viabilidad de Burkholderia sp.
LB400. La cepa LB400 crecida hasta fase exponencial temprana utilizando glucosa
como fuente de carbono fue expuesta a: 2-CBA 2 mM (verde), 4-CBA en las
concentraciones 0,5 mM (rosado), 2 mM (rojo), y 5 mM (azul). El control corresponde a
un cultivo sin exposiciéon (negro).

El compuesto 2-CBA en una concentracion 2 mM, no produce ningun efecto
sobre el numero de células viables de LB400. El 4-CBA afecta en forma diferente en
horas tempranas y tardias de exposicién. A partir de las 4 horas de exposicion a 4-CBA
5 mM se observa un leve efecto en la viabilidad celular. Sin embrago, los valores de
UFC se mantienen dentro del mismo orden de magnitud en comparacion con el control,
por lo que no puede asegurarse que exista un efecto toxico sobre las células. Sin
embargo, después de 24 horas de exposicion frente a concentraciones de 2 mMy 5

mM de 4-CBA se observan cambios mas drasticos, disminuyendo aproximadamente en

dos 6rdenes de magnitud la viabilidad de las células.
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3.3. Respuesta molecular global de Burkholderia sp. L.B400 frente a CBAs.

Las bacterias son capaces de responder a cambios en el medio y esta
respuesta puede llevarse a cabo de diferentes maneras, pero esencialmente esta
capacidad se basa en la habilidad que poseen las bacterias de modular la cantidad y
actividad de sus protefnas. Existen numerosos estudios de la respuesta molecular
global en bacterias expuestas a diferentes compuestos y condiciones ambientales
diversas (Blom ef al,, 1992; Gage y Neidhardt, 1993; Duché et al., 2002). En el caso de
LB400 existen algunos estudios de este tipo frente a PCBs (Seeger ef al, en
preparacién). Sin embargo, no han sido descritos estudios a nivel de expresion de
proteinas frente a intermediarios de la degradacién de CBs. En esta parte de la fesis se
estudié la respuesta molecular global de la cepa LB400 frente a 2-CBA y 4-CBA,
enfocandose principalmente a la respuesta frente a 4-CBA, debido al mayor efecto que
este compuesto produce en el crecimiento de la bacteria.

Mediante electroforesis bidimensional en geles de poliacriimadia (NEPHGE) se
analizé ia expresion global de las proteinas de la cepa LB400 expuesta a 2-CBA y 4-
CBA. Células en fase exponencial temprana se expusieron durante cuatro horas a
estos compuestos. E! tiempo de exposicion frente a CBAs se escogidé de acuerdo a los
resultados obtenidos en ias curvas de crecimiento (Fig. 9). Se cbservd que a las cuatro
horas de exposicién, estos compuestos producian un mayor efecto sobre el
crecimiento de la cepa LB400. Para la identificacién de proteinas se obtuvieron
secuencias peptidicas de las proteinas que presentaron induccién o represion,
mediante el uso herramientas bioinformaticas se identifico las proteinas seleccionadas.
Los niveles de proteinas individuales en cada gel 2-D se cuantificaron mediante un

programa computacional para el procesamiento de imagenes.
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3.3.1 Respuesta del proteoma de Burkholderia sp. LB400 frente a 4-CBA y 2-

CBA.

Los patrones de las proteinas totales de la cepa LB400 expuesta a 4-CBA o 2-
CBA 2 mM se compararch con su control (Fig. 11).

En general, en presencia de 4-CBA se observé mayores cambios en los niveles
de profeinas en comparacién con los observados para el caso de 2-CBA. Este
resultado podria relacionarse con el mayor efecto negativo en el crecimiento de la
bacteria producido por el 4-CBA. A lo menos 12 proteinas se indujeron frente a la
exposicion a 4-CBA, las que se enumeraron en orden decreciente de acuerdo a su
masa molecular. No se observo la represion de alguna proteina. De las doce proteinas,
la proteina 10 es la que presenta una mayor induccion. Las proteinas restantes
presentan un grado moderado de induccién, pero pueden ser observadas en los geles
2-D control como en los geles 2-D de bacteria expuesta 4-CBA.

La exposicion a 2-CBA no produce un efecto drastico a nivel de expresién de
proteinas en la bacteria. Cuatro proteinas son inducidas por la exposicién a 2-CBA
(proteinas 13, 14, 15 y 17) y al menos una proteina disminuyo su expresion (proteina
16).

Con el objetivo de realizar una comparacion de la respuesta molecular de
LB400 frente a distintas concentraciones de 4-CBA se realizaron geles 2-D de las
proteinas totales de LB400 expuesta a 05 mM y 5§ mM de 4-CBA. Estas
concentraciones ya se habian utilizado para los estudios de crecimiento y viabilidad de

LB400 frente a 4-CBA.
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En la exposicidn de la cepa LB400 a 4-CBA 0,5 mM se observé la induccion de
al menos ocho proteinas (proteinas 1, 3, 4, §, 9, 10, 11 y 12). Mientras al exponer la
cepa L.B400 a 4-CBA 5 mM se observé la induccién de al menos siete proteinas
(proteinas 1, 2, 3, 4, 7, 10 y 12). En ambos casos las proteinas observadas como
inducidas habian sido detectadas anteriormente en los patrones de expresién de
proteinas frente a 4-CBA 2 mM.

La Tabla 3 muestra ia induccién (Intensidad x mm?® para cada una de las
proteinas inducidas por LB400 frente a la exposicién a 4-CBA 2 mM en comparacion al
control. Por ejemplo, un valor de 2 indica que la proteina seencuentra dos veces

inducida con respecto al control.

Tabla 3. Induccion relativa de las proteinas seleccionadas a partir de geles 2-D
con exposicion a 4-CBA 2mM.

Proteina N° Induccif'ma’b Proteina N° Induccién™"
Relativa Relativa

1 1,7+ 0,14° 7 1,9 + 0,22

2 2,0 £0,i8 8 1,6 £ 0,13

3 1,9 £ 0,34 9 29 £ 0,72

4 1,6 = 0,15 10 56 = 1,10

5 2,1 + 0,37 11 1,7+ 0,08

6 1,6 = 0,16 12 2,3 + 0,32

* Induccion relativa corresponde al cuociente entre las densidades de cada proteina
frente a 4-CBA 2mM vy su control.

® Los valores presentados en la tabla son representativos de al menos tres
experimentos.

“Valor de la desviacion estandar asociado para cada induccion relativa.
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3.3.1.1. Identificacién de proteinas inducidas frente a 4-CBA.

Se obtuvo la secuencia amino-terminal de diez de las doce proteinas inducidas
en la cepa LB400 expuesta a 4-CBA 2 mM. Dos de estas doce proteinas presentaron
su amino terminal bloqueado. Estas proteinas corresponden a la proteina identificada
como niimero 2y 9.

