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Biodegradacién de policlorobifenilos: capacidades catabdlicas de la via
superior codificada por el locus bph de Pseudomonas sp. LB400 y

construccion de nuevas cepas degradadoras

RESUMEN

Los policlorobifenilos (PCBs) se encuentran entre los contaminantes clorados mds
ampliamente distribuidos en la biosfera. Loos PCBs son xenobi6ticos que han causado una
gran preocupacion debido a sus propiedades de persistencia en el medio ambiente,
bioacumulacién, toxicidad y cancerogenicidad, que los convierten en un serio problema
ambiental y de salud. La biorremediacién parece ser una estrategia promisoria para la
limpieza de suelos y ambientes acudticos contaminados con PCBs. Tanto las bacterias
anaerobias como las asrobias tienen el potencial de atacar los PCBs. Sin embargo, estas
degradaciones son ineficientes o incompletas. La Pseudomonas sp. LB400 es una bacteria
gram-negativa capaz de oxidar un espectro inusualmente amplio de PCBs. Para determinar
los espectros de sustratos y los mecanismos de las enzimas catabdlicas de bifenilo de la
cepa LB400 se investigaron los productos de degradacién de PCBs y la extensién de esta
degradacién por Escherichia coli que expresan genes bph apropiados de LB400. Los
metabolitos formados desde los PCBs se analizaron por técnicas analiticas, como la
cromatografia liquida de alta resolucidn, la cromatografia gaseosa/espectrometria de
masas, la ionizacién por electrospray/espectrometria de masas y la espectroscopia UV y
visible. Se estudié el metabolismo de 34 clorobifenilos (CBs) por las enzimas de la via
catabdlica superior de bifenilo codificada por el locus bp# de Pseudomonas sp. LB400. La
bifenilo-2,3-dioxigenasa (BDO) atacé los CBs sustituidos sélo en un anillo de un modo
esperado: el sustrato fue hidroxilado en las posiciones‘orto y meta del anillo no clorado.
En contraste, cuando la BDO atacé 2,2'- y 2,4'-CB estos compuestos sufrieron una
deshalogenacién en forma cuantitativa y exclusiva en el anillo orto clorado. Este fenémeno
también se detecté con CBs de mayor grado de cloracién que poseen un anillo orto-

monoclorado. La deshalogenacion llevé directamente a la formacion de 2,3-




dihidroxibifenilo, y de esta manera se obvié la necesidad de la bifenilo-2,3-dihidrodiol-
2,3-deshidrogenasa en el catabolismo de tales CBs. Esto indica que, en estos casos, la
dioxigenacién se dirigié a un carbono orto-clorado y a su vecino no sustituido. Hasta
ahora la eliminacién de cloro, mediada por la BDO, sélo se ha observado en la posicién
orto. A pesar de haberse detectado dos productos por cromatografia de
gases/espectrometria de masas de los derivados de trimetilsililacion de la oxidacién de 2,4-
CB por la BDO, se obtuvo,evidencia de que ellos representan dos conférmeros y que la
hidroxilacién ocurre exclusivamente en los carbonos orfo y meta del anillo no clorado. En
general, las enzimas de la via superior metabolizaron completamente mono- y diCBs a
clorobenzoatos (CBAs). Sin embargo, la mayorfa de los CBs con mayor grado de
cloracién s6lo se degradaron parcialmente. La identificacién de los metabolitos de punto
final indica que, dependiendo del congénere, diferentes reacciones de la ruta metabdlica
limitan la degradacién de los PCBs. Trece de 15 mono y diCBs y sélo 8 de 19 tri a
pentaCBs fueron convertidos a CBAs. Se determind la siguiente correlacidn entre el anillo
oxidado y la degradabilidad a través de la via superior: no = orfo- > meta- > para-
clorado. Todos los mono y al menos 8 de 12 diCBs fueron atacados por la BDO en forma
exclusiva en los carbonos orto y meta. Casi todos los congéneres clorados en ambos
anillos y con un anillo monoclorado en meta o clorado en posiciones 2 y 5 fueron atacados
por la BDO adicionalmente en los carbonos meta y para. Esta enzima exhibi6 un alto grado
de selectividad por el anillo aromético atacado, con la siguiente preferencia de anillo: no >
orto- > meta- > para-sustituido. La influencia del patrén de sustitucién del anillo
metabolizado sobre la formacién de CBAs se asemeja a la influencia sobre la
dioxigenacidn inicial, sugiriendo que la velocidad de formacién de CBA podria estar
determinada frecuentemente por la velocidad del ataque inicial. Adicionalmente, se
determiné que los espectros de absorcién de los fenilhexadiencatos formados se
correlacionan con la presencia o la ausencia del sustituyente cloro en posicién orfo.

Para evitar los problemas de la acumulacién y de la liberacién de CBAs y de la
inestabilidad genética de las cepas degradadoras de PCBs actualmente disponibles, se debe

combinar una via superior degradativa de PCBs con una apropiada vfa inferior degradativa

de CBAs. Se construyeron cepas recombinantes por la transferencia del locus bph que
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codifica la bien caracterizada via degradativa de PCBs de LB400 en una Pseudomonas
capaz de utilizar diversos CBAs. Como receptora del locus bph se empled la cepa
degradadora de CBAs P. putida P11 1. Después de la conjugacién se obtuvieron diferentes
clones por seleccién mediante crecimiento en 2-CB. La presencia del locus bph completo
se confirmé por PCR y por ensayos de las actividades enzimdticas codificadas por
bphABCD. Cinco de estas nuevas cepas fueron estables en condiciones no selectivas,
siendo ademds inducible la expresién de sus genes bph. La cepas recombinantes C11,
C12 y C13 fueron capaces de crecer e todos los mono- y en diversos diCBs clorados en
uno o ambos anillos como tnica fuente de carbono y energia. La expansién de las
funciones metabélicas de tales Pseudomonas para degradar contaminantes podria ser una
estrategia itil para la biorremediacion.

Cuando las bacterias son expuestas a condiciones ambientales adversas
manifiestan una rapida respuesta molecular global. Se analizaron las respuestas globales
moleculares de C11, una de las nuevas cepas degradadoras de PCBs, y de la cepa parental
P111 frente a CBs. Los cambios en los patrones de protefnas sintetizadas se identificaron
después de una marcacién de las células con [35S]metionina y [35S]cisteina y posterior
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida. El andlisis revelé que ambas cepas
sufrieron cambios en su expresién génica al ser expuestas a 2-CB. Las células mostraron
un aumento de la sintesis de diversas proteinas, asi como la represién de otras. Los
cambios en los patrones de protefnas observados fueron temporales y la mayoria de las
protefnas se indujeron o reprimieron s6lo transitoriamente. Una de las protefnas inducidas
durante la exposicién a 2-CB en la cepa C11, pero no en la cepa P111, se identifico como
]a chaperona GroEL. La GroEL se indujo en C11 también frente a la exposicién a bifenilo
o 4-CB. Por lo tanto, la respuesta de Cl1 a 2-CB, 4-CB o bifenilo constituye una
respuesta de estrés. Este estudio, junto con otros, demuestra que el andlisis por
electroforesis bidimensional de la sintesis de proieinas es un método alternativo y muy
sensible para determinar condiciones de estrés y efectos téxicos de contaminantes

ambientales a niveles subletales.
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Biodegradation of polychlorobiphenyls: catabolic capabilities of the upper
pathway encoded by the bph locus of Pseudomonas sp. LB400 and

construction of novel degrading strains
ABSTRACT

Polychlorobiphenyls (PCBs) are among the most widely distributed chlorinated
pollutants in the environment. PCBs are xenobiotics which have attracted concern because
of their persistence, bioaccumulation, toxicity and cancerogenicity which make them a
serious environmental and health problem. Bioremediation seems to be a promising
approach for the clean-up of PCB-contaminated soils and aquatic environments, Both
anaerobic and aerobic bacteria have the potential to attack PCBs. However, 'thcse
degradations are inefficient and/or incomplete. Pseudomonas sp. LB400 is a gram-
negative bacterium capable of oxidizing an unusually broad spectrum of PCBs. In order to
determine the substrate spectra and the mechanism of the individual PCB catabolic
enzymes of the strain LB400, PCB degradation products and the extent of PCB
degradation by Escherichia coli derivatives expressing appropiate bph genes from LB400
was investigated. PCB metabolites were analysed by analytical techniques such as high
performance liquid chromatography, gas chromatography/mass spectromeiry, electrospray
jonization/mass spectrometry, UV and visible spectroscopy. Metabolism of 34
chlorobiphenyls (CBs) by the enzymes of the upper biphenyl catabolic pathway encoded
by the bph locus of Pseudomonas sp. strain LB400 was investigated. CBs substituted in
only one ring were attacked by biphenyl-2,3- dioxygenase (BDO) in the expected manner:
fhe substrate was hydroxylated at the ortho and meta positions of the non-chlorinated ring.
In contrast, 2,2'- and 2,4'-CB after attack of BDO were found to undergo dehalogenation
exclusively and quantitatively at the ortho-chlorinated ring. This has also been detected
with more highly chlorinated congeners containing an ortho-monochlorinated ring.
Dehalogenation directly leads to formation of 2,3-dihydroxybiphenyls, and thus obviates
the need for bipheny1-2,3-dihidrodiol-2,3—dehydrogenase in the catabolism of such CBs.

This indicates that in these cases dioxygenation was directed towards the chlorinated
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ortho-carbon and its unsubstituted neighbour. So far, chlorine elimination, mediated by
BDO, was only observed at the ortho-position. Although two products of the BDO-
catalyzed reaction were detected by gas chromatography/mass spectrometry analysis after
trimethylsilylation, evidence is provided indicating that both represent two conformers and
that oxidation of 2,4-CB was directed exclusively towards ortho and meta carbons of the
non-chlorinated ring. The enzymes of the upper pathway were generally able to metabolize
‘completely mono- and diCBs to chlorobenzoates (CBAs). However, more highly
chlorinated CBs were incompletely degraded in most instances. Identification of dead-end
metabolites indicated that, depending on the congener, different reactions of this metabolic
route limit the degradation of PCBs. Thirteen of 15 mono- and diCBs and only 8 of 19 tri-
to pentaCBs were converted into CBAs. The foliowing correlation between the oxidized
rings and the degradability through the entire upper pathway was determined: non = ortho-
> meta- > para-chlorinated phenyl. All mono- and at least 8 of 12 diCBs were attacked by
the BDO exclusively at ortho and meta carbons. Almost all the congeners chlorinated on
both rings and with one ring mono-meta-chlorinated or chlorinated at positions 2 and 5
were attacked by the BDO also at meta and para carbons. This enzyme exhibited a high
degrée of selectivity for the aromatic fing to be attacked with the order of ring preference:
non- > ortho- > meta- > para-substituted. The influence of the chlorine substitution pattern
of the metabolized ring on benzoate formation resembled its influence on the reactivity of
initial dioxygenation, suggesting that the rate of benzoate formation may frequently be
determined by the rate of initial attack. The absorption spectra of phenylhexadienoates
formed correlated with the presence or absence of a chlorine substituent at an ortho
position.

In an attempt to circumvent the problems of CBA accumulation and liberation and
of genetic instability of PCB degraders, an upper-PCB degradative-pathway must be
combined with an appropiate lower-CBA degradative-pathway. Recombinant strains were
constructed by transfer of the bph locus encoding the well-characterized PCB-degradative
pathway of LB400 into a Pseudomonad capable of utilizing several CBAs. The CBA

degrading strain P. putida P111 was used as recipient for the bph gene cluster. After

mating different clones were obtained by selection for growth on 2-CB. The presence of
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the entire bph locus was confirined by PCR and by assays for the bphABCD-encoded
enzymatic activities. Five of these novel strains were stable under non-selective conditions
and their expression of bph-encoded genes were inducible. The recombinant strains C11,
C12 and C13 were able to grow on all mono- and on various diCBs chlorinated in one
and in both rings as the only carbon and energy source. Expanding the metabolic
functions of such Psendomonad to degrade pollutants may prove to be a useful strategy
for bioremediation.

Bacteria display a rapid global molecular response when they are exposed to
adverse environmental conditions. The global molecular response of C11, one of the
novel PCB-degrading strains, and of the parental strain P111 to CBs were examinated.
Changes in protein patterns were identified after llalbclling of proteins with [35S]methionine
and [358]cysteine and subsequent two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis.
The analysis revealed in both strains changes in total protein synthesis when they are
exposed to 2-CB. The cells showed an increased synthesis of several proteins as well as a
repression of others. The observed changes in protein pattern were temporal and most of
the proteins were induced or repressed only transiently. One of the proteins induced
during exposure to 2-CB in C11, but not in P111, was identified as the chaperone GroEL.
GroEL was also induced in C11 during exposure to biphenyl or 4-CB. Therefore the
response of Cl11 to 2-CB, 4-CB or biphenyl constitute a stress response. This study
demonstrates that the two-dimensional electrophoretic analysis of the synthesis of proteins
might serve as an alternative and sensitive method for assessing stress conditions and

toxic effects of environmental pollutants at sublethal levels.
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1. INTRODUCCION

1.1. LA CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién de la biosfera con compuestos orgénicos sintéticos recalcitrantes
a 1a biodegradacién es un problema de creciente importancia en el mundo (Alexander,
1981; van der Meer et al.,, 1992; Timmis et al., 1994). La industrializacién ha permitido
alcanzar un elevado desarrollo socioecondémico en diferentes regiones geogréficas del
mundo. Pero, al mismo tiempo, el desarrollo industrial ha ocasionado la liberacién
deliberada o accidental al entorno de diferentes compuestos quimicos sintéticos, lo cual ha
conilevado un dramético impacto para los ecosistemas y la calidad de vida del hombre.
Esta contaminacién ambiental no s6lo ha afectado a las regiones més industrializadas, sino
que se ha transformado en un problema de toda la biosfera. ‘

Chile no estd exento de los problemas de contaminacién ambiental. La
contaminacién masiva del entorno con compuestos guimicos sintéticos no ba sido
controlada, observdndose en los 1iltimos afios un alarmante aumento de la polucién
ambiental. Los procesos mineros, agricolas, pesqueros, forestales y quimicos, entre
otros, han provocado considerables y preocupantes contaminaciones del medio ambiente
natural. Entre las causas de esta problemdtica figuran una legislacién muy permisiva e
incompleta, una escasa fiscalizacién, la ineficiencia de muchos procesos industriales y
algunos accidentes.

En general, se supone que todos los compuestos orgénicos de origen biosintético
son degradados por los microorganismos nativos. En contraste, los xenobiéticos, que son,

compuestos sintetizados por el hombre y que no tienen la estructura de moléculas
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naturales, dificilmente son degradadas por microorganismos, debido a que ha transcurrido
un tiempo insuficiente para la evolucién de los sistemas enziméticos requeridos (Gibson y
Subramanian, 1984; Timmis ez al., 1994). Los compuestos orgdnicos clorados son
algunos de los contaminantes mds recalcitrantes a la biodegradacién (Fredrickson et.al.,
1993), siendo la halogenacién fundamental en la resistencia a la degradacién (Chaundry y
Chapalamadugu, 1991). Los compuestos organoclorados representan uno de los
principales contaminantes orgénicos en el medio ambiente (Tiedje er al., 1993). Los

policlorobifenilos (PCBs) son uno de los contaminantes clorados mas relevantes.