Con las secuencias obtenidas, se realizé una blisqueda en la base de datos del
genoma de LB400 que se encuentra en consfruccién por el U.S. Departament of
Energy (DOE) (www.JGl.doe.gov). Para confirmar [os resultados de identificacion se
realizd una blisqueda en la base de datos del European Biocinformatics Institute (EBI)
utilizando ia secuencia aminoacidica completa de cada proteina previamente obtenida
en la base de datos de DOE. Mediante el alineamiento con proteinas descritas en otros
organismos, se obtuvo la identificacién y mayor identidad de las proteinas. La Tabla 4
resume los resultados obtenidos de la identificacion de proteinas y algunas de sus
caracteristicas.

Dentro de Ias proteinas identificadas se pueden destacar las manchas 3 y 4 que
corresponden a las chaperonas DnaK y HipG, respectivamente. Ambas corresponden
a proteinas de estrés térmico. Se ha observado su sobreexpresién frente a distintos
cambios ambientales, incluyendo la exposicion a diferentes compuestos aromaticos
(Gage y Neidhardt, 1993; Lambert ef al.,, 1997; Duché ef al., 2002). La proteina 10, que
presenta una fuerte induccién en geles de exposicién a 4-CBA 2 mM y 5mM, fue
identificada como una catecol-1,2-dioxigenasa. Esta proteina corresponde a la primera
enzima de la via degradativa de!l catecol, compuesto que a su vez puede derivar de la
transformacion del benzoato. La proteina nimero 12 corresponde a la enzima BphB,
que pertenece a la via superior de degradacién de bifenilo. No se ha descrito que

metabolitos finales de esta via superior de bifenilo pudieran inducir sus enzimas.
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Entre las proteinas restantes se pueden enconirar enzimas pertenecientes al
ciclo de Krebs y al metabolismo ceiular en general. De las diez proteinas analizadas
s6lo la secuencia de la proteina 11 no fue encontrada en el genoma en construcciéon de
la cepa LB400. Por io tanto, para su identificacion se utilizé su secuencia amino-
terminal en la base de datos del EBL

Como ya se menciond las proteinas numero 2 y 9 presentaron su extremo
amine-terminal blogqueado, por lo que se decidio analizarlas mediante espectrometria
de masa de alta resolucion ESI-Q-TOF (Fig. 12 y 13). Las manchas correspondientes a
estas proteinas fueron extraidas a partir de geles, digeridas con tripsina y purificadas
para poder inyectar las muestra en un equipo ESI-Q-TOF (Heim ef al,, 2002).

Los espectros de diferentes péptidos se obtuvieron junto con las probables
secuencias de cada uno. La proteina nitmero 2 fue identificada como el factor de
elongacién G perteneciente a la maquinaria traduccional de proteinas en bacterias.
Mienfras que la proteina nimero 9, no pudo ser identificada mediante las bases de

datos utilizadas (Tabla 4).

3.3.1.2. ldentificacién de proteinas inducidas/ reprimidas en presencia de 2-CBA.
Se obtuvo la secuencia amino-terminal de las proteinas seleccionadas a partir
de geles bidimensionales. Las secuencias se analizaron mediante herramientas
bioinformaticas de la misma manera que se realizé la identificacion de las proteinas
‘provenientes de los geles bidimensionales frente a 4-CBA. Los resultados obtenidos en
la identificacion de las proteinas se resume en la Tabla 5. La secuencia que correspon-

de a la proteina 15 no fue encontrada dentro del genoma en construccion de LB400. La

profeina 16 presenté un valor de incerteza muy elevado, por lo tanto, no se reportd
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como identificada. La secuencia amino terminal de la proteina 15 se utiliz6 para realizar
la bisqueda en la base de datos del EBL.

En general, se puede decir que las proteinas identificadas comesponden a
proteinas relacionadas con el metabolismo de la bacteria. Las proteinas 13 y 14 fueron
identificadas como amino transferasas, las que participan en la siniesis de diversos
aminoacidos. Por otra parte, se pudo identificar la proteina 17 como una probable
subunidad alfa de una flavoproteina de transferencia de electrones. No se identifico

ninguna proteina relacionada con estrés bacteriano en este grupe de proteinas.

3.4. Clonamiento de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa de LB400,

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante geles 2-D, se observd que
frente a la exposicion a 4-CBA Burkholderia sp. LB400 expresa fuertemente una CDO.
Segtn los analisis realizados para su identificacion (Tabla 4), esta enzima presenta
una alta similitud con la isoenzima CatA2 de la bacteria Fraieuria sp. ANA-18 |
(Murakami ef al., 1999). ‘
Se han descrito catecol-1,2-dioxigenasa bacterianas que se inducen en
presencia de compuestos como benzoato e incluso algunos CBAs (Giuffrida et al.,
2001, Suzuki ef al,, 2002). Pero a diferencia de la cepa LB400 estas dioxigenasas
pertenecen a microorganismos degradadoeres naturales de este tipo de compuestos. El
cuarto objetivo especifico de esta tesis fue el estudio de la enzima catecol-1,2.-
dioxigenasa. El genoma en construccion de la bacteria Burkholderia sp. LB400 indica
que esta bacteria posee ademas la enzima clorocatecol-1,2-dioxigenasa y la enzima
protocatecuato-1,2-dioxigenasa, por lo tanto, para estudiar especificamente la actividad
de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa no se puede utilizar la cepa silvestre Burkholderia

sp. LB400, ya que la presencia de estas otras dos enzimas no permite hacer distincién

O
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entre sus actividades en un extracto crudo de proteinas. Se propuso clonar el gen que
codifica para esta enzima en la cepa LB400, denominado gen catA, y estudiar la

actividad de esta enzima expresada en E. coli.

3.4.1. Analisis bioinformatico.

Utilizando herramientas bicinformaticas se realizaron algunos andlisis de la
enzima catecol-1,2-dioxigenasa de ia cepa LB400 para obtener informacién que puede
resultar dtil para el estudio de esta enzima atin no descrita.

Se realizé un alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la enzima
CDO de la cepa LB400 y las secuencias aminoacidicas de (cloro)catecol-1,2-
dioxigenasas que se encuentran disponible en la base de datos del GeneBank. Para
ello se utilizd el programa ClustalW disponible en la pagina del EBI (www.ebi.ac.uk). E!
dendrograma obtenido se muestra en la Figura 14.

En general, la CDO de Burkholderia sp. LB400 se encuentra en un cluster
apartado de ia mayoria de las enzimas CDO descritas. Las enzimas de mayor similitud
a la CDO de la cepa LB400 corresponden a la isoenzimas CatA2 de las bacterias
Frafteuria sp. ANA-18, Acinelobacter Iwoffii K24 y Burkholderia sp. TH2. Se ha
observado gue la isoenzima CatA2 de la cepa TH2 es inducida en presencia de BA o
2-CBA.

Con el objetivo de encontrar ofros genes perienecientes a la via orfo de

degradacion del catecol, se busco los genes contiguos al gen cafA de la cepa LB400,

utilizando la base de datos en construccién del genoma de esta bacteria. Alli se
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4 " Acinetobacter radioresistens IsoA

Bradyrhizobium japonicum
Acinetobacter radioresistens 1soB

Rhodococcus erythropolis AN-13

Rhodococcus rhodochrous CatA
Delftia acidovorans MC1 TfdClI
1 Delfiia acidovorans MC1 TfdCII
Burkholderia sp. R172 TfdC
Rhodococcus opacus 1CP ClcA2
—I Burkholderia cepacia plIB1 TfdC
Rhodococcus opacus ClcA
Defluvibacter lusatiensis ClpC
Pseudomonas aeruginosa ClcA

Burkholderia sp. RASC TdfC

_: Ralstonia eutropha pJP4 TfdC

r Ralstonia sp. JS705 ClcA
. L Pseudomonas putida ClcA
- e Pseudomonas sp. P51 TcbC
Ralstonia eutropha NH9 CbnA
Achromobacter xylosoxidans A8 MocpA
Delftia acidovorans TfdCI
Delftia acidovorans TfdCII
Rhodococcus opacus CatA

Streptomyces setonii CatA
Pseudomonas putida PheB

1 Acinetobacter calcoaceticus
| Acinetobacter sp. ADP1 CatA

Burkholderia sp. NK8 CatA
_: Burkholderia sp. TH2 CatAl

Acinetobacter Iwoffii K24 CatAl
Frateuria sp. ANA-18 CatAl
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas putida CatA
Pseudomonas arvilla C-1 CatA
Pseudomonas putida mt-2 CatA

Pseudomonas putida cadena alfa
Pseudomonas putida KT2440 CatA
Ralstonia eutropha Cat
Arthrobacter sp. mA3 CatA
Burkholderia sp. TH2 CatA2
Acinetobacter lowffii K-24 CatA2

_: Frateuria sp. ANA-18 CatA2
Burkholderia sp. LB400 CatA

Figura 14. Dendrograma del alineamiento de la secuencia peptidica de la enzima
catecol-1,2-dioxigenasa de la cepa LB400. La secuencia de aminoacidos de la
enzima CatA de la cepa LB400 (rojo) fue comparada con las secuencias peptidicas de
las (cloro)catecoles-DO existentes en el GeneBank utlizando el programa ClustalW.
Las cepas en las que se ha observado induccién de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa
en presencia de BA o CBA citadas en este trabajo se muestran en azul.
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encontré el gen catR que codifica para el regulador transcripcional de la via, el gen
catB que codifica para la muconato cicloisomerasa y el gen catC que codifica para la
muconolactona delta-cicloisomerasa. CatR es un regulador perteneciente a la familia
de reguladores Lys-R. La Figura 15 muestra la distribucién que estos genes tendrian,

incluyendo el gen catA, en el genoma de la cepa LB400.

caiB > catA L catC vanB

Figura 15. Organizacion de los genes cat en el genoma de la cepa LB400. El
sentido de las flechas indica la direccién de la transcripcion de los genes.

Se busco rio arriba y rio abajo de los genes catR y calC, respectivamente, para
determinar los genes que estarian flanqueando el conjunto de genes cat en la cepa
LB400 (Fig. 15). Rio arriba del gen regulador se encontré un marco de lectura abierta,
denominado ORFI, que codificaria para un probable regulador transcripcional
perteneciente a la familia de reguladores Lys-R. Este regulador podria corresponder a
un regulador global de la transcripcion de la via. Sin embargo, no se pudo obtener
mayor informacién sobre este gen en las bases de datos del DOE y EBI. Mientras que
rio abajo del gen catC se encontr6 un gen que codifica para la vanilato-o-demetilasa
oxidoreductasa (VanB), una proteina perteneciente a la familia de las ferredoxinas-
NADPH-reductasas.

La distribucién y direccion de los genes cat en la cepa LB400 es similar a la que
poseen las regiones donde se encuentran las isoenzimas CatA2 en las bacterias
Acinetobacter Iwoffii K24 y Burkholderia sp. TH2. Con respecto a los genes que
flanquean los genes cat, rio abajo del gen catC en las cepas ANA-18 y TH2 se ha

reportado que existen ORFs que codifican un componente de la enzima VanB y una
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flavohemoproteina, respectivamente. Este resultado es similar a lo obtenido para la

cepa LB400.

3.4.2. Amplificacién del gen catA de Burkholderia sp. LB400 mediante PCR.

Para amplificar el gen catA se disefié un par de partidores especificos a partir
de la secuencia génica disponible en la base de datos en construccién para LB400 del
DOE.

Para la obtencion del gen catA se purificd el ADN gendmico de la bacteria y una
dilucién de este ADN, se utilizé como templado en la reaccién de PCR. Se probaron
distintos programas para determinar la temperatura dptima de hibridacion de los
partidores. Se decidié utilizar una temperatura bastante cercana a la Tm de los
partidores (66°C), ya que no se observan productos no especificos y ademés se

observa una alta cantidad de amplificado (Fig. 16).

MM@b) 1 2 3 4

2036 '
1636 —p

1018 —p-8
5061517 —p- B

44— catA

Figura 16. Amplificacion mediante PCR del gen catA de Burkholderia sp. LB400.
El producto de PCR amplificado utilizando los partidores Cat? y Cat2 se muestra en el
carril 2. Las reacciones de control de amplificacién especifica, se realizaron eliminando
el partidor Cat1 (carril 3) o el partidor Cat2 (carril 4) de la mezcla de reaccidn. El carril 1
corresponde a los estandares de masa molecular 1 kb DNA Leader.
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3.4.3. Clonamiento del gen catA en vectores.

El DNA del gen catA amplificado por PCR fue ligado al vector de clonamiento
TOPO TA (Invitrogen). Este producto de ligacion se introdujo en la cepa de E.coli
DH5a, recomendada para el vector. Se aislaron cuatro colonias en una placa
suplementada con antibiético. Posteriormente, la presencia del gen catA se confirmé
mediante PCR de colonia. La Figura 17 muestra el resultado del PCR donde se

observé que los cuatro clones aislados contenian el gen catA.