1.2. LOS POLICLOROBIFENILOS

Los PCBs son uno de los contaminantes organicos clorados mds ampliamente
distribuidos en la biosfera (Tiedje et al., 1993). Los PCBs empezaron a producirse en
1929, en los Estados Unidos (Reinecke y Knackmuss, 1988). Desde entonces, estos
compuestos han sido sintetizados en enormes cantidades en los paises industrializados,
llegando su produccién mundial total acumulada a principios del decenio de 1980, a
alrededor de dos millones de toneladas (Furukawa, 1982). Los PCBs se han utilizado
principalmente como fluidos dieléctricos, intercambiadores de calor y Hquidos hidrénlicos
(Reinecke y Knackmuss, 1988; Bedard, 1990; Abramowicz, 1990). Adicionalmente, han
sido empleados como componentes de pinturas y de tintas de impresi6n, como pesticidas
y en la elaboracién de pldsticos (Reinecke y Knackmuss, 1988; Bedard, 1990;
Abramowicz, 1990). Aunque en los tltimos afios muchos paises industrializados han
limitado la produccién y los usos de los PCBSs, esta produccién ha continuado en algunas
regiones (World Health Organization, 1993).

Los PCBs estan constituidos por un micleo de bifenilo que est4 sustituido por la
10 cloros. Existen 209 congéneres diferentes de PCB que difieren en el niimero o en la

posicién de los cloros. Una mezcla comercial tipica, como Arochlor, Clophen o
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Kanechlor, contiene entre 60 y 80 congéneres diferentes. La contaminacién ambiental con
PCBs se presenta, generalmente, en forma de estas complejas mezclas comerciales
(Abramowicz, 1990).

Los PCBs son térmica y quimicamente estables y recalcitrantes a Ia
biodegradacién. Se acumulan en suelos y sedimentos acudticos. Su fuerte adsorcién a la
materia orgédnica y a los tejidos grasos lleva a su bioacumulacién en la cadena alimenticia.
Esto ha causado gran preocupacién, debido a que los efectos a largo plazo de los PCBs no
son bien conocidos. El méds importante efecto observado de los PCBs sobre los animales
en el medio ambiente natural ha sido la disminucién de la reproduccién de mamiferos
(World Health Organization, 1993). Se ha descrito que algunos de los congéneres de
PCBs son t6xicos y cancerfgenos (Kimbrough, 1987; Silberhorn ez al., 1990; Safe, 1992,
1994; Birnbaum, 1994; Davis y Bradlow, 1995). El receptor de aril hidrocarbono
mediarfa los efectos carcinogénicos y teratogénicos de contaminantes como determinados
congéneres de PCBs y algunas dioxinas cloradas (Ferndndez-Salguero et al., 1995). El
ser humano estd expuesto a los PCBs principalmente a través de los alimentos
contaminados, como el pescado, los mariscos, la carne, la leche ¥ los productos licteos
(World Health Organization, 1993). Estos antecedentes convierten a los PCBs en un serio

problema de salud piiblica y de contaminacién ambiental.

1.3. TECNICAS DE DESCONTAMINACION AMBIENTAL

Existe una gran variedad de técnicas para descontaminar, 0 para contener en 4reas
restringidas la contaminacién de compuestos orgénicos clorados. Se han utilizado técnicas
fisicas, quimicas, térmicas y procesos de solidificacién y estabilizacién (Tadesse et al.,
1994). Sin embargo, estas metodologias no han sido capaces de solucionar la
problemética que representan algunos contaminantes orginicos clorados. La

biorremediacién ofrece una solucién alternativa al tratamiento de tierras y aguas
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contaminadas con compuestos orgénicos por la conversién de estos compuestos mediante
microorganismos en productos inocuos. Este proceso biotecnolégico ofrece muchas
ventajas respecto a los procesos fisico-quimicos. La biorremediacién puede lograr la
destruccién completa de los contaminantes orgénicos, tiene un bajo costo y es aplicable in
situ (Singleton, 1994; Timmis ef al., 1994).

Los métodos tradicionales empleados en la descontaminacién de PCBs han sido la
incineracién a altas temperaturas y la remocién del material contaminado para su dep6sito
en rellenos seguros (Unterman e al., 1988; World Health Organization, 1993; Focht,
1995). Sin embargo, estas metodologfas son muy caras, su aplicacién a suelos y
sedimentos contaminados es dificil y en genefal son rechazadas por la opinién piblica
(Focht, 1955). Para la descontaminacién de grandes 4reas de suelos y ambientes acudticos
contaminados con PCBs, la biorremediacién ofrece una de las estrategias més
promisorias. A pesar de la recalcitrancia de los PCBs a la biodegradacién, se han

descubierto diversas bacterias nativas capaces de degradar estos compuestos.

1.4. DEGRADACION BACTERIANA DE PCBs

En el medio ambiente, la contaminacién con PCBs se presenta en forma de
mezclas complejas de congéneres (Abramowicz, 1990; Boyle et al., 1992). Por lo tanto, la
biodegradaci6n de esta gran variedad de congéneres requiere de sisteras enziméticos
capaces de catabolizar un amplio rango de sustratos. Tanto consorcios de
microorganismos anaerobios como bacterias aerobias son capaces de atacar los PCBs
utilizando diferentes mecanismos. La participacién de bacterias anaerobias en la
degradacién de PCBs ha sido evidenciada en los estudios fundamentales de Brown et al.
(1987) y de Quensen III ef al. (1988, 1990). En ambientes naturales anaerobios se
observé la desaparicién de bifenilos alta y medianamente clorados y la aparicién de

bifenilos mono- y diclorados mediada por la actividad de consorcios de microorganismos.
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Estas transformaciones son catalizadas por comunidades naturales mixtas (Tiedje et al.,
1993), en las que participan consorcios metanogénicos (Bedard, 1990; Ye et al., 1995).
La descloraci6n reductiva de PCBs es especifica para ciertos congéneres. Este proceso
involucra la remocién selectiva de cloro desde posiciones para y meta, mientras que el
cloro de 1a posicitn orto se conserva (Quensen III et al.,1988, 1990; Tiedje et al., 1993).
La degradacién aerobia de bifenilo comenz6 a ser estudiada a comienzos de la
década de los afios setenta. Los diversos metabolitos de la via catabélica de bifenilo a
benzoato fuercn descritos por Lunt y Evans (1970), Catelani et al. (Catelani ef al., 1971;
1973; Catelani y Colombi, 1974), Gibson ez al. (1973) y Ahmed y Focht (1973). Los
estudios pioneros sobre el catabolismo bacteriano aerobio de los PCBs son los de Ahmed
y Focht (1973) y fueron profundizados por Furukawa et al. (Furukawa et al., 1978;
Furukawa, 1982). Se han descrito varias especies de bacterias aerobias que son capaces
de atacar por oxidacién bifenilos moderada y bajamente clorados. Estos microorganismos
pertenecen, predominantemente, a 1os géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Arthrobacter,
Achromobacter, Moraxella’y Rhodococcus (Furukawa, 1982; Abramovicz, 1990; Bedard,
1990; Furukawa, 1994). El espectro de los PCBs que pueden ser atacados por diferentes .
bacterias aerobias ha sido caracterizado (Furukawa, 1982; Bopp, 1986; Abramowicz,
1990; Bedard, 1990). La figura 1 ilustra las capacidades catabélicas de varias bacterias

nativas, entre las cuales se destaca, en particular, 1a Pseudomomas sp. LB400.

1.5. Pseudomonas sp. LB400

Pseudomonas sp. LB400 (figura 2) es una bacteria gram-negativa capaz de oxidar
un rango particularmente amplio de PCBs (Bopp, 1986; Abramowicz, 1990; Bedard y
Haberl], 1990). Este microorganismo es capaz de atacar desde congéneres mono hasta
hexaclorados, mostrando una preferencia degradativa por los orto-CBs. Recientemente, se

aislé de Ia bacteria LB400 un segmento de ADN involucrado en la degradaci6n de PCBs
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(Mondello, 1989; Dowling et al., 1993). Mediante el clonamiento en vectores de
expresion, la secuenciacién del ADN y ensayos enzimdticos, se determiné la localizacién y
la funci6n de once cistrones vecinos llamados bph (Erickson and Mondello, 1992; Hofer
etal. 1993, 1994). El mapa actualizado de este locus se muestra en la figura 3. El mismo
orden de los genes bp{? en el locus se ha descrito en Pseudomonas pseudoalcaligenes
KF707 (Hayase etal., 1990), pero en otras cepas este orden es diferente (Hayase et al.,
1990; Kikuchi et al., 1994).

Diez genes estructurales de este locus bph estén relacionados con la degradacién de
bifenilo (Erickson y Mondello, 1992; Hofer et al., 1993, 1994). El locus bph de- LB400
codifica la via superior de degradaci6n de bifenilo, via que degrada el bifenilo a benzoato y'
2-hidroxipenta-2,4-dienoato y la via “alifstica inferior” de degradacién de bifenilo, ruta
que transforma el 2-hidroxipenta-2,4-diencato a intermediarios del ciclo de Krebs (figura
3). Adicionalmente, este locus codifica una glutatién S-transferasa (Hofer et al., 1994).
Estos estudios hacen de Pseudomonas sp. LB400 la primera cepa bacteriana cuyas
secuencias completas se conocen tanto a nivel de ADN como de proteinas de la via
superior y de lé via “alifdtica inferior” de degradacidn de bifenilo.

Las enzimas de este via catabdlica superior de bifenilo codificadas en el locus bph
son la bifenilo-2,3-dioxigenasa (BDO) codificada por bphA1A2A3A4 (estos genes se han
llamado también bphAEFG (Erickson y Mondello, 1992); en adelante, todos estos genes
se designardn como bphA), la bifenilo-2,3-dihidrodiol-2,3-deshidrogenasa (BDDH)
codificada por bphB, la 2,3-dihidroxibifenilo-2,3-dioxigenasa (DBDO) codificada por
bphCyla 2-hidroxi-6-oxo-6-feni1hexa—2,4—dienoato hidrolasa (HOPDAH) codificada por
bphD. La BDO es un sistema enzimético multicomponente compuesto de una hidroxilasa
(también llamada oxigenasa terminal), que es una proteina Fe-S de 2 subunidades, y dos
protefnas de transferencia de electrones: una ferredoxina y una NADH-ferredoxina

reductasa (Erickson y Mondello, 1992; van der Meer et al., 1992; Hofer et al.,
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1993). La BDO de LB400 es un miembro de las dioxigenasas hidroxilantes de anillo de
clase IIB (Batie et al., 1991). La BDDH de LB400 es un miembro de la familia de
deshidrogenasas de alcoholes de cadena corta que consisten en un dominio N-terminal de
unién de NAD y un dominio C-terminal de unién de dihidrodiol (Persson et al., 1991),
La DBDO es similar a otras dioxigenasas de ruptura extradiol de microorganismos
aerobios degradadores de compuestos aromdticos (Hofer ef al., 1993). Recientemente, se
ha determinado la estructura tridimensional de esta enzima, (Han et al., 1995). La
HOPDAH de LB400 es homéloga a otras hidrolasas involucradas en la biodegradacién de
compuestos aromdticos, Se ha postulado que la enzima HOPDAH contiene una triada
catalitica tipica de serina hidrolasas (Ollis et al., 1992; Hofer et al., 1993). Las enzimas de
la via “alifatica inferior” de degradacién de bifenilo son la 2-hidroxipenta-2,4-dienoato
hidratasa codificada por bphH, la acetaldehido deshidrogenasa codificada por bphl,y }a 4-
hidroxi-2-oxovalerato aldolasa codificada por bphl (Hofer et al. 1994). La regién entre los
genes bphC'y bphD incluye ademds una glutatién S-transferasa codificada por bphK,
cuyo rol en la degradacién de PCBs es desconocido. En células de higado de rata se
observé que algunos PCBs inducen la sintesis de una glutatién S-transferasa (Aoki ef al.,
1992). La glutatién S-transferasa de LB400 podria tener funciqnes similares a otras
glutatién S-transferasas en la unién, el transpotte y la remocién de xenobiéticos o sus

metabolitos (Daniel, 1993; Jakoby y Ziegler, 1990), en particular de los PCBs.

1.6. ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA BIODEGRADACION DE PCBs
Si bien los estudios sobre la degradacién bacteriana de PCBs se han incrementado
notablemente en los tltimos afios, la ineficiencia del proceso degradativo sigue siendo el
gran escollo para la implementaci6n de la biorremediacién de PCBs. El descubrimiento de
la degradacién de PCBs alta y moderadamente clorados por consorcios bacterianos

anaerobios cre6 muchas expectativas para la biorremediacién. Sin embargo, la
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deshalogenacién anaerobia de PCBs es un proceso muy lento y mal caracterizado. Tanto
los sistemas enzimdticos como los microorganismos involucrados no han podido ser
caracterizados, por lo que actualmente se desconoce cémo podrfa ser acelerado este
proceso (Focht, 1995; Ye et al., 1995).

A diferencia de lo que ocurre en los procesos anaerobios, las bacterias aerobias
degradadoras de PCBs y sus respectivas vias metabélicas estdn mejor caracterizadas. Sin
embargo, los procesos aerobios de degradacién de PCBs en condiciones ambientales
actualmente disponibles son ineficientes (Abramowicz, 1990; Boyle et al., 1992;
Furukawa, 1994; Timmis efal., 1994). Los problemas asociados a esta ineficiencia s0n,
entre otros: a) degradacién incompleta de PCBs por la carencia de una via de degradacién
de clorobenzoatos (CBAs) o porque las enzimas catabélicas tienen un rango de sustrato
insuficiente; b) liberacién al ambiente de CBAs que son fransformados en productos
toxicos por la microflora nativa; c) toxicidad de algunos PCBs y sus metabolitos; d)
inestabilidad de los genes bph, y e) enzimas catabdlicas sélo inducibles por bifenilo. El
desarrollo de procesos aerobios eficientes de biodegradacién de PCBs requiere de
microorganismos con capacidades catabélicas mejoradas. Para generar bacterias
degradadoras de PCBs més eficientes deben conocerse previamente las capacidades

catabélicas de las vias metabélicas que se desean emplear.

1.7. ANALISIS DE VIAS CATABOLICAS DE PCBs

El rango de los PCBs que pueden ser transformados por diferentes bacterias
aerobias ha sido caracterizado (Furukawa, 1982; Bopp, 1986; Abramowicz, 1990;
Bedard, 1990). Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre los metabolitos formados
a partir de los diversos congéneres. Por consiguiente, en general las etapas catabélicas
limitantes no se conocen. Adicionalmente, la mayorfa de los estudios se realizaron con los

microorganismos parentales. En estos casos, las transformaciones no se pueden atribuir a
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enzimas especificas, debido a la posible presencia de isoenzimas (Asturias y Timmis,
1993; Timmis et al., 1994; Seto et al., 1995).

El clonamiento de los genes es una estrategia adecuada para dilucidar los
metabolitos de una vfa metabélica. Los genes codificantes de una enzima, o de parte de
una via metabélica, pueden ser expresados en un huésped incapaz de metabolizar los
substratos y sus productos. Esta estrategia experimental permite la caracterizacién in vivo
de actividades enzimdticas individuales y la identificacién de los metabolitos producidos.
Como parte de esta tesis, se ha utilizado esta estrategia experimental para dilucidar las
capacidades metabdlicas de Ia via catabélica superior de bifenilo codificada en el locus bph
de Pseudomomas sp. LB400. Parte de estos resultados han sido publicados durante el
desarrollo de este trabajo (Seeger et al., 1995a, 1995b; Pieper et al., 1995; Hofer et al.,
1996; Seeger et al., 1996b).