506/517 —p»
-

Figura 17. Analisis de clones mediante PCR de colonia de la cepa E.coli DH5u
que contiene el gen catA de la cepa LB400 inserto en el vector TOPO TA. Los
carriles 2 al 5 corresponden a los clones positivos para el gen catA de la cepa LB400
que fue insertado en el vector de clonamiento TOPO TA (Invitrogen). El carril 6
corresponde al control positivo, gen catA amplificado desde LB400. El carril 1
corresponde a los estandares de masa molecular.

De estos cuatro clones se seleccioné en forma aleatoria el clon 1 para estudios
posteriores. Como se indicdé anteriormente en Materiales y Métodos, a los partidores
Cat1 y Cat2 se les incorporo los sitios de restriccion para las nucleasas Ndel y Sall,
respectivamente. Estas enzimas se utilizaron para extraer el gen catA desde el vector

TOPO TA proveniente del clon 1, realizando digestiones en forma separada. Al utilizar

la enzima Sall se obtuvo la forma lineal y el tamafio esperado del vector TOPO TA que




r
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contenia el gen cafA. Luego de la digestion con Ndel se obtuvo un producto de

aproximadamente 1kb, que corresponde al gen catA (Fig. 18).

MM (pb) 1 2

4072 _,,
3054 _,,

2036 —p
1636 —»

1018 —»

Sl «4—— Vector TOPO TA lineal

44— Gen catA

Figura 18. Estudio del gen cafA extraido desde el vector TOPO TA con las
enzimas Ndel y Safl. En el carril 2 se muestra las bandas correspondientes al vector
TOPO TA linearizado y el gen calA de la cepa LB400 liberado desde el vector
(indicadas por flechas). El carril 1 cotresponde ai estandar de masa molecular.

El gen catA liberado desde el vector de clonamiento fue extraido a partir de un
gel de agarosa v ligado al vector de expresion pT7-7 (Tabor y Richardson, 1985), este
producto de iigacion se introdujo en la cepa de E. coli BL21, cepa contiene la RNA
polimerasa del fago T7 en forma lisogénica en el cromosoma bacterianc bajo un
promotor inducible con IPTG. Esta RNA polimerasa transcribe cualquier gen que esté
bajo el control del promotor de la RNA polimerasa del fago T7. Este promotor se
encuenira en el vector de expresién pT7-7 donde se ligd €l gen cafA. Se aislaron 60
colonias y se enumeraron al azar y en orden correlativo. Una vez aislados los 60
clones, se confirmé la presencia del gen cafA mediante PCR de colonia con ios
partidores Cat1 y Cat2. De los sesenta clones analizados se observaron 17 clones

positivos en la reaccion de PCR que contienen el gen cafA de la cepa LB400 (Fig. 19).
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(A) (B)

MM (pb) 10 27 32 33 34 40 45 46 47 C+MM MM 49 50 51 52 53 55 59 60 C+

A7 A=h

'

Figura 19. Analisis mediante PCR en colonia de la presencia del gen catA de la
cepa LB400 en clones de E.coli. Los numeros sobre cada carril indican el clon
analizado mediante PCR utilizando los partidores Cat1 y Cat2. C+: control positivo, que
corresponde a la amplificacion del gen catA a partir del ADN genémico de la cepa
LB400 utilizando los partidores Cat1 y Cat2. MM: estandar de masa molecular.

3.5. Expresion heterdloga de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa.

Teniendo identificados los clones que contenian el gen catA de la cepa LB400,
se utilizd la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS para determinar
los clones que expresaban la enzima CDO. Los clones fueron crecidos en medio LB
suplementado con ampicilina hasta fase exponencial y el sistema de expresion del
plasmidio pT7-7 se indujo con IPTG. Se cargé 0,5 mg de proteinas en base himeda en
cada carril. De los 17 clones analizados soélo en los carriles de los clones 32 y 55 se
obtuvo una banda de proteina inducida (Fig. 20), que de acuerdo a su masa molecular
mediante un estandar corresponderia a la enzima catecol-1,2-dioxigenasa. La Figura
20 muestra los geles de poliacrilamida-SDS obtenidos para los clones 32 y 55
inducidos. En la misma figura se muestra el resultado obtenido para el clon 10 que no
presenta induccién de la enzima CDO en presencia de IPTG. Como control negativo se
utilizé la bacteria E.coli BL21(DE3). Se muestran ademas los clones 10, 32 y 55 sin

induccién con IPTG.
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MM (kDa)

57|97,
66.2

CatA —p ~

o) 144

Figura 20. Analisis de la expresion heteréloga de la catecol-1,2-dioxigenasa.
Utilizando geles de poliacrilamida-SDS se analiz6 la induccion mediante IPTG de la
enzima catecol-DO de las cepas BL21(DE3) de E. coli que poseian clonado el gen
catA. Carriles 1 y 8, estandares de masa molecular. Carril 2, control negative que
corresponde a E.coli BL21(DE3). Carriles 3 y 6, clon 10 y clon 55 respectivamente, sin
induccion con IPTG. Carriles 4, 5 y 7: clones 10, 32 y 55 respectivamente, inducidos
con IPTG.

3.6. Actividad de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa.

Los clones 32 y 55 que presentaron induccién en presencia de IPTG fueron
seleccionados para realizar la medicién de actividad de la enzima catecol-1,2-
dioxigenasa codificada por €l gen catA. Para ello se estudid la actividad de [a enzima
midiendo la aparicion del producto cis,cis-muconato. Como sustrato se utilizd catecol,
3-clorocatecol y 4-clorocatecol. El catecol corresponde al sustrato natural de la enzima.
A pesar de que los catecoles clorados no son atacados fuertemente por esta enzima,
se ha observadoe que pueden ser metabolizados (Kim et al., 1997; Suzuki ef al., 2002).

Se determind la actividad de CDO en exiracto crudo de proteinas de los clones
32 y 55. Comoe control positivo se utilizd la bacteria Ralstonia eufropha JMP134 (pJP4)

(Pieper et al., 1988; Clement et al,, 1995). Esta cepa posee los genes ffd, ios que
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codifican las enzimas necesarias para el metabolismo de (cloro)catecoles (Perez-

Pantoja et al., 2000). Como control negativo se utilizd la cepa de E. coli BL21 (DE3)

que no posee los genes para la degradacion de (cloro)catecoles. La Tabla 6 muestra

los datos obtenidos.

Tabla 6. Medicion de la actividad de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa

de LB400 en E. coli.