1.8. CONSTRUCCION DE NUEVAS CEPAS DEGRADADORAS DE PCBs

- Para la construcci6n, mediante ingenierfa genética, de nuevas cepas con vias
catabolicas mejoradas se han empleado dos grandes estrategias. Una de éstas consiste en
la expansi6n vertical de la via por la incorporacién de genes que codifican para enzimas
adicionales (Timmis et al., 1994). Para esto se deben conocer las diferentes etapas de la
degradacién del compuesto problema, para luego poder reunir todas las enzimas
involucradas en un solo microorganismo. Con esta finalidad se puede usar la conjugacién
simple o el clonamiento de los genes para su posterior insercién en el huésped adecuado.
La ingenieria genética de bacterias permiti6 el ensamblaje de una nueva ruta mediante la
combinacién de secciones adecuadas de diferentes vias catabélicas (Rojo et al., 1987;
Bailey, 1991). Es importante destacar que en la degradacién de PCBs las bacterias son
capaces s6lo de transformar los CBs a CBAs, productos que —en la mayoria de estas

cepas— son metabolitos de punto final. Cultivos mixtos de degradadores de CBs y
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degradadores de CBAs mineralizan algunos PCBs (Adriaens ef al., 1989; Havel y
Reineke, 1991; Fava et al., 1994). Por consiguiente, la combinacién de vias metabélicas
de CBs y de CBAs debiera producir bacterias capaces de mineralizar PCBs (Furukawa y
Chakrabarty, 1982). Asimismo, de esta manera se evitan tanto limitaciones en la difusién
como la transformacién de los intermediarios por otros microorganismos en metabolitos
de punto final, o en productos t6xicos que desestabilizan la comunidad e inhiben el
proceso biodegradativo (Havel y Reinecke, 1992; Timmis ez al., 1994). La liberacién de
4-CBA durante el metabolismo de PCBs posibilita la transformacién por otros
microorganismos en protoanemonina, un antibidtico de amplio espectro (Blasco et al.,
1995). Diversos procedimientos experimentales permitieron generar bacterias que
contienen tanto las enzimas degradadoras de CBs como las degradadoras de CBAs
(Mokross ez al., 1990; Havel y Reinecke, 1991; Hickey et al., 1992; Adams et al., 1992;
Dowling et al., 1993; McCullar et al., 1994; Brazil ez al., 1995).

La segunda estrategia involucra la expansién horizontal del rango de sustratos de
una via mediante el reclutamiento de isoenzimas de otras vias (Lehrbach et al., 1984) o
mediante modificacién por mutagénesis de las enzimas claves (Ramos et al., 1987). La
modificacién de enzimas claves de la via catabélica existente permitié expandir el rango de
sustratos de la via TOL (Ramos et al., 1987). En el caso de la degradacién de PCBs, las
bacterias disponibles son capaces de atacar solamente un rango limitado de congéneres.
Por consiguiente, cambios en la actividad o especificidad de enzimas criticas pueden
generar vias catabélicas con un mayor rango de sustratos. Al respecto, mediante
mutagénesis se ampli6 el rango de sustrato de la BDO (Erickson y Mondello, 1993).

Para superar los problemas de la acumulacién y de la liberacién de CBAs de las
cepas degradadoras de PCBs actualmente disponibles, en esta tesis se ha propuesto la
construccién de nuevas cepas degradadoras de CBs. En particular, se construyeron

nuevas cepas mediante insercién de la via catabélica superior de bifenilo codificada por el
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locus bph de Pseudomonas sp. LB400 en una cepa degradadora de un amplio rango de
CBAs. Parte de estos resultados han sido publicados durante el desarrollo de esta tesis
(Hofer et al., 1996).
1.9. RESPUESTA MOLECULAR GLOBAL DE BACTERIAS FRENTE A
CONDICIONES AMBIENTALES ADVERSAS

Las respuestas regulatorias globales permiten a las bacterias adaptarse a cambios
en el medio ambiente o a la presencia de compuestos quimicos. Estas respuestas globales
incluyen cambios en Ia velocidad de la transcripcién de grandes grupos de genes y
controlan varios procesos celulares. En respuesta a condiciones de estrés, las bacterias
reducen la expresién génica de la mayoria de las proteinas celulares, induciendo al mismo
tiempo una sobreproduccién transitoria de las llamadas proteinas del estrés (Gene Groat et
al., 1986; Jouper Jaan ef al., 1986; Spector et al., 1986; Matin et al., 1989; Amaro et al.,
1991; Seeger y Jerez, 1992, 1993a, 1993b; van Dyk etal., 1994; Seeger et al., 1996a).
En sus ambientes naturales, las bacterias son expuestas continuamente a situaciones de
estrés. La regulacién de las respuestas de estrés es, por lo tanto, fundamental para la
actividad metabélica y para la sobrevivencia de estos microorganismos. Diferentes grupos
de genes y proteinas son inducidos por diferentes tipos de estrés. Ejemplos bien
caracterizados incluyen la respuesta al estrés térmico, la respuesta SOS, el estrés
oxidativo, la respuesta a la hambruna y la respuesta al etanol. Recientemente, se ha
descrito la respuesta molecular de E, coli expuesta a diferentes contaminantes ambientales,
tales como hexaclorobenceno ¥ pentaclorofenol (Blom et al. ,1992; Faber et al., 1993).
Adicionalmente se describié la respuesta molecular de P, putida KT2442 frente a la
exposicién de 2-clorofenol (Lupi ef al., 1995).

En los estudios de la respuesta molecular global de las bacterias se ha utilizado la

electroforesis bidimensional (2D) en geles de poliacrilamida. Este tipo de electroforesis
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permite determinar las cantidades relativas de muchos polipéptidos, sin que muchas veces
sea necesaria la purificacién previa de las protefnas de interés (Pedersen et al., 1978; Van
Bogelen et al., 1992). Este sistema perimite, ademds, 1a determinacién simult4nea del peso
molecular aparente y del punto isoeléctrico aproximado de cada proteina individualizada en
el gel (O’Farrell, 1975). Asf, esta técnica se ha convertido en una herramienta esencial
para estudiar la regulacién global de una célula bajo diversas condiciones ambientales
(Pedersen et al., 1978; Hames, 1983).

Las bacterias que participan en el proceso de biodegradacién de PCBs estdn
expuestas a diferentes congéneres. Asimismo, las diversas bacterias nativas de medios
ambientes contaminados con los PCBs estdn expuestas a estos compuestos, La respuesta
molecular de las bacterias frente a los CBs no ha sido descrita. En esta tesis se evalua la
respuesta molecular bacteriana frente a dos CBs. Adicionalmente, fue posible determinar

si las exposiciones a estos CBs representan situaciones de estrés para las bacterias,

1.10. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se postula que la incorporacién del locus bph de la bacteria LB400 —el que
codifica una via catabdlica de bifenilo— a una cepa degradadora de clorobenzoatos
(CBAs) permite generar una nueva cepa capaz de contener este locus en el genoma en
forma estable, degradar un amplio range de clorobifenilos (CBs) y ser resistente a la

exposicién a ellos.

1.11. OBJETIVOS DE LA TESIS

Los objetivos especificos de esta tesis son:
1. Analizar las capacidades catabélicas de la via codificada en el locus bph de
Pseudomonas sp. LB400

2. Construir nuevas cepas degradadoras de CBs por la incorporacién del locus bph de
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LB400 a una cepa degradadora de CBAs.
3. Estudiar la respuesta molecular global de una nueva cepa degradadora de CBs y su.cepa
parental frente a los CBs.

La primera parte de esta tesis comprendid el estudio de las capacidades catabdlicas
de PCBs de la via superior codificada en el locus bph de Pseudomonas sp. LB400. En
una primera fase se determinaron las capacidades catabdlicas de PCBs de 1a via superior,
para lo cual se analizaron los PCBs que eran degradados a CBAs ¢ HOPDAs. En una fase
posterior, se analizaron las capacidades de las primeras dos enzimas de la via: 1a BDO y la
DBDH. Este estudio permitié ia determinacién de las etapas limitantes en la degradacién

de diferentes PCBs, las preferencias de anillo de las enzimas y el novedoso mecanismo de

1a BDO de LB400.

La segunda parte de la tesis se dedicé a la construccién y a la posterior
caracterizacién de nuevas cepas degradadoras de CBs. El locus bph de LB400 —que
codifica para las enzimas de la via catabélica superior de bifenilo caracterizadas en la
primera parte de esta tesis— se incorpord a una bacteria degradadora de CBAs. La
generacién de estas nuevas cepas permiti6 caracterizar la estabilidad del fenotipo Bph, la
regulacién de la expresién de los genes bph y el crecimiento en CBs. En una etapa
posterior se utilizé una de estas cepas para el estudio de la respuesta molecular global.

La tercera parte de esta tesis se aboc6 al estudio de la respuesta molecular de
bacterias frente a la exposicién de los CBs. Para ello, se analizaron los cambios en la
sintesis de protefnas totales en una nueva cepa degradadora de CBs y en su cepa parental
frente a la exposicion a 2-CB. Se caracteriz, ademds, la respuesta de algunas protefnas
especificas de la nueva cepa frente a bifenilo, 2-CB y 4-CB, identificdndose una proteina
de estrés de esta cepa. Estos estudios ayudan a entender los mecanismos de adaptacion y
respuesta de bacterias frente a la exposicion a CBs, como también a determinar si

constituye una respuesta de tipo estrés.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. REACTIVOS

Los congéneres de PCBs (pureza > de 99%) se adquirieron de Lancaster Synthesis
(White Lund, Morecambe, Inglaterra), Promochem (Wesel, Alemania), o Restek
(Sulzbach, Alemania). Los CBAs (pureza > de 98%) se obtuvieron de Fluka AG (Buchs,
Suiza) o Lancaster Synthesis. 2,3- y 3,4-DB se adquirie;ron de Wako Chemicals (Neuss,
Alemania) y Ultra Scientific (North Kingston, Inglaterra), respectivamente. Las enzimas
de restriccién, las ADN polimerasas y la ligasa se obtuvieron de Boehringer (Mannheim,
Alemania), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus, Alemania) y BRL (Gaithersburg,
MD, Estados Unidos). La mezcla de compuestos radiactivos L-[35SJmetionina (70%) yL-
[358]cistefna (25%) (1190 Ci/mmol) se adquiri6 de American Radiolabeled Chemicals (St.
Louis, MO, Estados Unidos). El antisuero de conejo anti GroEL de T. ferrooxidans ya

habia sido preparado en el laboratorio del Dr. Carlos Jerez en Chile,

2.2. CEPAS BACTERIANAS
Las cepas de E.coli K12 empleadas se describen en la Tabla 1. Las cepas de

Pseudomonas empleadas se describen en 1a Tabla 2.

2.3. PLASMIDIOS
Todos los plasmidios empleados en este trabajo se describen en la Tabla 3. La

construccién de los plasmidios pAIAS0 y pATA74 fue especificada anteriormente (Seeger
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Tabla 1. Cepas de E. coli K12 empleadas

17

Cepa

Caracteristicas relevantes

Referencia

DH5q

BL21(DE3)[pLysS]

SM10 (Apir)

F-, endAl, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169, lacZAM15

F-,ompT, hsdS, (AcIts857 ind 1 Sam 7 nin5 lac UVS-
T7genl), plasmidio con gen de la T7 lisozima

thi-1, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA::RP4-2-Tc::Mu,
Km', Apir

Grant et al., 1990

Studier, 1991

Miller y Mekalanos, 1988

Tabla 2. Cepas de Pseudomonas empleadas

Cepa

Caracteristicas relevantes

Referencia

P. sp. LB400

P. putida P111

P. putida C11

P. putida C12

P. putida C13

P. putida C14

P. putida C19

cepa silvestre degradadora de PCBs
cepa silvestre degradadora de CBAs

P111, con el locus bph de LB400 insertado en el genoma
P111, con el locus bph de LB400 insertado en el genoma
P111, con el locus bph de LB400 insertado en el genoma
P111, con el locus bpk de LB400 insertado en el genoma

P111, con el locus bph de LB400 insertado en el genoma

BOPP, 1986

Hernédndez et al., 1991

este trabajo

este trabajo

este trabajo

este trabajo

este trabajo




Tabla 3. Plasmidios empleados
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Plasmidio

Caracteristicas relevantes

Referencias

pAJAll

pAIA13

pAIAS

PAIAS0

pAIA74

pTSK102

pT5K202

pT5K302

derivado de pT7-6 con insercién de bphAK
derivado de pT7-6 con insercién de bphAB
derivado de pT7-6 coﬂ insercién de bphABCK
derivado de pT7-6 con insercién de bphABC
derivado de pT7-6 con insercién de bphABCD

derivado de pUTKm que contiene el cassette bph-1

derivado de pUTKm que contiene el cassette bph-2

derivado de pUTKm que contiene el cassette bph-3

Seeger et al., 1995b
Seeger et al., 1995b
Seeger et al., 1995a
Seeger et al., 1995a
Seeger et al., 1995a

Herrero et al., 1990; Hofer et al.,
resultados no publicados

Herrero et al., 1990; Hofer et al.,
resultados no publicados

Herrero et al., 1990; Hofer et al.,
resultados no publicados

etal., 19l95a) y estos plasmidios se ilustran en detalle en el capitulo correspondiente a los

Resultados de esta tesis. La construcci6n del plasmidio pAIAS50 se realizé en el curso de

este estudio. Los plasmidios recombinantes pAIA11 y pAIA13 ya han sido descritos

(Seeger et al., 1995b). Como vector de expresion se usé el plasmidio pT7-6, el cual

presenta una regi6n de multiples sitios de restriccion rio abajo del promotor de la RNA

polimerasa del fago T7 (Tabor y Richardson, 1985). El plasmidio suicida pT5K102 es un

derivado del sistema de vectores desarrollados por Herrcrq etal. (1990) y por de Lorenzo

et al. (1990). Los plasmidios pT5K102, pT5K202y pT5K302 contienen diferentes

segmentos del locus bph, segmentos que se ilustran en detalle en los Resultados.
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2.4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

El medio LB (Sambrook et al., 1989) contenia triptona 10 g/l, extracto de levadura
5 g/ly NaCl 5 g/l. El medio minimo M9 (Sami:rook et al., 1989) contenfa Na,HPO4 50
mM, KH,PO, 22 mM, NaCl 85 mM y NH4Cl 7,5 mM. Como fuente de carbono se
utilizé succinato, glucosa, bifenilo o un determinado conéénere de PCB a una
concentracién 2 mM. El medio minimo M9 (volumen de 1 1) fue suplementado para el
crecimiento de Pseudomonas con 2,5 ml de una solucién de elementos trazas. Esta
solucién de elementos trazas se obtenfa mezclando un volumen de una solucién que
contenfa MgSO4 250 mM y FeSO4 9 mM con un volumen de una solucién que contenfa
MgO 0,75 g/l, FeSO4 x 7 Hz0 2 gfl, ZnSO4 x 7 H20 1,44 g/l, MnSO4 x 4 H,0 1,12
g/l, CuS0O4 x 5 H20 0,25 g/l, CoSO4x 7 H20 0,28 g/l, H3BO;3 x 7 H,0 0,06 g/, 51,3
ml/l de HCI 37% y CHCl; 2 mV/l. Cuando se requerfa, los medios de cultivo fueron
suplementados con antibi6ticos, de manera de obtener las siguientes concentraciones
finales: ampicilina 50 mg/l, kanamicina 50 mg/l y cloramfenicol 20 mg/l. Para la
preparﬁcién de placas de agar, se adicion6 a estos medios agar al 1,5% (p/v). El bifenilo o
un congénere de PCB se adicionaba como sélido en la tapa de la placa, estando disponible
en su fase gaseosa para las bacterias. Las bacterias E. coli se cultivaron a 30°C o 37°C,
con agitacion rotatoria. Las bacterias P. putida o P. sp. LB400 se cultivaron a 30°C, con
agitaci6n rotatoria. Para seguir el crecimiento bacteriano se determiné la absorbancia a 525
o a 600 nm y en algunos casos se determiné adicionalmente las unidades formadoras de

colonias. En general, para los cultivos se utilizé un inéculo de un 1% v/v de bacterias.

2.5. TECNICAS DE BIOLOGfA MOLECULAR
Se utilizaron técnicas de ADN recombinante estdndares similares a las descritas por

Sambrook et al. (1989).
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2.5.1. Aislamiento y purificacién de plasmidios

La obtencién del ADN plasmidial se realiz6é mediante el método descrito por Ish-
Horowicz y Burke (1981). Para la purificacién del ADN por fenol se utilizé el
procedimiento descrito por Sambrook ef al. (1989).