Actividad enzima catecol-1,2-DO (U/ mg de proteinas)

Cepa

E.coli BL21(DE3) | Ralstonia eutropha | E coli BL21(DE3) | E.coli BL21(DE3)
Control (-) JMP134 clon32 clons5s
S to Control (+)
Catecol ] 0,285, 0 0
4-clorocatecol 0 0,036 0 0
3-clorocatecol 0 0,019 0 0

Como se puede obsertvar, los clones 32 y 55 no presentaron actividad de la

enzima CDO. Diversas proteinas fordneas altamente expresadas en E. coli se agregan

y forman cuerpos de inclusién (Marston, 1986; Kane y Hartley, 1988). Se analizd la

formacion de cuerpos de inclusién mediante geles de poliacrilamida-SDS. Cuiltivos de

los clones 32 y 55 crecidos hasta fase exponencial, se incubaron con IPTG durante 2

horas para lograr la sobreexpresién de la enzima CDO. Luego de esta incubacién, los

clones fueron tratados con el mismo protocolo de preparacion de muestra indicado

para la medicion de actividad enzimatica. Luego de centrifugar las muestras sonicadas,




tanto al perecipitado como al sobrenadante se les agregd amortiguador de muestra
para desnaturalizar las protefnas. Estas muesiras fueron cargadas en un gel de

poliacrilamida-SDS (Fig. 21).

Figura 21. Analisis de la solubilidad de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa de
LB400 expresada en E. coli. Ec, extracto crudo; P, precipitado. 1, control negativo
E.coli BL21(DE3); 2, clon 55; 3, clon 32. MM, estandares de masa molecular, se indica
su masa en kDa.

Como control negativo se utilizé la cepa BL21(DE3) de E. coli. Se observd una
banda muy intensa en las muestras correspondientes al precipitade de los clones 32 y

55, la que posee el tamaiio esperado para la enzima CDO. Este resultado nos indica

que la enzima CDO expresada en E.cofi estaria formando cuerpos de inclusion.



4. DISCUSION

4.1. Capacidades degradativas de CBAs de Burkholderia sp. 1L.B400.

Las capacidades degradativas de PCBs de Burkholderia sp. LB400 han sido
extensamente estudiadas (Bopp, 1986; Haddock ef al,, 1993, 1995; Seeger ef al.,
1895, 1997, 1999). Sin embargo, existen pocos estudios acerca de las capacidades
degradativas de CBAs en esta cepa (Heméndez ef al., 1985; Potrawfke ef al., 1998).
Se sabe que ia cepa LB400 es capaz de degradar 2-CB y 4-CB hasta 2-CBA y 4-CBA.
Estos productos afraviesan la membrana celular y son liberados al medio de cultivo,
donde es posible cuantificarlos debido a su acumulacién (Seeger ef al, datos no
publicados). Este fendmeno ha sido frecuentemente observado durante la degradacion
de PCBs (Hernéndez et al., 1991, Sondossi ef al; 1992; Maltseva ef al., 1999). Por otra
parte, se sabe que la cepa LB400 es capaz de crecer en benzoato y 3-CBA
(Hemandez ef al., 1985; Potrawfke et al, 1998), por lo que estos compuestos son
capaces de enfrar a la célula para ser degradados. Los experimentos realizados
indican que en cultivos crecidos en glucosa como fuente de carbono y expuesto a 2-
CBA o 4-CBA, Ia concentracién de cada uno de estos compuestos permanece
constante ing.lusive después de largos tiempos de exposicion (24 h). Por lo tanto los
cultivos de la cepa LB400 crecidos en glucosa no poseen la capacidad de degradar 2-
CBAy 4-CBA.

En bacterias como Pseudomonas testosteroni B-356 (Sondossi ef al., 1 292)

crecidas en bifenilo, la exposicion a CBAs afecta la degradacion de PCBs. Sondossi ef

59
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al. postulan que la presencia de bifenilo en el medio inducirfa dioxigenasas, las que
transformarian los CBAs hasta compuestos como clorocatecoles o hidroxibenzoatos.
Estos compuestos pueden afectar la actividad de enzimas pertenecientes a Ia via
superior de degradacién de bifenilo (Sondossi ef al., 1992). Los experimentos
realizados en esta parte de la tesis no nos permiten determinar si estos compuestos
son capaces de ingresar a la célula para ser eventuaimente degradados. Sin embargo,
las condiciones de cultivo utilizadas nos permiten asegurar que los CBAs no son
transformados en compuestos que interfieran con el objetivo central de este trabajo,

que es observar el efecto de la exposicién a CBAs sobre Burkholderia sp. LB400.

4.2. Efectos de los CBAs sobre el crecimiento de la cepa LB400.

Para estudiar el efecto de la presencia de CBAs sobre la cepa LB400, se
analizé el efecto de la exposicion a estos compuestos sobre el crecimiento de la
bacteria. Estos experimentos permitieron determinar las condiciones de exposicién
para realizar los estudios protedmicos en esta bacteria.

Se observo que la exposicién a 2-CBA o 4-CBA en una concentracién 2 mM
produce retardamiento en el crecimiento celular, siendo mayor el efecto en presencia
de 4-CBA. Debido a que este ultimo compuesto permitié observar un efecto mas
marcado, se estudié el efecto de diferentes concentraciones de 4-CBA sobre la curva
de crecimiento de la cepa LB400. A mayores concentraciones de 4-CBA la tasa de
crecimiento disminuyé mas y se llegd hasta una menor densidad opfica en la fase
estacionaria. Sin embargo, ningunc de los CBAs estudiados, en una concentracién 2
mM, produce un efecto téxico sobre la cepa LB400 seglin lo observado en las curvas
de viabilidad. Los efectos observados en estos estudios se asemejan a ios producidos

por la exposicion a benzoato (BA) y 2-clorofencl (2-CP) en el crecimiento de E. coli
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(Lambert et al., 1897) y P. pufida KT2442 (Lupi et al., 1995), respectivamente. Ambos
compuestos poseen una estructura similar al 2-CBA y 4-CBA. El efecto en Ia baja de Ia
tasa de crecimiento celular frente a benzoato a pH 8,0 y el 2-CP, es similar al efecto del
agente desacoplante dinitrofenol (DNP) (Lambert et al., 1997; Lupi et al.,, 1995). En E.
coli el DNP es capaz de transportar protones a través de las membranas biolégicas, lo
que rompe el potencial de membrana (Gage y Neidhardt, 1993). La disipacién de la
fuerza proton motriz de la membrana produce varios efectos negativos sobre las
bacterias, entre ellas, la disminucién de la sintesis de ATP. Los trabajos de Lambert et
al. y Lupi ef al. postulan que este fenémeno podria estar relacionado con la baja en la
tasa de crecimiento bacteriano al exponer a las células a compuestos como BA, 2-CP,
2-CBA y 4-CBA (Lambert et al., 1997; Lupi ef al., 1995).