2.5.2. Digestion de ADN con endonucleasasl de restriccion

En un volumen final de 10-100 pl se digirieron 0,2-3 pug de ADN. Para un
volumen de 10 pl se prepar6 la siguiente mezcla: 0,2-1 pg de ADN, agua destilada estéril,
1 pl de solucién amortiguadora 10 X y 1-3 U de endonucleasa de restriccién. Esta mezcla
se incubd durante 1 a 2 h a la temperatura éptima de la enzima. La reaccién se detuvo por

inactivacién térmica de la enzima.

2.5.3. Relleno de extremos cohesivos con la T4 ADN polimerasa
Los extremos cohesivos del ADN digerido se rellenaron incubando con la ADN

polimerasa del fago T4. Para ello, a 1a mezcla de digestién del ADN se le adicionaron los

deoxirribenucledtidos, de manera de tener una solucién final conteniendo 100 mM de cada
uno de los compuestos: dATP, dCTP, dGTP y dTTP. A continuacién se adicionaron 5 U

de ADN polimerasa del fago T4 y .se incub6 por 30 min a temperatura ambiente. La

reaccién se detuvo por inactivacién térmica de la enzima.

2.5.4. Ligazén

Para realizar la ligazén de los fragmentos de ADN, se adicionaron 2 1l de solucién
amortiguadora 10 X (Tris-HC1 500 mM (pH 8,0) y MgCl, 100 mM), 2 1l de ditiotreitol
200 mM, 2 1 de seroalbdmina de bévido 1 mg/mi, 2 pl de ATP 10 mM a una solucién de
3 pl de ADN 14 pg/ml. A continuacién se adicioné agua bidestilada y 1 Udela ADN

ligasa del fago T4, de manera de llevar la mezcla a un volumen final de 20 ul. Esta mezcla
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se incubd toda la noche a temperatura ambiente.

2.5.5. Transformacién

La preparaci6n de células competentes y la transformacién de cepas de E. coli con
ADN plasmidial se realizé de acuerdo a los métodos de Hanahan (1983) o por
electroporacién (Dower et al., 1988). Este ultimo procedimiento permiti6 obtener mayores

eficiencias de transformacion.

2.5.6. Amplificacién por PCR

La amplificacién por la aplicacién de la reaccién en cadena de la ADN polimerasa
(PCR) se realizd en un Qolumen total de 20 pl en tubos de 0,5 ml bajo una capa de aceite
mineral liviano utilizando un termociclador de ADN programable Landgraf. Cada mezcla
de reaccién contenfa dATP 0,25 mM, dCTP 0,25 mM, dGTP 0,25 mM y dTTP 0,25
mM, cada partidor a una concentracién de 1 uM, y 1,5 U de Tag ADN polimerasa en un
amortiguador que contenfa Tris-HC1 10 mM (pH 8,3), KCl1 50 mM, MgCl; 1,5 mM y
gelatina 0,01% (p/v). El protocolo de PCR utilizado consistia en una desnaturalizaci6én a
95°C por 30 s, una hibridizacién de partidores a 40°C por 30 s, y la extensién de
partidores a 72°C por 60 s, con una etapa de extensién final de 10 min a 72°C en el 1ltimo
ciclo.

El disefio de los partidores para PCR se realizé basado en las secuencias de bphA,
bphD y el gen de la transposasa mnp, previamente publicadas (Erickson y Mondello, 1992;
Hofer et al., 1993; Berg et al., 1989). Para la amplificacién de un fragmento de bphA, se
utilizaron los partidores BPHA34T y BPHA4A3B1. Las secuencias de los partidores
BPHA34T y BPHA4A3B1 fueron 5°-CAAGAAGCGTTATGAAATTTACCAGA-3" y 5°-
GGTCCGGTCATAGGCCTGATGCG-3’, respectivamente. Para la amplificacion de un
fragmento de bphD, se utilizaron los partidores BPHD4 y BPHD9. Las secuencias de
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BPHD4 y BPHD? fueron 5°-CATTTCGGCCTGAAGCTTACCCCGTACCGAC-3’ y 5'-
GCTGTTCAAGCTGTATG-3’, respectivamente. Para la amplificacién de un fragmento
del gen tnp, se utilizaron los partidores TNP480 y TNP120. Las secuencias de los
partidores TNP480 y TNP120 fueron 5’-GCGCTGGGTGATCCTCGCCG-3’ y 5°-
GCGCAGGCTCAAGCTCGC-3’, respectivamente.

2.5.7. Electroforesis en geles de agarosa

Para Ia separacién del ADN por electroforesis en geles de agarosa, las muestras de
ADN se mezclaron con 0,1 volumen de solucién de carga (glicerol 60%, azul de
bromofenol 0,05%, xilencianol 0,05% y RNAsa 10 pg/ml). La electroforesis en geles de
agarosa se realizé de acuerdo al método descrito por Sambrock et al. (1989). Dependiendo
del tamafio de los fragmentos de ADN que se queria separar, se utilizaron geles de 0,7% o
de 2% de agarosa. La agarosa se disolvié en amortiguador TAE (Tris-HC! 40 mM
(pH8,0), acetato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM) y se calenté hasta ebullicién. Se dejé
enfriar hasta 70°C y se verti6 a placas de vidrio, dejdndose solidificar a temperatura
ambiente. La electroforesis se efectué a 80 V, en solucién amortiguadora TAE . Los geles
de agarosa fueron tefiidos por inmersi6n en una solucién recién preparada de bromuro de
etidio 1 pg/ml, donde fueron mantenidos por 10 minutos y posteriormente visualizados
bajo luz UV. Cuando fue preciso hacer un registro del resultado obtenido, el gel se

fotografi6 con un equipo Polaroid.

2.5.8. Construccién del plasmidio pAIAS50

En Ia construccién del plasmidio recombinante pAIAS0 se utilizé el siguiente
procedimiento. El plasmidio pAIA5 fue digerido sucesivamente con las enzimas de
restriccién Sacl y Xhol, se rellenaron los extremos cohesivos con la enzima ADN

polimerasa del fago T4 y 2 continuacién se procedi6 a la ligacién con la ADN ligasa del
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fago T4. El ADN ligado se utiliz6 para transformar E. coli DH5a, selecciondndose luego
las transformantes que contenfan el plasmidio recombinante. Para esto, los clones

resultantes se analizaron por PCR y por digestiones en separado con las enzimas de

restriccion Sall y Pstl, seguido de electroforesis en gef de agarosa.

2.6. CONSTRUCCION DE NUEVAS CEPAS DEGRADADORAS DE PCBs

Para la insercién estable de los genes bph al genoma de la cepa silvestre de P.
putida P111 se utiliz6 el sistema de minitransposones (de Lorenzo et al., 1990; Herrero et
al., 1990). Los plasmidios pTSK102, pT5K202 o pT5K302 se transfirieron desde cepas
dadoras de E. coli Sm10Apir a la cepa receptora de P. putida P111 por conjugacién en
filtro (Herrero et al., 1990). En cada caso, la cepa dadora de E. coli Sm10Apir fue
cultivada a 37°C en medio LB en presencia del correspondiente antibi6tico para seleccionar
la retencién del plasmidio. La cepa receptora de P. putida P111 se cultivé en medio LB
(30°C). Para la conjugacién en filtro, 80 pl de Ia cepa receptora y 20 pl de Ia cepa dadora
se mezclaron en un tubo Eppendorf, Esta mezcla se deposité sobre un papel filtro
Millipore tipo HA (tamafio de poro de 0,45 tm) sobre una placa de LB-agar. Después de
incubar por 15 h a 30°C, las células se removieron del filtro por agitacion fuerte en 1 mi de
solucién de MgCl, 50 mM. Alicuotas de 20 pl se inocularon en 5 ml de medio minimo M9

modificado utilizando 2-CB como tnica fuente de carbono y energia. Como controles se
inocularon alicuotas de 100 il de la cepa dadora o de la cepa receptora en este mismo
medio. Los medios se incubaron a 30°C con agitacién rotatoria hasta observar crecimiento
bacteriano. Alfcuotas (100 ul) de diluciones apropiadas se plaquearon en medio minimo
utilizando 2-CB como tnica fuente de carbono y energia. Los transconjugantes que
poseen el operdn bph se identificaron después por amplificacién por PCR de segmentos
de los genes bphA y bphD y por crecimiento en un medio minimo liquido con 2-CB como

tnica fuente de carbono y energfa.
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2.7. ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DEL FENOTIPO Bph

Para determinar la estabilidad del fenotipe Bph, las cepas fueron cultivadas en
condiciones no-selectivas por més de 100 generaciones. La estabilidad del fenotipo Bph
de las cepas nuevas construidas se someti6 a un andlisis de estabilidad en el medio rico LB
en condiciones no selectivas. Muestras de cada subcultivo se diluyeron y se plaquearon en
medio LB-agar. La biosintesis de las cuatro enzimas codificadas en el locus bph se
verificé mediante yna combinacién de ensayos de spray (Hofer et al., resultados no
publicados). Para determinar la presencia y expresién de las enzimas BDO, BDDH y
DBDO, las colonias fueron sometidas a un ensayo de spray con dibenzofurano al 5% en
dietileter. Estas tres enzimas convierten en 30-60 min el dibenzofurano en un metabolito
de color amarillo intenso. Para determinar la presencia y expresi6n de las enzimas DBDO
y HOPDAH, ias colonias fueron sometidas a un ensayo de spray con 2,3-DB al 0,1% en
etanol. Las células que sintetizan la DBDO convierten el 2,3-DB en el producto amarillo
HOPDA. La rdpida desaparicién de HOPDA indica la presencia de la HOPDAH.
Adicionalmente, se estudi6 la capacidad de colonias individuales de crecer en bifenilo y

monoCBs como unica fuente de carbono. Asimismo, se analizaron colonias individuales

por PCR.

2.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DIOXIGENASA

Para medir Ia actividad de la DBDO, se prepararon extractos de célula mediante la
prensa French. Las células se cultivaron en medio liquido hasta una densidad 6ptica de 0,6
a 600 nm. A continuacién fueron centrifugadas y lavadas con amortiguador fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,5) ¥ se resuspendieron en 1/10 de volumen del mismo amortiguador.
Se centrifugaron nuevamente y se lavaron con amortiguador fosfato de sodio 50 mM (pH
7,5). Finalmente, se resuspendieron en el mismo amortiguador en 1/100 del volumen

inicial. La lisis celular se realizé pasando Ia suspensi6n celular por la celda de French
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preenfriada a un presién de 130 mPa. Las células, restos de células y proteinas no
solubles se separaron por centrifugacién a 150.000 x g por 45 min a 4°C. El sedimento se
descart6 y el sobrenadante se usé para determinar la actividad enzimdtica.

Para determinar la actividad dioxigenasa en extractos celulares se utilizé una
modificacién del método descrito por Eltis er al. (1993). Para las mediciones de las
cinéticas de formacién de HOPDA se utilizé un espectrofotémetro equipado con un
portacubetas termorregulado. Las mediciones se realizaron a 25°C en una solucién de Tris
50 mM (pH 8,0) y 2,3-DB 250 pM. El ensayo de la DBDO se inici6 agregando una
alicuota (1-10 pl) del extracto crudo de células a esta solucién. El producto HOPDA
formado se midi6 a 434 nm. En todas las determinaciones se usé como control la reaccién
no enzimdtica. La unidad de actividad enzimdtica se definié como la cantidad de enzima
que libera 1 pmol de HOPDA por minuto por mg de proteina, en las condiciones

anteriormente descritas.

2.9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
La concentracion de proteinas se determiné segiin el método de Bradford (1976),

usando seroalbtimina de bévido como estindar.

2.10. ENSAYOS CON CELULAS EN REPOSO

Las cepas de E. coli BL21(DE3)[pLysS] con sus respectivos plasmidios se
crecieron en medio LB a 37°C hasta una densidad éptica de 0,6 a 600 nm. A continuacién
se adiciond isopropil-B-D-galactopiranésido, dando una concentracidn final de este
inductor de 0,4 mM y se incubaron Ias células por 30 min 2 30°C. Posteriormente, las
células se centrifugaron y se lavaron con amortiguador fosfato de sodio 50 mM (pH 7,5).
Finalmente, se resuspendieron en 1/10 de volumen del mismo amortiguador. Las células

se incubaron con un determinado PCB por hasta 24 h a 30°C con agitacién rotatoria, Para
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los experimentos de determinacién de HOPDA o de CBA se utiliz6é una concentracién
nominal de PCB de 62 o 125 uM y las células se incubaron por hasta 24 h. Para los
experimentos de determinacién de BD o de DB se utiliz$ una concentracién nominal de

PCB de 0,5 0 2,0 mM y las células se incubaron por 6 h.

2.11. ANALISIS DE METABOLITOS

Los metabolitos generados por la degradacién de diferentes PCBs se determinaron
mediante extraccién con solventes orgédnicos y anilisis con técnicas analiticas, como
cromatograffa lfquida de alta presién (HPLC), espectroscopfa visible y UV, cromatografia
de gases (GC), espectrometrfa de masas (MS) y iomizacién por electrospray/
espectrometria de masas (ESI/MS) (Seeger et al.,, 1995a, 1995b). La ionizacién por
electrospray es un método de ionizacién muy suave, que estd basado en la dispersién de la
solucién del analito en una “nube” de pequefias gotas desde la cual los iones son

desorbidos a un “gas de bafio”.

2.11.1. Identificacion de HOPDAs

La formacién de los productos HOPDAs se monitore6 realizando espectros en la
regién visible de los ensayos de células en reposo usando un espectrofotémetro Beckman
DU-70. La longitud de onda méxima de los HOPDAs y su absorbancia se determinaron en

i

los respectivos espectros.

2.11.2. Identificaciéon de CBAs

La acumulacién de CBAs se determiné por HPLC. Los sobrenadantes filtrados
libres de células (20 ul), de incubaciones de células en reposo, se analizaron con un
cromatégrafo liquido Beckman equipado con un detector de arreglo de diodo usando una

columna SC125/Lichrospher de 5 um (Bischoff, Leonberg, Alemania) y un sistema de.
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solvente acuoso que contiene 1 mi de 4cido orto-fosférico al 85% y 640 ml de metanol por
1. Los CBAs se identificaron y se cuantificaron por comparacién con estindares

auténticos.

2.11.3. Identificacién de BDs y DBs

Para la identificacién de los metabolitos BDs y DBs se emple6 fundamentalmente
GC/MS. Con algunos metabolitos se utilizaron adicionalmente las técnicas de ESI/MS y
HPL.C.

Para el andlisis por GC/MS, los sobrenadantes filtrados libres de células se
extrajeron con un volumen de acetato de etilo. La fase orgénica se reextrajo dos veces con
un volumen de carbonato 4cido de sodio 0,1 M (pH 7,0), se secé con sulfato de magnesio
anhidro y se evaporé a sequedad bajo una corriente de nitrégeno a 45°C. Las
derivatizaciones con trimetilsilil (TMS) y con anhidrido pentafluoropropiénico (PFP).
empleadas ya han sido descritas (Seeger et al., 1995). La derivatizacién con N-
butilboronato (BOR) se realizé de acuerdo a un procedimiento establecido (Kirsch y Stan,
1994). Para obtener los derivados de TMS, alicuotas secas de los extractos de acetato de
etilo se disolvieron en una mezcla de 50 pl de N-o-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida que
contiene 1% de trimetilclorosilano y 100 pl de piridina o acetonitrilo ¥ se incubaron a 70°C
por 30 min. Para obtener los derivados de PEP, los extractos secos de acetato de etilo se
disolvieron en una mezcla de 100 pl de anhidrido pentafluoropropiénico y 100 pl de
diclorometano y se incubaron a 70°C por 30 min. Para obtener los derivados de BOR, los
extractos secos de acetato de etilo se disolvieron en 80 il de acetona, a los cuales se les
adicion6 20 ptl de una solucién de BOR en acetona de 2 ug/ul y luego se incubaron a 50°C
por 10 min. Después de las derivatizaciones, las mezclas se evaporaron a sequedad bajo
una corriente de nitrégeno y se disolvieron en 50 pl. de ciclohexano, en 50 ul de

ciclohexano y cloroformo (2:1, v/v), o en 10 Jl de octano, respectivamente.,
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El andlisis GC/MS fue realizado con un cromat6grafo de gases equipado con una
columna capilar de silice fundida DB-1 de 30 m. Como gas portador se utilizé helio. Las
muestras (1p) se inyectaron directamente a la columna, y el espectrémetro de masas operd
en el modo de ionizacién de electrones (70 eV) a un voltaje de aceleracién de 8 kV y auna
resolucién de 1000 (m /m 10% de valle). Para la técnica de ESI/MS en el modo de
ionizaci6n negativa se utiliz6 un espectrémetro de masas cuatropol equipado con una
fuente de ion de eiectrospray. Los metabolitos de PCBs se disolvieron en metanol y
fueron inyectados a una velocidad de flujo de 2 pul/min a la c4mara de electrospray. A la
aguja de electrospray se le aplic6 un voltaje de -4,5 kV. El an4lisis por HPLC se realizé

como se ha descrito mds arriba.

2.12. MICROSCOP{A ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para poder observar las bacterias por microscopfa electrénica de transmisién, las
células se sometieron al siguiente tratamiento: después de cultivar las bacterias hasta la fase
exponencial, fueron lavadas 3 veces con la solucién amortiguadora TE (Tris-HCl 10 mM
(pH8,0) y EDTA 1 mM), centrifugadas y luego resuspendidas en la misma solucién TE.
Las bacterias se absorbieron sobre una pelicula de carbén uitra delgada y se trataron
mediante tincién negativa con acetato de uranilo al 4% (Walker et al., 1991). La pelicula
de carb6n se deposité sobre una grilla y se secé al aire. Las observaciones se realizaron en
un microscopio electrénico de transmisién Zeiss CEM 920, para lo cual se conté con la

valiosa colaboracién del Dr, Manfred Rohde.

2.13. ANALISIS DE LA RESPUESTA MOLECULAR GLOBAL
Para analizar el patrén global de sintesis de protefnas de las bacterias, las células se
marcaron con una mezcla de [35S]metionina y {35S]cisteina en presencia o ausencia de un

determinado congénere de PCB. Las proteinas radiactivas se separaron por electroforesis
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2D en geles de poliacrilamida, segnido de fluorografia y autorradiografia (O'Farrell, 1975;
O'Farrell e al., 1977; Amaro et al., 1991: Seeger y Jerez, 1993a). Una de las proteinas de
interés se extrajo de geles 2D secados por calor y fue identificada medijante anticuerpos

(Amaro et al., 1991).

2,13.1. Marcacién de protefnas totales

Para los ensayos de marcaci6n se cultivaron las bacterias en el medio minimo M9
suplementado, utilizando glucosa como fuente de carbono. Las células se cultivaron hasta
una densidad éptica de 0,6 2 600 nm. A continuacién a 1 ml de cultivo se adicions bifenilo
o un determinado congénere de PCB de manera de dar una concentracién nominal final de
2 mM. A Ios 30 o 90 min de incubacién en presencia o ausencia del correspondiente
congénere de PCBs o de bifenilo, se agregé al medio 5 pl de una mezcla de
[35S]metionina y [35S]cisteina de 10 mCi/ml y las células se incubaron por 20 min
adicionales. A continuacién se colectaron las células y se lavaron 2 veces con el mismo
medio de cultivo. Posteriormente, las células se trataron para andlisis por electroforesis

mono o bidimensional.

2.13.2, Preparacién de las muestras para electroforesis

Las muestras para la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDSs se trataron con
amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) que contenia: 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%
como colorante. Se calentaron a 100°C por 5 min. Luego se centrifugaron por 5 min para
tomar s6lo el sobrenadante con las protefnas solubilizadas para Ia electroforesis.

Las muestras para la electroforesis 2D se trataron como lo describe O'’Farrell
(1975). Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 100 pl de una solucién de

amortiguador que contenfa Tris-HCI 0,01 M (pH 7,4), MgCl; 5 mM y RNasa pancredtica
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50 pg/ml. Para romper las células, éstas se sometieron a la accién del ultrasonido 3 veces
por 30 s a 200 Watts en un equipo Braunsonic 1510. Después de la sonicacién, se agregd
DNasa para alcanzar una concentracién final de 50 pg/ml, manteniendo las muestras en
hielo por 5 min. A continuacién, las muestras se congelaron a -80°C, para luego ser
liofilizadas, luego de lo cual las muestras se resuspendieron en un volumen adecuado de
amortiguador de lisis (urea 9,5 M, Nonidet P-40 al 2%, anfolitos al 2% y B-
mercaptoetanol al 5%), para ser finalmente aplicadas directamente en un gel. Para un gel

2D radiactivo se aplicaron 1.200.000 cpm.

2.13.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Los geles de poliacrilamida en presencia de SDS para electroforesis en placa se
prepararon segiin la técnica descrita por Laemmli (1970). Para el andlisis de las proteinas
totales se usaron geles con un gel concentrador al 3% y un gel separador en una gradiente
de concentracién del 7 al 15% en poliacrilamida, en presencia de SDS al 0.1%. El gel
separador se elaboré con la ayuda de un aparato para la preparacién de soluciones en
gradiente de concentracién, marca Biichler. Las electroforesis se corrieron a 80 V, hasta
que el colorante indicador alcanzara el borde inferior del gel. Las protefnas se fijaron y se
tifieron con una selucién que contenfa Azul de Coomassie al 0,2% en metanol al 50% y
dcido acético al 7% por 1 h. Se destifieron luego mediante lavados sucesivos con una

solucién de metanol al 20% y 4cido acético al 7%.

2.13.4. Electroforesis bidimensional

Esta electroforesis 2D se realizé en la forma descrita por O'Farrell ef al.(1977). La
primera dimensién consistia en una electroforesis en gradiente de pH sin alcanzar el
equilibrio (NEPHGE). Para los geles en gradiente de pH sin alcanzar el equilibrio se

estableci6 una gradiente de pH de 3 a 10. La mezcla del gel contenfa urea 9,2 M, Nonidet
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P-40 al 2%, acrilamida al 3,8%, bisacrilamida al 0,2%, anfolitos al 2% (del rango de pH 3
a 10), persulfato de amonio al 0,02% y N,N,N’,N’-tetrametilendiamina al 0,014%. La
electroforesis se realizé de manera que el reservorio superior contuviese 1a solucién de
H3PO4 10 mM y el inferior la solucién de NaOH 20 mM. Los geles se sometieron a
electroforesis a 400 V por un tiempo de 5,5 h. A continuacién, los geles se equilibraron
durante 2 h en amortignador de muestra-SDS. Los geles equilibrados fueron sometidos
inmediatamente a la segunda dimensién. La segunda dimensién consistia bdsicamente en
el sistema de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS en placa, con algunas
modificaciones. Se usé un gel separador de 11,5% de poliacrilamida y un gel
concentrador de 4,75% de poliacrilamida. Sobre el gel concentrador se colocé una
solucién de agarosa al 1% en amortignador de muestra-SDS. Con esta solucién aidn
lfquida, se colocé el gel de la primera dimensién, cubriéndolo nuevamente con esta
solucién de agarosa. La electroforesis, la tincién y el destefiido se realizaron en la forma
descrita para la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS en placa. Adicionalmente,
los geles con muestras radiactivas se incubaron por 30 min con una solucién para la

deteccién fluorogrdfica, marca Amplify. Luego de secarse a 80°C y al vacfo, se expusieron

a peliculas radiogréficas Fuji tipo Rx a -80°C. Finalmente, las peliculas se revelaron y

fijaron mediante procedimientos estindares.

2,13.5. Determinacién de los niveles de proteinas analizadas por geles 2D
Algunas de las proteinas de los geles 2D se analizaron utilizando el programa Gel
Perfect (programa desarrollado por el Dr. Salvador Bozzo). Mediante imégenes
computacionales de los geles, este programa permite la cuantificacién de los niveles
relativos de proteinas individuales en cada gel 2D. Estas cuantificaciones de las protefnas
de los geles permitieron, a su vez, valorar el cambio (induccién o represién) o la

mantencién del polipéptido en respuesta de la bacterias a la exposicién a CBs. En los geles
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2D se destacaron algunas de las proteinas inducidas (encerradas por cfrculos) y protefnas
reprimidas (encerradas por cuadrados) por Ia exposicién a 2-CBs. De las proteinas
analizadas, se seleccionaron aquellas relativamente abundantes en una u otra condicién, y
que presentaban un cambio significativo frente al CB. Estas se enumeraron arbitrariamente

desde el borde inferior del gel al superior y desde la derecha a la izquierda.

2.14. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
Para la identificacién de la proteina GroEL, se utilizé la técnica de
inmunoelectrotransferencia, también conocida como "western blot" (Towin ez al,, 1979).
Las protefnas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente del 7 al
15%, se transfirieron a nitrocelulosa, en condiciones de corriente constante (300 mA) por
un tiempo de 4 h. Una vez secada, la nitrocelulosa fue bloqueada preincubando en
solucién amortiguadora A (Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 0,15 M y leche descremada
al 5%). Se incub6 en esta solucién con antisuero de conejo contra la protefna GroEL de T.
JSerrooxidans (dilucién 1:1.000) durante 1 h. Posteriormente se eliminé el antisuero no
unido, lavando con la solucién A. Para la deteccién de los anticuerpos unidos a la
nitrocelulosa se us6 el siguiente procedimiento colorimétrico (Jerez y Arredondo, 1991): la
nitrocelulosa se lavé con solucién amortiguadora TBS (Tris-HC1 20 mM (pH 7,5); NaCl
0,5 M). Se incubé con antiinmunoglobulina de congjo (dilucién 1:500), en solucién TBS,
seroalbimina de bévido al 1% por 1 h. Luego, la nitrocelulosa se incubé con el complejo
peroxidasa de rabanito-estreptavidina biotinilada (dilucién 1:400) en solucién TBS por 30
min. Enseguida se lavé con solucién TBS. En la oscuridad se le agregé el reactivo de
desarrollo de color HRP recién preparado, que contenfa 4-Cl-1-naftol en solucién

amortiguadora TBS, metanol al 17% y H,0, al 0,015%, incubando por 60-180 min, para

finalmente lavar con solucién TBS.




3. RESULTADOS

3.1. CAPACIDADES CATABOLICAS DE LA VIA SUPERIOR
CODIFICADA EN EL LOCUS bph DE Pseudomonas sp. LB400

Los diversos estudios realizados sobre la degradacién aerobia de los PCBs con la
bacteria Pseudomonas sp. LB400 han aportado importantes conocimientos. Sin embargo,
ain subsisten muchas interrogantes sobre varios aspectos fundamentales de esta
biodegradaci6n. A pesar de haberse ya caracterizado un amplio rango de PCBs que
pueden ser atacados por la cepa LB400 (Bopp, 1986; Bedard et al., 1986), existe poca
informaci6n sobre la exte‘nsién de esta degradacién y sobre los metabolitos formados
desde estos congéneres. Por consiguiente, en general, las etapas limitantes del catabolismo
de los PCBs en la cepa LB400 no se conocen. Asimismo, se han descrito metabolitos
formados desde CBs por LB400 que no se acomodan en 1a secuencia de reacciones
mostradas en la figura 3. Por ejemplo, se ha descrito la formacién de acetofenonas con
anillos clorados y PCBs hidroxilados en posiciones meta y para (Nadim et al., 1987;
Bedard, 1990; Bedard y Haberl, 1990). Como los estudios de los metabolitos de CBs se
realizaron con la cepa parental LB400, las transformaciones no han podido ser atribuidas a
enzimas especificas, debido a la posible presencia de isoenzimas, como se ha detectado en
otras cepas (Ahmad et al.; 1990; Asturias et al., 1993; Timmis et al., 1994; Seto et al.,
1995).

El clonamiento de los genes codificantes de las enzimas involucradas es una

estrategia adecuada para dilucidar los metabolitos de una via metabélica. Los genes

§
codificantes de una enzima —o de parte de una vfa metabélica— pueden ser expresados
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en un huésped incapaz de metabolizar los substratos y sus productos catabélicos. Esta
estrategia experimental permiti6 la caracterizacién in vivo de actividades enzimdticas
individuales y la identificacién de diversos metabolitos producidos. Como parte de esta
tesis se utiliza dicha estrategia experimental para dilucidar las capacidades metabélicas de
la via catabélica superior de bifenilo codificada en el locus bph de Pseudomomas sp.
LB400. Parte de estos resultados ya han sido publicados (Seeger et al., 1995a, 1995b;
Pieper et al., 1995; Hofer et al., 1996; Seeger et al., 1996).

3.1.1. Construccién de cepas recombinantes y descripcién del sistema de
ensayo

Los vectores recombinantes de expresién utilizados én este estudio contenian los
genes bph tio abajo del promotor tardio del fago T7 y se describieron previamente (Seeger
et al., 1995a, Seeger et al., 1995b). El plasmidio pAIAS50, que contiene bphABC, se
genera a partir del plasmidio pAIAS, como se describe en la figura 4. La construccién del
vector de expresién pAIA74, que contiene bphABCD, se realiz6 previamente a este trabajo
(Seeger er al., 1995a). Los plasmidios PAIAll 'y pAIAI3 que contienen bphAK 'y bphAB
se muestran en la figura 5. La presencia en pAIA11 de bphK, que codifica una glutatién
S—transferasa, no tiene influencia en los metabolitos producidos por la BDO. Esto ser4
evidente en los resultados presentados més adelante, Asimismo, algunos experimentos
realizados posteriormente utilizando el plasmidio pATIA111, que contiene sélo bphA,
dieron los mismos metabolitos.

Los plasmidios pAIAS50, pAIA74, pAIALl o PAIA13 se transfirieron a E, coli
BL21(DE3)[pLysS], una cepa que permite la induccién de Ia transcripcién de genes
clonados a partir de promotores tardfos del fago T7 (Studier, 1991). Después de la
induccién de la biostntesis de las enzimas codificadas en bph, las células en reposo se

incubaron con un determinado congénere de PCB. Para Ia identificacién de los posibles
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Figura 4. Los vectores de expresién recombinantes pAIA50 y pAIA74. Las
direcciones del sentido de la transcripcién de los genes se indican por flechas, P-T7:
promotor del gen 10 del fago T7, que inicia la transcripcién en la direccién indicada por la
punta de flecha; ori: origen de replicacién; bla: gen que codifica la B-lactamasa, enzima que
confiere resistencia a la ampicilina. A: Construccién de pAIA50. Un fragmento Sacl-Xiiol

se elimin6 desde pAIAS5 para inactivar bphK; B: pAIA74. Fuente: adaptado de Seeger et
al. (1995a).

metabolitos HOPDAs o CBAs, las mezclas de ensayo se analizaron directamente por
espectroscopia visible o por HPLC y espectroscopia UV. Para la identificacién de los
metabolitos bifenilodihidrodiol (BD) o dihidroxibifcnil‘o (DB), los sobrenadantes se
extrajeron con acetato de etilo, se derivatizaron y sometieron a andlisis por GC/MS.

Algunos metabolitos se analizaron en forma adicional por ESUMS o por HPLC.
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Figura 5. Los vectores de expresion recombinantes pAIA1l y pAIA13. Las
direcciones del sentido de la transcripcién de los genes se indican por flechas. Se indican
los genes bph y bla, el origen de replicacién, el promotor del fago T7 (P-T7) y los sitios
de restriccién. El sitio de restriccién entre paréntesis estd protegido por metilacién dam.
Fuente: Seeger et al. (1995b).

Experimentos controles mostraron que E, coli BL21(DE3)[pLysS], que carece de genes

bph, es incapaz de metabolizar los CBs y los metabolitos derivados de ellos.