Para examinar si la inhibicién del crecimiento de la cepa LB400 expuesta a 2-
CBA y 4-CBA, esta relacionada con una reduccion en la viabifidad celular se realizé un
recuento de UFC en condiciones similares é las de las curvas de crecimiento. Existe un
efecto débil de estos compuestos en la viabilidad celular a tiempos cortos de
exposicion. Por lo tanto, las células son capaces de sobrellevar la presencia de este
compuesto en el medio. En cambio, a largos tiempos de exposicion, cuando las
bacterias se encuentran en fase estacionaria, se observa una disminucion significativa
de las células viables en el medio. Este efecto depende del compuesto al que la
bacteria se encuentra expuesta. Al igual que en ias curvas de crecimiento el 4-CBA en

sus concentraciones mas altas produce una mayor disminucién en la viabilidad de las

células.
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4.3. Respuesta molecular giobal de la cepa LB400 frente a CBAs.

Para estudiar la respuesta molecular de la cepa LB400 frente a 2-CBA o 4-CBA,
se realizaron estudios proteémicos. Existen cambios en los niveles de proteinas frente
a ambos compuestos. A una concentracion 2 mM, se observaron mayores cambios
frente a 4-CBA. Esto se correlaciona con los resultados obtenidos en las curvas de
crecimiento de la bacteria expuesta a estos compuestos.

El proteoma de la cepa LB400 presenta varios cambios al exponer a ia bacteria
frente a 4-CBA 2 mM. Se observaron al menos 12 proteinas inducidas, y no se
detectaron proteinas reprimidas.

Entre las diez proteinas inducidas e identificadas frente a 4-CBA se encuentran
dos chaperonas moleculares, las proteinas DnaK (Bardwell y Craig, 1984) y HipG
(Bardwell y Craig, 1987), las que son inducidas incluso en las concentraciones mas
bajas de este compuesto. La sobreexpresion de estas proteinas nos entrega indicios
que la exposicidn a 4-CBA podria corresponder a una situacién de esirés para la
bacteria. Ambas chaperonas, descritas por ejemplo en la bacteria E. cofli se
encuentran bajo la regulacién del factor c*, el que se encuentra codificado por el gen
rpotl. Este regulador es bastante conservado en bacterias gram-negativas, aunque los
mecanismos regulatorios varian considerablemente. DnaK y HtpG son inducidas bajo
distintas condiciones de estrés en diversas bactetrias (Mason et al., 1999; Duché et al,,
2002; Leichert ef al., 2003). La aparicion de estas proteinas ha sido descrito como un
efecto de tipo “desacoplante”, ya que uno de ios efectos del colapso de Ia fuerza prdtdn
motriz es que, tanto el transporte de nutrientes como la translocaciéon de proteinas

destinadas a la membrana citoplasmética es inhibido (Gage y Neidhardt, 1993).

Estudios realizados en E. coli sugieren que las chaperonas molecuiares, que son
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reguladas por el factor ¢ tienen un rol preponderante para evitar la agregacion de
proteinas intracelulares (Yura ef al., 2000).

Por otra parte, la respuesta a estrés mediada por factores sigma, se ha
relacionado con la regulacidn transcripcional de vias degradativas en bacterias
(Marqueés et al, 1995, 1989; Cases y De Lorenzo, 2001). Un ejemplo destacado
corresponde al plasmido TOL pWWO de Pseudomonas putida. Esta bacteria es capaz
de crecer en 3-metilbenzoato como Unica fuente de carbono (Marqués ef al, 1995,
1999). Este compuesto corresponde al activador del regulador positivo de la via inferior
de degradacion, Xyis. Sin embargo, la presencia del regulador no es suficiente para la
activacion del promotor de la via degradativa (Pm) durante la fase exponencial de la
bacteria (Marqués et al, 1999). Se demosiré que el 3-metilbenzoato produce una
respuesta de fipo estrés, que se traduce en el aumento del factor o™ al interior de la
célula. La uni6n del factor c® a la RNA polimerasa es esencial para la transcripcion de
ios genes que se encuentran rio abajo del promotor Pm (Marqués ef al., 1999).

La proteina que posee una mayor sobreexpresién frente a 4-CBA fue
identificada como la enzima catecol-1,2-dioxigenasa (CDO). Esta proteina corresponde
a la primera enzima de la via orfo de degradacién de catecoles. La mayoria de los
compuestos aromaticos incluyendo los CBAs son convertidos por las bacterias hasta
los intermediarios metabdlicos catecol y protocatecuato (Gottschalk ef al, 1986). Se
debe mencionar que esta proteina no es inducida por la presencia de 2-CBA. Esto
podria estar relacionado con la regulacion de la expresion de esta enzima. Se han
descrito CDO inducidas por CBAs, pero en cepas que son capaces de degradar estos
compuestos (Giufirida ef al., 2001; Suzuki et al, 2002). La aparicién de ia CDO en
Burkholderia sp. LB400 inducible por 4-CBA, sugiere fuertemente realizar futuros




estudios con este tipo de enzimas que podrian potenciar las caracteristicas
degradativas de esta bacteria.

Al exponer a la cepa LB400 a 4-CBA se induce la proteina BphB. Esta proteina
corresponde a la segunda enzima de la via superior de degradacion de bifenilo. Sin
embargo, fue la Unica proteina inducida de esta via. La regulacién de vias catabélicas
en el ambiente no séio implican la habilidad para responder frente a un sustrato, sino
que ademas dependen del beneficio o perjuicio de expresar un complejo enzimatico
(Cases y de Lorenzo, 2001). Es conocido que intermediarios metabdlicos pueden
inducir las enzimas de algunas vias metabélicas (Bundy et al., 2002; Cosper ef al.,
2000), pero no se tenia antecedente que BphB pudiera ser inducida por un metabolito
final de la via, en este casc 4-CBA. Por otro lado, este estudio proteémico corresponde
a uno de los primeros en su tipo realizado con ia bacteria Burkholderia sp. LB400. A
pesar que los genes bph han sido estudiados extensamente, la transcripcién y
reguiacién de estos genes es poco conocida (Beltrametti ef al, 2001). Erickson y
Mondello (1992), postularon la existencia de tres promotores, p1, p2 y p3. Los
promotores p1 y p2, ubicados rio amiba del gen bphA1, dirigirian la transcripcién
constitutiva de estos genes, mientras que p3 localizado rio arriba del ORFO se activaria
en presencia de bifenilo, permitiendo la expresion de todos los genes bph. Un estudio
mas reciente indica que el ORFO podria actuar como regulador del promotor del gen
bphA1 (Beltrametti ef al., 2001). Sin embargo, en este mismo estudio se deja abierta ia
posibilidad de la exi;tencia de varios promotores alin no descritos. Esto ultimo podria
ser la explicacién a la sobreexpresion de una sola enzima de la via superior de
degradacion de bifenilo, BphB. Es posible que exista un promotor que controle la
expresion de bphB y que la actividad del promotor se vea inducida en presencia de 4-

CBA.
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La degradacion de proteinas en bacterias constituye una herramienta de control
giobal dentro del ciclo celular (Griinenfelder ef af., 2000; Jenal y Hengge-Aronis, 2003).
Por lo tanto, no se puede descartar una mayor estabilidad de la enzima BphB, en la
presencia de 4-CBA. Se debera seguir estudiando el proteoma de la cepa LB400 frente
a distintos intermediarios de la via de degradacién de bifenilo, como una herramienta
de estudio de la regulacion de Ia expresién de sus proteinas.

Otra de las proteinas inducidas por la presencia de 4-CBA es el factor de
elongacién G (EF-G). Se ha demostrado que la proteina EF-G purificada posee
propiedades de chaperona molecular (Caldas ef al., 2000). Estos estudios indican que
el factor de elongacion EF-G y el factor de iniciacién IF2 son capaces de interactuar
especificamente con proteinas desplegadas, de forma similar a las chaperonas
moleculares clasicas, asi como la proteccidn de ciertas proteinas frente a estrés
caldrico. Se ha observado la induccidn de este tipo de proteinas en distintas
condicicnes de estrés en diferentes bacterias (Duché et al., 2002; Bébien et af., 2002).

Otras proteinas inducidas frente a 4-CBA corresponden a proteinas que
pertenecen a distintos procesos metabélicos, como por ejempio la aconitato hidratasa,
la malato deshidrogenasa y la succinato-semialdehido deshidrogenasa, enzimas
pertenecientes al ciclo de Krebs. Adicionalmente se indujo la inositol mono fosfato
deshidrogenasa (IMPDH), una enzima perteneciente a la sintesis de bases
nitrogenadas y la oxidoreductasa TAS, que cumple el rol tipico de las proteinas
pertenecientes a la familia de las oxidoreductasas: transferir electrones a la cadena
respiratoria. Todas estas proteinas son inducidas cuando la bacteria se ve enfrentada a
la concentracién de 4-CBA 2 mM, excepto la aconitato hidratasa. Estas proteinas

podrian ver afectada su expresion frente a este compuesto debido & una respuesta

global de control de la bacteria crecida en glucosa frente a la exposicién a 4-CBA. Para
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analizar esta posibilidad serd necesario crecer la bacteria en alguna ofra fuente de
carbono como, por ejemplo, succinato o bifenilo, y exponeria a este compuesto.

Las secuencias parciales de las proteinas inducidas 8 y 11, no permitieron
identificar estos polipéptidos en las bases de datos en construccion de LB400. La
secuencia del extremo N-terminal de la proteina 11 se obtuvo por
microsecuenaciacién. Esta secuencia no arrojé muy buen resultado, ya que entrego 11
aminoacidos con una alta incerteza de un total de 20. Se podria utilizar técnicas mas
sofisticadas de secuenciacién para la protefna 11, como ESI-Q-TOF. La proteina 9 fue
analizada por ESI-Q-TOF, obteniéndose varios fragmentos con bajos valores de
incerteza. Sin embrago, no fue posible identificarla, por lo que no puede descartarse
que este polipéptido corresponda a alguna protefna atin no identificada.

En bacterias expuestas al compueste 2-CBA se observé la induccién de al
menos cuatro proteinas, y la represidn de al menos una proteina. Los resultados de
identificacidn de estas proteinas no proporcioné evidencia de algtin efecto de tipo
estrés en la bacteria cuando se enfrenta a 2-CBA, debido a la ausencia de protefnas
universaies de estrés (Usp), proteinas de esirés térmico (Hip) u otras chaperonas
moleculares. Dos de las proteinas inducidas corresponden a aminotransferasas
(protefinas 13 y 14). Estas enzimas estan ligadas al metabolismo de aminoscidos
permitiendo su formacién a través de la aminacién de o-oxoacidos. Se detectd también
la sobreexpresion de una proteina que comesponde probablemente a una
fiavoproteina electrotransferasa (ETF) (proteina 17). Esta enzima actiia como aceptor
de electrones de diversas deshidrogenas en distintas vias metabélicas. Las proteinas
numero 15 y 16, una inducida y la otra reprimida, no pudieron ser identificadas. La
secuencia parcial de la proteina inducida niimero 15 no arroj6 resultados positives en

ninguna de las bases de datos utilizadas para su identificacion. La proteina nimero 16
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aparece en las bases de datos en construccion de la cepa LB400. Sin embargo, el
valor de incerteza que entregd la biisqueda fue bastante alto, por lo que se decidié no
incorporar esta proteina en la identificacién. Ambas proteinas se podrian estudiar
mediante espectrometria de masa, la que nos permitiria obtener distintos fragmentos
de cada proteina. En general, la respuesta de la cepa LB400 frente a 2-CBA involucra
enzimas pertenecientes al metabolismo de aminoacidos y a la cadena respiratoria.
Estas proteinas probablemente se estimulen en respuesta al control global de la
presencia de este compuesto en el medio, pero no nos entrega informacion sobre
posibles efectos toxicos sobre la bacteria o la estimulacion de alguna via relacionada
con compuestos aromaticos.

En este estudio se observd que los compuestos 2-CBA y 4-CBA, a pesar de su
estructura quimica similar, producen efectos diferentes sobre el proteoma de la cepa
LB400. Se sabe que pequenas diferencias en la sustitucion de atomos de cloro en
moléculas de PCBs, son fundamentales para el reconocimiento por parte de las
enzimas que participan en su degradacion (Seeger ef al., 1995, 1999). Basandose en
este antecedente, no debiera sorprender ia diferencia de los efectos producidos por 2-
CBA y 4-CBA sobre el proteoma de la cepa LB400. Por ofra parte, se ha observado
que compuestos como el hexaclorobenceno y pentaclorofenol, entre otros, inducen
proteinas en E.coli, las que entre un 50% y 90% son dnicas para cada compuesto
(Blom ef al., 1992).

Se propone estudiar el efecto de concentraciones mas altas de 2-CBA sobre ¢l
proteoma de la cepa LB400. No se puede descartar que a una mayor concentracion de

este compuesto se observen mayores cambios en Ia expresién de proteinas.
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4.4. Clonamiento de la enzima catecol-1,2-dioxigenasa de la cepa LB400.