3.1.2. Conversiéon de PCBs a HOPDAs

Para investigar las capacidades catabélicas de la via superior codificada en el locus
bph de LB400, en una primera aproximacidn se analiza la formacién de HOPDAs desde
bifenilos mono a pentaclorados. Mediante espectroscopia visible se estudia la conversién
de todos los bifenilos mono y diclorados y de algunos bifenilos tri, tetra y pentaclorados
en HOPDAs por células de E. coli que expresan bphABC. Todos los monoCBs y 11 de
12 diCBs son metabolizados por las enzimas BDO, BDDH y DBDO a HOPDAs (Tabla
4). No se detectan HOPDAs s6lo para el sustrato doblemente clorado en orfo 2,6-diCB.
De los CBs con mayor cloracién analizados, las enzimas BDO, BDDH y DBDO
convierten 10 de 14 tri, 1 de 3 tetray 1 de 2 pentaCBs a HOPDAs (Tabla 5). Ninguno de




Tabla 4. Formacion de HOPDAs desde mono y.diCBs
por E. coli que expresa bphABC de LB400

HOPDA

CB
Absorbancia Velocidad de

© Amax (nm) formacién®
2.b 393 +/- 2 1
3.b 436 +/- 2 1
4.b 437 +/- 2 1
2,3- 392 +/- 2 1
2,4 392 4/-2 1
2,5- 392 /-2 1
2,6-€ NDA
3,4-€ 440 +/- 2 1
3,5.b 439 +/- 2 1
2,2-b 392 +/- 2 I
2,3.-€ 4354/-2 1
2,4'-€ 438 +/-2 1
3,3-€ 430 +/- 5€ 3
3,4'C 432 +1- 5 3
4.4'¢ 430 +/- 10 3

2 |: ripida; 3: lenta.

b incubacién por 20 h ; CB 62 mM.
€ incubaci6n por 24 h; CB 125 mM.

d ND, no detectado.

€ Medido a las 2 h; cambi6 a 410 +/- 5 nm durante la incubacién.
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los CBs con un anillo doblemente clorado en orto fue metabolizado a HOPDA. La no

conversién a HOPDA de 2,6,2’;6’- 0 2,4,6,2",4’-CB a HOPDAs fue un resultado

esperado, ya que se ha descrito que estos compuestos son refractarios a la oxidacién por el

microorganismo parental LB400 (Bopp, 1986; Nadim et al., 1987). Para 2,5,3'-triCB no




Tabla 5. Formacion de HOPDAs desde tri, tetra y pentaCBs

por E. coli que expresa bphABC de LB400

CB HOPDA
Absorbancia Velocidad de
Amax (nm) formacién®
2,3,4-0 393 +/- 2 NE€
2,3,5-8 393 4/- 2 1
23,6-b NDA
2,4,5-b 393 +/-2 NE
2,4,6- ND
2,3,2-0 392 +/- 2 1
2,3,3-b 400 +/- 5¢ 2
2,4,4-b 437 4/-2 2
2,5,2.b 392 +/-2 i
2,5,3-b ND
2,540 394 +/- 2 2
2,6,2'-b ND
3,420 439+/-2 1
3,520 438+/-2 NE
2,4,6,2'-0 ND
2,5,2,5-b ND
2,6,2',6-b ND
2,3,4,5,2'-6 3934/-2 NE
2,4,6,2',4-8 ND

4 |: rdpida; 2: moderada.

b incubacién de 24h; CB 125 mM.

€ NE, no estudiado.

d ND, no detectado.

€ Medido después de 1 h; cambi6 a 370 +/- 5 nm duranie la incubacidn,
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se pudo determinar HOPDA, pero se verificé la oxidacién de 2,5,3"-triCB por la BDO
(véase més adelante).

Los congéneres de PCBs que fueron transformados a HOPDAs pueden ser
divididos en tres clases, de acuerdo a.su velocidad de conversién de CBs a estos
productos de ruptura meta. Las cinéticas de conversién de un representante de cada clase
se muestran en la figura 6. Los congéneres de clase 3, que son congéneres sustituidos en
ambos anillos en posiciones meta o para (3,3™-, 3,4'- y 4,4-diCB), son convertidos a
velocidades lentas. Es particularmente interesante resaltar que andlogos con mayor grado
de cloracién que contienen un cloro adicional en posicién orto (2,3,3'-, 2,54'- y
2,4,4'-triCB) son convertidos a velocidades moderadas (congéneres de clase 2). Este
fenémeno indica gue un cloro adicional puede facilitar la degradacién de ciertos PCBs.
Los congéneres restantes (congéneres de clase 1) son convertidos en HOPDAs en forma
rapida y en una mayor proporcién. A pesar de que los coeficientes de extincién molar de
estos HOPDAs son desconocidos, es posible inferir —con excepcién de dos casos— una
conversién completa a HOPDAs de los mono y diCB, debido a la produccién cuantitativa
de los correspondientes CBAs (véase la Tabla 6, mds adelante).

Los méximos de absorcién de los HOPDAs formados se pueden clasificar en dos
diferentes regiones de longitud de onda: entre 430 nm y 440 nm (como en el caso del
HOPDA no substituido) o entre 390 nm y 400 nm (figura 7). Se encontrd una estricta
correlaci6n entre estos valores de longitud de onda y la presencia (baja Ayg,) © ausencia
(alta A nax) de un cloro en posicidn orto en el anillo del HOPDA, como se deduce de la
identificacién del correspondiente CBA (véanse las Tablas 6 y 7, mds adelante). Se
postula que el cloro en posicién orto impide la conformacion coplanar del sistema de

electrones T del anillo aromético y de la cadena lateral aliffitica, lo cual lleva a un

desplazamiento hipsocrémico del Amgx (Seeger et al., 1995a). Un fenémeno similar se ha

observado para los dihidrodioles (Haddock ez al., 1995).
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Figura 6. Cinética de conversién de PCBs a HOPDAs por E. coli que
expresan bphABC. Las absorciones se determinaron a la longitud de onda médxima de
cada HOPDA (véanse las Tablas 4 y 5). Se muestran los HOPDAs formados por la
degradacién de 4-CB (cuadrados), 3,3'-CB (tridngulos) y 2,3,3'-CB (circulos).
Fuente: Seeger et al. (1995a).

Los valores de Ansx son, en general, estables. Sin embargo, cambios importantes

hacia valores de menor longitud de onda se observaron durante la incubacion de 3,3'-di- y
2,3,3'-triCB, lo cual sugiere que los compuestos formados inicialmente sufren una

transformacién posterior.

3.1.3. Conversion de PCBs a CBAs

En el andlisis de las capacidades catabdlicas de la via codificada en el locus bph de
1.B400, se estudia —en una segunda etapa— la formacién de CBAs desde bifenilos mono
a pentaclorados. La conversién de CBs a CBAs por células de E.coli que expresan
bphABCD se analiza después de incubaciones de 20 o 24 h de las células con un
determinado congénere. Las cinéticas con algunos congéneres mono y diclorados de clase
I indican que la conversién a CBAs es completa en estos tiempos (datos no mostrados).

Los CBAs se identifican mediante HPLC y espectroscopfa UV por comparacién con
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Absorbancia
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Figura 7. Espectros UV/visible de HOPDAs formados por E. coli que
expresa bphABC. HOPDAs formados desde 2,3,5-CB (A) y 2,4’-CB (B), cuyos
maximos de absorcion estdn en dos diferentes regiones de longitud de onda, debido a la
presencia (A) o ausencia (B) de un cloro en posicién orfo en el anillo bencénico.
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estdndares anténticos. Los resultados obtenidos con diversos mono y diCBs se ilustran en
la Tabla 6. Los resultados obtenidos con diversos tri a pentaCBs se muestran en 1a Tabla
7. Con la excepcién de 4,4'-diCB, todos los congéneres mono y diclorados que son
degradados a HOPDAs son también catabolizados a CBAs. Sin embargo, de diez triCBs
convertidos a HOPDAs, sclamente siete son metabolizados a CBAs. De los cinco tetra y
pentaCBs estudiados, s6lo uno es convertido a CBA. Por lo tanto, 21 de los 34
congéneres analizados son degradados a CBAs. En 12 casos los CBAs se obtienen en
cantidades cuantitativas.

La identificacién de los CBAs producidos permite predecir en algunos CBs cual de
los anillos bencénicos es atacado por la BDO. Todos los CBs mono y diclorados que son
convertidos a CBAs y que estdn substituidos en un sélo anillo son oxidados en forma
exclusiva en el anillo no halogenado. En los casos de congéneres diclorados que poseen
un anillo monoclorado en orfo, este anillo fue el tinico oxidado. También con los
congéneres 3,4'-, 2,3,4-, 2,3,5-, 2,4,5-, 2,3,2’-, 2,5,2'-, 34,2’-, 3,5,2’- y 2,3,4,5,2’-
CB, se detect6 solamente un tipo de CBA (Tablas 6 y 7) indicando un ataque en anillos
monoclorado en meta, no clorado o monolorado en orto, respectivamente. Con la
excepcién de 2,3,2°-CB, la conversién a CBAs fue incompleta en estos casos. Con los
resultados obtenidos en esta fase, no se podfa descartar una oxidacién adicional del otro o
del mismo anillo.

Con tres congéneres triclorados no se observa CBA, pero se determina la
formacién de HOPDA. Para estos CBs la correlacién observada entre el Ay ¥ la
substituciép de cloro en posicién orto permite la prediccién del anillo que fue oxidado.
Los valores de Apgx sugieren que 2,3,3'- y 2,5,4'-iriCB son oxidados en el anillo
monoclorado con la consiguiente formacién de un HOPDA que posee un anillo substituido
en orto, mientras que 2,4,4"-triCB se oxida en el anillo diclorado, formando luego un

HOPDA con su anillo clorado en para. Estas conclusiones son consistentes con los
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Tabla 6. Formacion de CBAs desde mono y diCBs por E. coli que
expresa bphABCD de LB400

CB CBA

Posiciones de los cloros Posiciones de los cloros Conversion (%)
24 2 95-100
3b 3 95-100
44 4 95-100
230 2,3 95-100
2,4 b 2,4 95-100
2,5b 2,5 95-100
2,6 b ND¢
345 3,4 95-100
3,59 3,5 95-100
2,24 , 2 95-100
2,3 b 3 95.100
2,4 b 4 95-100
3,3'b 3 20-25
34'b 4 25-30
44 b ND

4 incubacién de 20 h , CB 62 mM.
b incubacién de 24.h , CB 125 mM.
€ ND, no detectado.

resultados obtenidos con Ia oxidacién de 2,3,3'- y 2,4,4"-triCB por la cepa LB400
(Bedard y Haberl, 1990). Sin embargo, en estos casos, con este andlisis no se puede

descartar una oxidacién adicional del mismo o del otro anillo.




Tabla 7. Formacién de CBAs desde tri, tetra y pentaCBs por E. coli que

expresa bphABCD de LB400

44

CB CBA
Posiciones de los cloros Posiciones de los cloros Conversion (%)
2,344 2,34 80-85
2,3,59 2,3.5 40-45
2,3,6a NDb
2,4,54 24,5 80-85
2,4,64 ND
2,3,24 23 95-100
2,3,%a ND
2,44'a ND
2,522 2,5 35-40
2534 ND
2544 ND
2,6,2'¢ ND
34,249 3,4 BO-85
3,524 3,5 85-90
2.4,6,2'@ ND
2,522,519 ND
2,6,2',6'a ND
2,3,4,52@ 2,345 60-65
2,4,6,2'4a ND

@ incubacién por 24 h, CB 125 mM.
b ND, no detectado.
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3.1.4. Degradacién de 4-, 2,2’- y 2,4’-CB por la BDO y la BDDH

Para caracterizar los metabolitos producidos in vive por la BDO y 1a BDDH se
analiza en una primera fase la degradacién de 4-, 2,2’- y 2,4’-CB. Para este estudio, las
células en reposo se incubaron por 6 h con un determinado PCB y los sobrenadantes se
extrajeron con acetato de etilo. Posteriormente, los metabolitos se derivatizaron con TMS
y se analizaron por GC/MS. Al incubar 4-CB con cepas recombinantes de E. coli que
sintetizan solamente BDO o BDO y BDDH, se observa la formacién de un metabolito BD
o DB, respectivamente, identificado por GC/MS (Tabla 8). En contraste, al incubar 2,4°-
CB ambas cepas transforman este congénere en el mismo producto (Tabla 8), que fue
identificado por MS como un dihidroxi-monoCB (figura 8). Este metabolito mostré un
tiempo de retencién y un espectro de masas muy similar a aquel del dihidroxi-monoCB
son caracteristicos de los compuestos catecol (Horvat y Senter, 1980, 1983; Massé et al.,
1989). La incubacién de 2,2'-CB con células productoras de BDO o BDO y BDDH
también forma dihidroxi-monoCB. Sin embargo, este compuesto es claramente diferente
del metabolito derivado de 2,4'-CB (Tabla 8). Esto sugiere que Iz dioxigenacién catalizada
por la BDO de 2,2 and 2,4-CB lleva a la formacién de compuestos DB a través de la
eliminacién de 4cido clorhidrico.

Previamente se habia observado que esta deshalogenacién puede ser causada en el
proceso de derivatizacién con TMS y separacién por GC de dihidrodioles clorados
(Seeger, M., Timmis, K.N. y Hofer, B., resuitados no publicados). Sin embargo,
diversas evidencias experimentales excluyen esta posibilidad para los metabolitos obtenido
desde 4-CB por células que expresan bphAB. El espectro de masas de este producto

simple se caracteriza principalmente por un ion molecular de m/z 364 y fragmentos de m/z

349 M - CH3]+ y 276 [M - SiMey]+. Los fragmentos [M - SiMey]* producidos desde

2,2’- y 2,4’-CB. La caracterizacién directa del metabolito sin derivatizar de 2,4'-CB por

ESI/MS determina el ion molecular desprotonado esperado de m/z 219 (figura 9). Los

%
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Figura 8. Caracterizacion del derivado con TMS del metabolito producido
desde 2,4'-CB por la bifenilo-2,3-dioxigenasa. El metabolito se derivatizé con
TMS y se analiz6 por GC/MS. (A) Cromatograma de iones totales, (B) Espectro de masas
del metabolito detectado. El metabolito fue identificado como 2,3-dihidroxi-4'-CB.

derivados con PFP proporcionan espectros de masas consistentes con dihidroxi-monoCBs

(figura 10). Adicionalmente, cuando se incubd 4-CB con la cepa recombinante que
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Figura 9. Espectro de masas de ionizacién por electrospray del metabolito
no derivatizado producide desde 2,4'-CB por la bifenilo-2,3-dioxigenasa.
El metabolito fue identificado como 2,3-dihidroxi-4'-CB.

expresa bphAB —y se analizé el sobrenadante por HPLC~— pudo observarse que tanto el
tiempo de retencién como el espectro UV de los compuestos derivados de 4- y 2,4-CB
son indistinguibles (Tabla 8). Una evidencia. adicional para la formacién de DBs
independiente de BDDH se obtuvo al adicionar DBDO purificada (Eltis ef al., 1993) a los
metabolitos en cuestién, lo cual llevé a su inmediata y completa conversién a los
correspondientes HOPDAs, Estos resultados demuestran que la descloracién observada
no corresponde a artefactos del andlisis de GC/MS de derivados de TMS.

La hidroxilacién del anillo en posiciones meta/para por una BDO ha sido descrita
para diversas bacterias (Furukawa, 1982; Nadim et al., 1987; Massé et al., 1989; Bedard,
1990). Sin embargo, la completa conversién de los dihidroxi-CBs obtenidos en HOPDAs
por la DBDO de la cepa LB400 indica que los tres congéneres son dioxigenados
exclusivamente en las posiciones orfo/meta, debido a que esta enzima no convierte 3,4-DB
(Eltis et al., 1993). Este hecho concuerda con &l probable mecanismo de
deshidrohalogenacién de 2,2'- y 2,4'-CB, que requiere una hidroxilacién en un carbono

clorado (véase el capitulo Discusién). Y, lo que es atin més importante, concuerda con los
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Figura 10. Espectro de masas del derivado con PFP del metabolito
producido desde 2,4'-CB por la bifenilo-2,3-dioxigenasa. El metabolito fue
identificado como 2,3-dihidroxi-4'-CB.

resultados en el sentido de que 2,2°-, 2,4’- y 4-CB son convertidos en cantidades
estequeométricas a 2- o 4-CBA, respectivamente, por una cepa de E. coli que expiesa
bphABCD (véase mds arriba). La ruptura de tipo extradiol y la posterior hidrélisis del
anillo dihidroxilado en posiciones meta/para, si fuera posible, no preduciria benzoatos. La
identificacién de los CBAs también demuestra que los CBs son atacados ya sea en el anillo
no clorado o en el anillo orfo-clorado. La eliminacién de cloro con la concomitante
formacién de un catecol hace que la actividad_ de la BDDH sea innecesaria para el
catabolismo de 2,2"- y 2,4'-CB. El fenémeno de orto-descloracién mediado por la BDO
se observé también con CBs de mayor cloracién que contienen un anillo monoclorado en

posicién orto (Tabla 11, mds adelante).

3.1.5. Degradacién de CBs: dos derivados de TMS pueden representar un
solo compuesto
Cuando una cepa recombinante de E. coli que sintetiza BDO se incubé con 2,4-

CB, el andlisis de sobrenadantes de.células en reposo por HPLC determiné la formacién
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de un solo pico de producto (Tabla 8). Sin embargo, el anilisis por GC/MS de derivados
de TMS muestra dos picos de producto de similares 4reas y tiempos de retencién (figura
11 y Tabla 8). Ambos productos se observaron en cantidades similares durante un
experimento de cinética de oxidacién de 2,4-CB por BDO (tiempos de 10, 30, 120 y 360
min). Los espectros de masas de los dos productos son muy similares (figura 11) e
indican que ambos productos son 'co'mpucstos dihidrodioles de diCBs. Aparentemente, el
mismo fenémeno ha sido observado por Massé et al. (1989), quien analizd la degradacién
de 4-CB por una cepa bacteriana gram-negativa e interpreté que estos picos correpondfan
a 2,3- y 3,4-dihidroxilacién de este congénere.

Sin embargo, cuando una cepa recombinante de E. coli que sintetiza BDO y
BDDH se incubg con 2,4-CB, sélo un pico de producto se detecta por las técnicas de
HPLC y GC/MS (Tabla 8). El espectro de masas de este producto iinico indica que se trata
de un compuesto dihidroxi-diCB (figura 12). Este resultado se confirmé por incubacién
del sobrenadante que contiene dihidrodiol(es) derivados de 2,4-CB con células que
sintetizan ambas enzimas. EI andlisis por GC/MS muestra la completa desaparicién de
amboé picos de dihidrodiol y la formacidén de un sélo pico que representa un dihidroxi-
diCB. Por diferentes criterios, se puede descartar la posibilidad de que este pico tinico

represente una mezcla de bifenilos dihidroxilados en posiciones orfo/ineta y meta/para,
La incubacidn del producto con DBDO purificada, enzima que no ataca 3,4-DB (Eltis e
al., 1993), lleva a su completa conversidn en HOPDA. Este resultado indica, ademds, que
2,4-CB es oxidado en posiciones orfo y meta. Asimismo, se observé que los tiempos de
retencién de derivados de TMS de 2,3- y 3,4-DB en las mismas condiciones difieren en

mads de un minuto. Adicionalmente, la oxidacién en posiciones orto y nieta estd de acuerdo
con la observacién de que la cepa de E. coli que expresa bphABCD degrada 2,4-CB en
cantidades estequeométricas a 2,4-CBA (véase mds arriba). Este resultado indica que la

oxidacion ocurrié en el anillo no clorado. La ruptura y la posterior hidrélisis del anillo
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Figura 11. Caracterizaciéon de los derivados con TMS del metabolito
producido desde 2,4-CB por la bifenilo-2,3-dioxigenasa. El extracto se
derivatizé con TMS y se analizé por GC/MS. A: Cromatograma de iones totales. B:
Espectro de masas del producto con menor tiempo de retencién. C: Espectro de masas del
producto con mayor tiempo de retencién. El metabolito fue identificado como 2,3-

dihidrodiol-2’,4’-CB.

clorado por las enzimas codificadas por bphCD no producirian CBAs. La ruptura de tipo

extradiol y la posterior hidrélisis del anillo dihidroxilado én posiciones metalpara, si fuera

posible, no producird benzoatos.

Estas evidencias indican que la aparicién de dos derivados TMS de dihidrodioles
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Figura 12. Espectro de masas del derivado con TMS del metabolito
producido desde 2,4-CB por células que expresan bphAB. El metabolito fue
identificado como 2,3-dihidroxi-2’ 4'-CB.

no reflejan una ;iihidroxilacién en forma “relajada” involucrando diferentes pares de
carbonos vecinos. M4ds bien, ambos derivados representan un compuesto linico que
corresponde a un 2,3-dihidrodiol. Como la BDO de Pseudomonas sp. LB400 (Haddock
et al. ,1993) —al igual que otras dioxigenasas iniciales que atacan compuestos aromadticos
(Jeffrey et al., 1975; Jerina et al., 1976; Cerniglia et al., 1979; Klecka y Gibson, 1980;
Gibson y Subramanian, 1984)— produce en forma exclusiva cis—dihidrpdioles, los dos
derivados de TMS no pueden representar los isémeros cis y trans. Por consiguiente, se
propone que estos dos derivados de TMS representan los dos conférmeros del anillo no
- planar (figura 13). Esto implica que la interconversién estd fuertemente restringida por los
grupos TMS relativamente grandes. Esta interpretacion es consistente con la observacién
.que derivados de BOR del (los) producto(s) de oxidacién de 2,4-CB por la BDO eluyen
en el anilisis por GC/MS como un pico simple, fenémeno que ya habia sido observado

por Massé ez al, (1989).
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Figura 13. Modelo tridimensional de los conférmeros propuestos para los
derivados trimetilsililados del metabolito producido desde 2,4-CB por la

bifenilo-2,3-dioxigenasa.

3.1.6. Oxidacién de diversos CBs por la BDO

Para clarificar los mecanismos utilizados por la enzima BDO codificada en el locus

bph de LB400 en la degradacion de los PCBs se identificaron los productos formados ir

vive por la BDO desde una serie adicional de congéneres. Se estudi6 la oxidacion de
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PCBs representativos de aquellos congéneres que no eran convertidos en forma
cuantitativa a CBAs. En esta aproximacién experimental, las células en reposo se
incubaron por 6 h con un determinado PCB y los sobrenadantes se extrajeron con acetato
de etilo. Los metabolitos formados desde los PCBs se derivatizaron con BOR y se
separaron por GC. La identificacién de 1(;5 analitos se realizé por MS y por diversos
criterios adicionales. Los criterios adicionales que ayudaron en forma fundamental a la
identificaci6n de los metabolitos fueron los siguientes:

1.- Los estudios anteriores de formacién de CBAs desde CBs. La conversién de un CBa
un CBA indica que la hidroxilaci6n inicial habfa ocurrido en posiciones orte y meta del
anillo que sufri6 la ruptura. La conversin estequeométrica de un CB a un CBA indica que
la hidroxilacién inicial habia ocurrido exclusivamente en las posiciones orto y meta del
anillo que sufri6 la ruptura.

2.- Los estudios anteriores de formacién de HOPDAs desde CBs. La formaci6n de
HOPDA indica que la hidroxilacién inicial habfa ocurrido en posiciones orto'y mefa del
anillo que sufri6é la ruptura, pues CBs oxidados en posiciones meta y para no son
oxidados por la enzima DBDO de LB400 (Eltis ez al., 1993). Si el HOPDA poseia una
absorbancia méxima alrededor de 395 nim, entonces poseia un anillo orfo-clorado. Si el
HOPDA posefa una absorbancia méxima alrededor de 435 r\lm, no posefa un anillo clorado
en orto.

3. Experimentos realizados con la BDO de Rhodococcus globerulus P6 (McKay et al.,
1996). Algunos metabolitos de LB400 se identificaron por la comparacién de los tiempos
de retencién y del espectro de masas con los de metabolitos producidos por la BDO de P6,
previamente identificados.

4. Los tiempos de retencidn. En el caso de dos productos resultantes de la oxidacién en el
mismo anillo en posiciones orto/meta y metalpara, el producto oxidado en los carbonos

ortolmeta se identifica por ser el que tenfa un menor tiempo de retencién (Dufek et al.,
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1981; Korhonen y Knuutinen, 1983; Massé ef al., 1989).

5. En algunos casos de oxidacion, en los cuales no se produce deshalogenacion, existe
solamente una posibilidad de producto. Eso es, por ejemplo, lo que sucede en la oxidacién
de 4,4’- .y de 2,5,2’,5’-CB.

6. Informacicn de la literatura, Los metabolitos de 2,5,2"- y 2,5,3’-CB se asignaron con
base en lo descrito recientemente por Haddock et al. (1995).

Los resultados obenidos con diversos mono y diCBs se ilustran en la Tabla 9. Los
productos formados desde diversos tri a pentaCBs se muestran en la Tabla 10. La
formacién de derivados de BOR indicé que los grupos hidroxilos en los productos tienen
una estereoquimica relativa cis. Con todos los CBs clorados en un solo anillo se observé
un solo metabolito, que correspondia a un BD. Los CBs clorados en ambos anillos y con
un anillo mono orfo-clorado fueron hidroxilados por 1a BDO, a excepcién de 2,5,2’-CB,
s6lo en el anillo mono orto-clorado. A excepcién de 2,3°-CB, el ataque del anillo mono
orto-clorado ocurrid exclusivamente en los carbonos orto-clorado y meta, con la
concomitante deshalogenacion y formacién de DBs (Tabla 11). Es interesante hacer notar
que esta deshalogenaci6n también ocurrié con un pentaCB (2,3,4,5,2°-CB), fenémeno no
descrito para ningin otro microorganismo. Las excepciones la constituyen los compuestos
2,3" y 2,5,2’-CB, que ademds de la reaccién de deshidrohalogenacién y la formacién de
catecoles por oxidacién de los carbonos orto-clorado y meta, sufren de hidroxilacién en
posiciones 5,6 y 3,4, respectivamente. Esto indica la importancia de Ia sustitucién de
ambos anillos para los mecanismos de oxidacién de la BDO.

Todos los CBs clorados en ambos anillos y con al menos un anillo diclorado en
posiciones 2 y 5 son oxidados a 2 productos, siendo hidroxilados en ambos anillos. En
todos estos casos el anillo clorado en posiciones 2 y 5 es hidroxilado en posiciones meta y
para. 2,54’-CB es oxidado por la BDO a dos productos sin observarse la reaccién de

deshidrohalogenacién. Esto fue determinado por derivatizaciones con TMS o con PFP y
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Tabla 11. Descloraciéon de PCBs catalizada por la
bifenil-2,3-dioxigenasa de LB400

Descloracién del anilio 58
CB
oxidadoa
2,2 ++
2,3 +
24 +4
33 -
3.4’ -
4,4 -
2,3,2' +4
23,3 -
2,44’ -
2,52 +
2,5,% -
2,54' -
3,4,2' ++
3,52 ++
2,5,2",5' -
2,3,4,5.2° ++

2 Simbolos:++, descloracién total; +, descloracién parcial;

-, sin descloracién.
posterior andlisis por GC/MS (resultados no mostrados). 2,5,2°,5’-CB es oxidado sin

producirse una reaccién de deshalogenacién. Esto implica que es hidroxilado en las
posiciones meta y para dando como metabolito un BD. Este congénere después de ser
hidroxilado en un anillo es hidroxilado en el segundo anillo, formando un bis-3,4-
dihidrodiol-2,5,2’,5’-CB. Este interesante fenémeno no se ha observado con ninguno de
los otros congéneres analizados, .

Los CBs analizados que estdn clorados en ambos anillos con un anillo mono mefa-
clorado (2,3’-, 3,3’-, 3,4'-, 2,3,3°- y 2,5,3'-CB) fueron oxidados a dos o tres
metabolitos, dependiendo de la sustitucién del otro anillo. Cuando el segundo anillo es
mono orto-clorado, éste es el tinico anillo oxidado. En contraste, cuando el segundo anillo

es mono clorado en para, o es diclorado en posiciones 2 y 5, ambos anillos son
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hidroxilados. La oxidacién de 3,4’-CB lleva a Ia formacién de 3 diferentes metabolitos, Io
que da cuenta de la relajada regioespecificidad de Ia BDO de LB400. Con 2,3,3’ sélo fue
posible identificar las posiciones de los hidroxilos del producto principal, por lo que al
producto minoritario se le asignaron, tentativamente, los hidroxilos. 2,5,3°-CB es
hidroxilado en ambos anillos, como ya ha sido descrito.

De los CBs que poseen un anillo doblemente clorado en orto se analiza solamente
la oxidacién por la BDO de 2,6- y de 2,4,6-triCB, congéneres atacados por la cepa
parental LB400 (Nadim ez al., 1987), determindndose que estos congéneres son atacados
débilmente por la BDO. En estos casos, s6lo se observa BD en pequefias cantidades, lo
que refleja lo refractario a la oxidacién por BDO que son estos compuestos. Las
posiciones de los hidroxilos pudo ser determinada, por lo que fueron asignados en forma
tentativa.

Finalmente, 4,4” y 2,4,4’-CB son oxidados por BDO a un solo producto, siendo
oxidados en el anillo mono y diclorado, respectivamente. En estos casos s6lo se observan
los metabolitos en pequefias cantidades, lo cual probablemente refleje fenémenos de
inhibicién de la BDO por el sustrato o el producto, o de toxicidad de los BD formados, o
de los propios CBs. Es interesante notar que el anillo atacado exclusivamente por la
dioxigenasa en 2,4,4’-CB es el anillo més clorado, lo que indica que €l cloro en posicién
orto, lo hace mds susceptible a la oxidacién. Este ejemplo es contrario a una de las reglas
de Furukawa (1982), que dice que a mayor cloracién de los congéneres se observa una
menor degradaci6n aerobia de los PCBs. Asimismo, este resultado es consistente con la
mayor conversién a HOPDA de 2,4,4’- comparado con 4,4’-CB.

En este estudio se estableci6 que la regioselectividad de la hidroxilacién por la
BDO de un congénere estd muy influenciada por el patrén de sustitucién del anillo
atacado. Cuando este anillo esté clorado en posiciones 2 y 5, se observa sélo hidroxilacién

de las posiciones meta y para. Cuando este anillo esté clorado en meta, la hidroxilacién
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ocurre, en general, en posiciones orfo/meta y meta/para. En los demds casos analizados se

determiné oxidacién exclusiva en los carbonos orfo y meta.

3.1.7. Visiéon global

Las figuras 14 y 15 entregan una visién global sobre la degradacién de PCBs por
las enzimas codificadas en el locus bph de Pseudomonas sp. LB400. La figura 14 da una
visién global de la extensién del catabolismo de los PCBs mono- y diclorados por 1a via
superior de bifenilo codificada en el locus bph de LB400. Todos los monoCBs, y casi
todos los diCBs, exceptuando 2,6- y 4,4-CB, fueron catabolizados a CBAs. En la
mayoria de estos casos, estos PCBs son metabolizados en 24 horas en cantidades
estequeométricas a CBAs. Todos los CBs metabolizados sustituidos en sélo un anillo
sufren oxidacién, en forma exclusiva, del anillo no halogenado. Los diCBs que poseen un
anillo mono orfo clorado son oxidados exclusivamente en este anillo. Mientras 2,6-CB es
s6lo débilmente atacado por la BDO, 4,4’-CB es transformado hasta HOPDA. El tipo y el
porcentaje de benzoatos producidos reflejan la siguiente correlacién entre el anillo atacado
y la degradabilidad a través de toda la via superior: fenil no = orto -> meta- > para-
clorado.