Si bien se cuentan con estudios que describen la induccidn de la enzima
catecol-1,2-dioxigenasa en presencia de CBAs, esta enzimas pertenece a organismos
degradadores naiurales de CBAs o compuestos catecdlicos (Giuffrida ef al, 2001,
Suzuki et al., 2002). Teniendo en cuenta estos antecedentes y la fuerte induccion de
esta enzima por 4-CBA se decidié clonar la enzima catecol-1,2-dioxigenasa para
cumplir el cuartc objetivo de esta tesis. Estudios bicinformaticos nos indican que Ila
CDO se encuentra en el genoma de la bacteria Burkholderia sp. LB400. En sus zonas
contiguas a este gen Burkholderia sp. LB400 posee otros dos genes pertenecientes a
la via de degradaci6n del catecol y el gen del regulador de Ia via (Fig.14). De acuerdo
al dendrograma, esta CDO seria similar a las isoenzimas del tipo ll de las bacterias
Frateuria sp. ANA-18 {(Murakami ef al, 1999), Acinetobacter woffii K24 (Kim ef al.,
1997) y Burkholderia sp. TH2 (Suzuki ef al., 2002), las que poseen dos conjuntos de
genes para la degradacién del catecol. La similitud con las demés (cloro)catecoles
disponibles en la base de datos GeneBank es bastante menor. Estos antecedentes
indican que ila CDO que posee la cepa LB400 es novedosa, lo que hace interesante su
estudio.

La enzima fue clonada en el vector de expresién pT7-7. Este vector posee un
promotor regulado por IPTG, lo que permite sobreexpresar el gen clonado. Se analizd
la actividad de esta enzima en dos clones que la sintetizan en forma heteréioga. La
enzima clonada y sobreexpresada en estos clones resuitd estar inactiva.

De acuerdo a antecedentes de la literatura, es conocido que proteinas foraneas
sintetizadas en E. coli tienden a formar cuerpos de inclusién (Marston, 1986; Kane y
Hartley, 1988). Mediante geles de poliacrilamida-SDS se pudo observar que

efectivamente la enzima CDO se encontraria mayoritariamente en forma insoluble en la
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cepa E. cofi, lo que podria explicar su inactividad. Estudios futuros debieran contemplar
secuenciar los clones que expresan la proteina para descartar cualquier error en la
secuencia debido a la amplificacién inicial del gen. Cualquier cambio en el marco de
lectura del gen que codifica para esta proteina podria estar produciendo una enzima
inactiva. Por otro lado, podria pensarse que la maquinaria de E. cofi, no es capaz de
realizar un correcio plegamiento de la enzima proveniente de la cepa LB400, y por lo
tanto, formar agregados de proteina inactiva. Una posibilidad seria cambiar el gen de
hospedero, que posea una mayor similitud con la cepa LB400, lo que probablemente
implicaria que su maquinaria traduccional sea parecida y permita un correcto
plegamiento de la enzima. No se descarta realizar estos analisis en un futuro para
poder realizar una descripcién de la enzima CDO de la cepa LB400.

Sin embargo, se decidi6 analizar in silico la secuencia proteica de la enzima de
la cepa LB400 disponible en la base de datos del DOE, con el objetivo de descartar
que la secuencia peptidica tuviera mutados los aminoéacidos que constituyen el sitio
activo, y por lo tanto, descartar que ia enzima estuviera naturalmente inactiva. Para ello
se recurmi¢ a la base de datos Protein Data Bank (PDB). Estos archivos contienen
datos de Ia estructura de macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos, complejos
proteina-acidos nucleicos, etc. Se puede encontrar una variedad de informacién
asociada a estas estructuras, incluyendo detalles de secuencias, atomos coordinados y
estructura 3D. Alll se encontrd la secuencia aminoacidica de la CDQ de la bacteria
Acinetobacter sp. ADP1 en la que se'indican los aminoacidos necesarios para la unién
de la molécula de catecol a la enzima. Se realizé un alineamiento entre las secuencias
de la enzima CDO de Acinefobacter sp. ADP1, Burkholderia sp. LB400 y Frateuria sp.
ANA-18. Estas dos tltimas bacterias poseen una CDO con una aita identidad. Se

buscéd los aminodcidos esenciales para la unién a catecol y metales, de acuerdo a los
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datos entregados por el PDB. Este alineamiento (Fig. 22) mostré que de los 11
aminodcidos indicados como necesarios para la unién del catecol en la cepa ADP1,
solo los aminoacidos 29 y 50 (subrayados) no son idénticos a los de las cepas LB400 y
ANA-18. Sin embargo han sido reemplazados por aminoacidos conservados. Este tipo

de sustitucién no deberia afectar la actividad nomal! de ia enzima.
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5. CONCLUSIONES

La bacteria Burkholderia sp. LB400 no es capaz de metabolizar 2-CBA y 4-CBA.
Por lo tanto, 2-CBA y 4-CBA constituyen metabolitos finales de la via superior de

bifenilo.

Tanto el 2-CBA y 4-CBA producen un retrazo del crecimiento de la bacteria
Burkholderia sp. LB400. Este efecto negativo sobre ia fisiologia de la bacteria es
mayor en presencia de 4-CBA y se acentla a medida que este compuesto aumenta

su concentracion.

La exposicion a 2-CBA o 4-CBA no afectan significativamente la viabilidad de la

bacteria Burkholderia sp. LB400.
Burkholderia sp. LB400 sufre cambios en la expresion de proteinas frente a la
exposicion a 4-CBA o 2-CBA. Se observan mayores cambios del proteoma durante

la exposicion a 4-CBA.

La cepa LB400 expuesta a 4-CBA induce al menos dos chaperonas moleculares:

DnaKy HtpG, lo que da indicios de una respuesta de tipo estrés.
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La exposicién de la cepa LB400 frente a 4-CBA, metabolito final de la via superior
de bifenilo, produce una modificacion en los niveles de la enzima BphB de esta via.
Este trabajo es uno de los primerbs informes sobre la variacidon de los niveles de

expresion de BphB por metabolitos finales de la via.

La cepa LB400 expuesta a 4-CBA, induce proteinas ligadas a distinfos procesos
metabdlicos. Enire ellas encontramos tres enzimas pertenecientes al ciclo de
Krebs, una enzima de la sintesis de bases nitrogenadas y una oxidoreductasa.
Probablemente este tipo de respuesta permita optimizar los procesos metabélicos

de la céiula frente al efecto negativo producido por la presencia de 4-CBA.

La enzima catecol-1,2-dioxigenasa (CatA) de ia cepa LB400, que es una de las
proteinas inducidas fuertemente en presencia de 4-CBA, fue clonada y expresada
en la cepa de E.cofi (BL21). La enzima sintetizada en forma heteréloga no presents -
actividad enzimatica. La enzima esta formando cuerpos de inclusion, y por lo tanto,

no se encontrarfa en forma soluble dentro de la bacteria huésped.

Esta tesis corresponde uno de los primeros reportes en protedomica de la cepa
LB400. De acuerdo a los resuitados obtenidos se debe decir que este tipo de
analisis, y la continuacion de ellos, es fundamental en la descripcién de un
microorganismo con potenciales usos en biommemediacion, ya que nos permite
determinar la respuesta de las bacterias y su regulacién frente a las distintas

condiciones a las que puede verse enfrentada en el ambiente.
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