En la figura 15 se presenta una visién global de la extensi6n del catabolismo de los
PCBs tri a pentaclorados por la via superior de bifenilo codificada en el locus bph de
LB400. De los 14 triCBs analizados s6lo 7 son convertidos en CBAs y 3 son
transformados en HOPDAs. De'los 5 tetra y pentaCBs analizados, sélo 2,3,4,5,2’-CB es
convertido en CBA. Todos los CBs metabolizados sustituidos solamente en un anillo
sufrieron oxidacién en forma exclusiva del anillo no halogenado. Varios triCBs y un
tetraCB analizados son sélo parcialmente catabolizados, acumuldndose diferentes
metabolitos finales. Muchos de lIos CBs parcialmente metabolizados son oxidados a méds

de un producto por la BDO.
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CB » BD/DB ———» HOPDA —— CBA

2- T ———————————————————  ? -
3- ———————————————————— 7} -
§ ———- 4
2,3  —————————————— ) 3
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2,2" — 2-
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47-60% = 81-100%

Figura 14. Catabolismo de mono y diCBs por la via superior de bifenilo de
Pseudomonas sp. LB400. El grosor de las flechas indica el rango de porcentaje de
metabolito final producido a partir del correspondiente PCB. Las estructuras de los
metabolitos de la via se indican en la figura 3. CB: clorobifenilo; BD: bifenilo-dihidrodiol;
DB: dihidroxibifenilo; HOPDA: 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato; CBA:
clorobenzoato. Las flechas no continuas indican identificacién de los metabolitos por
GC/MS (no indican cuantificacién).

En resumen, de los PCBs analizados, la via catabdlica codificada por el locus bph
de LB400 es capaz de catabolizar todos los mono-, casi todos los di-, algunos tri- y un
pentaCBs a CBAs. De los 34 congéneres de PCBs analizados, 21 son catabolizados a
CBAs. En 12 casos se otuvieron CBAs virtualmente en cantidades cuantitativas. 4 de los
34 congéneres de PCBs estudiados son degradados solamente a HOPDAs. Al menos 4 de
los PCBs que no son metabolizados a HOPDAS son oxidados por la BDO inicial. Los

CBs con un anillo doblemente clorado en orfo son muy refractarios a la degradacién por la
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CB ——— BD/DB—~————p HOPDA ————» CBA
2,3,4- — 2,3,4-
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TP <20% el 51-80%
— 21.40%

> 41-60% - 81-100%

Figura 15. Catabolismo de tri a pentaCBs por la via superior de bifenilo de
Pseudomonas sp. LB400. El grosor de las flechas indica el rango de porcentaje de
metabolito final producido a partir del correspondiente PCB, Las estructuras de los
metabolitos de Ia vfa se indican en Ia figura 3. CB: clorobifenilo; BD: bifenilo-dihidrodiol;
DB: dihidroxibifenilo; HOPDA: 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato; CBA:
clorobenzoato. Las flechas no continuas indican identificacién de los metabolitos por
GC/MS (no indican cuantificacién).

via superior de bifenilo de LB400. Todos los CBs metabolizados sustituidos sélo en un
anillo sufrieron oxidacién en forma exclusiva del anillo no halogenado. Casi todos los
CBs metabolizados que poseen un anillo mono orfo-clorado fueron oxidados
exclusivamente en este anillo. Todos los CBs clorados en ambos anillos y que poseen un
anillo mono meta clorado o un anillo clorado en posiciones 2 y 5 fueron oxidados al
menos a dos productos. En la mayorfa de estos casos se observé una oxidacién en

posiciones metalpara.
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3.2. CONSTRUCCION DE NUEVAS CEPAS DEGRADADORAS DE PCBs

Para superar los problemas de la acumulacion y de la liberacién de CBAs de las
cepas degradadoras de PCBs actualmente disponibles, en esta tesis se propone la
construcci6n y la caracterizacion de nuevas cepas degradadoras de PCBs. En particular, se
propone la construccion de nuevas cepas degradadoras de CBs mediante la insercién de la
via catabélica superior de bifenilo codificada por el locus bph de Pseudomonas sp. LB400
en una cepa degradadora de un amplio rango de CBAs. Como se puede apreciar en las
Tablas 6 y 7, la via superior de bifenilo codificada en el locus bph de LB400 es capaz de
catabolizar varios CBs a CBAs. Varios de estos CBAs pueden ser utilizados como tinica
fuente de carbono y energia por la cepa P. putida P111, una cepa degradadora de un rango
muy amplio de CBAs (Hernédndez et al. 1991). Por consiguiente, se utilizé esta cepa P111
como bacteria receptora del locus bph de LB400. Parte de los resultados obtenidos han

sido publicados previamente (Hofer et al., 1996).

3.2.1. Construccién de Ias nuevas cepas

Para la insercién del locus bp# de la cepa LB400 en el genoma de la cepa de P.
putida P111 se utilizan vectores que posefan un sistema de minitransposones (de Lorenzo
et al., 1990; Herrero e;‘ al., 1990). El minitransposén utilizado posee las caracterfsticas de
transposicién de Tn5 y las propiedades de un vector de entrega suicida basado en R6K.
Para la transferencia de diferentes loci bph de una bacteria dadora E. coli Sm10Apir a la
bacteria receptora P. putida P111 se utilizaron tres plasmidios, que contienen diferentes
cassettes genéticos. Los plasmidios empleados en los experimentos de conjugacién son
los plasmidios pT5K102, pT5K202 y pT5K302, que se ilustran en las figura 16 y 17. La
figura 16 muestra el plasmidio suicida recombinante pT5K102. La figura 17 muestra los
cassettes del locus bph, que estdn contenidos en los plasmidios pT5K102, pT5K202y
pT5K302. El cassette bph-1 conggng:el, fragmento completo del locus bph de 12.5 kb. El
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pT5K102
20.0 Kb

mob RP4
ori R6K

Figura 16. Estructura del vector de entrega recombinante pT5K102 que
contiene el locus bph de la cepa LB400. Las direcciones del sentido de la
transcripcién de los genes se indican por flechas. Las flechas negras representan los
diversos genes bph de LB400, que se ilustraron en la figura 3. Asimismo, se indica la
localizaci6n aproximada de la regi6én oriT* de RP4 (mobRP4), el origen de replicacién R6K
(oriR6K), el gen bla —que confiere resistencia a diversos antibi6ticos B-lactdmicos— el
gen tnp de IS50g de Tn5 que carece de sitios NofI, el gen de resistencia a kanamicina
(Kim), las secuencias de término de TnS5 Iy O de 19 kb, y los sitios de restriccién Notl.
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pT5K202
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pT5K302 |

Figura 17. Los loci bph contenidos en los vectores de entrega
recombinantes pT5K102, pT5K202 y pT5K302. Se indican los tres promotores
del locus bph. Las enzimas de restricci6n se indican por E: EcoRI; N: Not I; Ns: Nsil.
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cassette bph-2 es un derivado por delecién de bph-1 que contiene el locus bph modificado,
que carece del primer marco de lectura abierto y del promotor regulado por bifenilo. El
cassette bph-3 contiene un segmento reestructurado del locus bph, que contiene sélo los
genes bphABCD, que codifican para las enzimas de la via superior de bifenilo y el marco
de lectura abierto entre bphA2 y bphA3. Estos cassettes se introdujeron en un vector de
entrega suicida que contenia un minitransposén artificial basado en Tn5. Como el vector
de entrega sélo es capaz de replicar en una cepa especial que sintetiza la proteina T (Miller
y Mekalanos, 1988) el establecimiento de los genes bph dentro de la cepa receptora
requiere su integracién en el genoma. Los plasmidios pT5K.102, pTSK202 y pTSK302 se
transfirieron desde las respectivas cepas de E. coli Sm10Apir a P. putida P111 por
conjugacién bacteriana en filtro. Las mezclas de conjugacién se seleccionan segin su
capacidad de crecer en un medio minimo con 2-CB como tinica fuente de carbono y
energia.

Después de realizar las conjugaciones y las inoculaciones en medio minimo
suplementado con 2-CB como fuente de carbono, se observa crecimiento sélo en
experimentos de transferencia que involucran los cassettes bph-1 y bph-2. La presencia
del locus bph en los transconjugantes se confirmé por amplificacién por PCR de
segmentos de bphA y bphD. La presencia de las enzimas BDO, BDDH, DBDO y
HOPDAH se verific6 mediante diferentes ensayos con spray, como se indica en el capitulo

de Materiales y Métodos.

3.2.2, Estudio de la estabilidad de los clones recombinantes

La estabilidad genética del locus bph insertado en el genoma de las cepas que
contienen los cassettes bph-1 y bph-2 es analizado en condiciones no selectivas.
Utilizando un ensayo de spray con 2,3-DB se determina el porcentaje de células que

poseen la enzima DBDO en forma activa durante més de 100 generaciones de crecimiento
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en condiciones no selectivas. Los resultados del estudio de estabilidad se ilustran en la
figura 18. Todos los clones analizados que contienen el cassette bph-2 son inestables,
perdiendo completamente la actividad DBDO en las primeras 20 generaciones. Cuatro
clones que contienen el cassettte bph-1 perdieron su actividad DBDO durante las primeras
70 generaciones. En contraste, cinco clones transconjugantes con el cassette bph-1 fueron
estables durante las més de 100 generaciones de crecimiento en condiciones no selectivas.
Estos cinco clones estables se denominaron como C11, C12, C13, C14 y C19, y fueron
seleccionados para diferentes estudios posteriores.

La presencia del locus bph completo en los 5 clones estables después de mds de
100 generaciones de crecimiento en condiciones no selectivas se confirmé mediante la
amplificacién por PCR de fragmentos de los genes bphA y bphD y por ensayos de las
actividades enzimdticas BDO, BDDH, DBDO y HOPDAH, codificadas por bphABCD
(Tabla 12). La figura 19 ilustra la deteccién de las actividades de las enzimas BDO, BDDH
y DBDO mediante el ensayo con dibenzofurano. La integracién en el genoma del
recipiente se debe a una transposicién que involucra los extremos TnS o a otros eventos
recombinatorios de entrecruzamiento doble o simple. La utilizacién de PCR con los
partidores TNP480 y TNP120 —que hibridizan con el gen codificante de la transposasa
tnp del vector de entrega, gen que est4 localizado fuera del transposén artificial— revela la
presencia del gen #np. Esto indica la existencia de secuencias del vector diferentes a las del
elemento miniTn5 en los 5 clones estables (Tabla 12). Por consiguiente, en la integracién
de los genes bph de LB400 al genoma de P111 no hubo una transposicitn auténtica del
mini-Tn5. Probablemente, s6lo ocurrié el primer evento de la transposicién,
produciéndose la cointegracién completa del plasmidio de entrega al genoma de P111.
Una explicaci6n alternativa es que la integracién de los genes bph haya sido mediada por
un mecanismo diferente al sistema de minitransposones, como, por ejemplo, una

recombinacién homéloga.
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Figura 18. Estabilidad fenotipica de clones derivades de P11l que
contienen diferentes cassettes con genes bph. Para determinar la estabilidad, los
clones se cultivaron en condiciones no selectivas y se determind la presencia de Ia 2,3-
dihidroxibifenilo-1,2-dioxigenasa mediante un ensayos de spray con 2,3-DB al 0,1%.

Tabla 12. Caracterizacion de las cepas estables P111::bph

Actividades enzimdticas PCR
cepa

BphABC BphD bphA bphD mp
Cl1 + + + + +
Ci2 + + + + +
Ci3 + + + + +
Ci4 + + + + +
C19 + + + + +
P111 - - - - oL




Figura 19. Deteccién de las actividades enzimdticas codificadas por
bphABC en cepas bacterianas. Para determinar la presencia y expresion de las
enzimas codificadas por bphABC, las colonias fueron sometidas a un ensayo de spray con
dibenzofurano al 5% en dietiléter. La presencia o la ausencia de estas tres enzimas se
detect6 por la presencia (placa derecha) o ausencia (placa izquierda) de un color amarillo
intenso.
3.2.3. Regulacion de los genes bph

Para estudiar la regulacién y la expresién de los genes bph en las nuevas cepas, se
determina la actividad de una de las enzimas de la via, la DBDO, que es el producto génico
de bphC. Los niveles de expresién de los genes bph se evaluaron en extractos crudos de
células en fase exponencial crecidas en un medio minimo, utilizando bifenilo o succinato
como tnica fuente de carbono. Para determinar estas actividades dioxigenasas se utiliz6
2,3-DB como sustrato y se determind la formacién de HOPDA, utilizando una
modificacién del método descrito por Eltis et al. (1993). Las actividades enzimadticas de

DBDO de las 5 cepas recombinantes crecidas en bifenilo son similares entre si (Tabla 13),

siendo, aproximadamente, un 75% mayores que la actividad DBDO de la cepa silvestre
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Tabla 13. Actividad de la DBDO de cepas estables P111::bph
cultivadas en bifenilo o succinato

Actividad DBDO (U/mg) Razén
Cepa Actividad DBDO
bifenilo/succinato
bifenilo succinato
Cl1 2,42 0,14 17
Ci12 2,99 0,12 25
Cl13 2,80 0,15 i9
Cl14 3,55 0,18 19
C19 2,65 0,13 20
LB400 1,63 0,06 27

LB400 crecida en bifenilo. Las actividades enzimdticas de DBDO de Ias cepas
recombinantes cultivadas en succinato son bastante menores a la actividad DBDO de
células cultivadas en bifenilo, siendo nuevamente similares entre sf. La actividad de DBDO
es aproximadamente 20 veces mayor en las células cultivadas en bifenilo respecto a células
cultivadas en succinato. La diferencia en la actividad DBDO entre las células cultivadas en
bifenilo y las cultivadas en succinato es comparable a la diferencia observada en la cepa
LB400 (Tabla 13). Estos resultados indican que la expresién del locus bph en las cepas
C11, C12, C13, Cl4 y C19 no es constitutiva sino regulada. Sin embargo, existe un nivel
basal de expresién de los genes bph en ausencia de bifenilo. Adicionalmente, estos
resultados sugieren que el bifenilo actiia como un inductor del locus bph en las nuevas
cepas recombinantes, al igual que lo observado en la cepa LB400, Previamente, en la cepa

LB400 se han descrito 2 promotores del locus bph activos en células crecidas en succinato
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y un tercer promotor activo sélo en células crecidas en bifenilo (Erickson y Mondello,
1992). Como se muestra en la Tabla 14, las cepas recombinantes son capaces de utilizar,
ademds de bifenilo, diversos CBs como tinica fuente de carbono y energia. El potencial de
. estos sustratos para actuar como inductores de la expresi6n de los genes bph en las cepas

recombinantes debe ser motivo de mayor estudio.

3.2.4. Crecimiento en CBs

Se estudia la capacidad de las cepas recombinantes de crecer en medios minimos
liquidos utilizando como 1inica fuente de carbono y energfa un determinado CB. Se analiza
el crecimiento en diferentes CBs. La seleccién de los CBs estuvo basada en los resultados
obtenidos en el andlisis de las capacidades catabélicas de la via codificada en el locus bph.
Se seleccionaron aquellos mono y diCBs que eran degradados a CBAs por la via superior
de bifenilo codificada en el locus bph de LB400, Para acotar el estudio, de las 5 cepas
recombinantes se eligieron sélo la cepas C11, Ci2 y C13. El crecimiento de estas tres
cepas recombinantes en CBs se determiné por aumento de la absorbancia a 525 y a 600
nm. Adicionalmente, se determiné el aumento en unidades formadoras de colonias de la
cepa C12 en 4-, 2,5-, y 2,4’-CB. Experimentos controles mostraron que la cepa silvestre
P111 es incapaz de crecer en bifenilo o en monoCBs.

Las tres cepas recombinantes analizadas mostraron un crecimiento similar entre s
en las diferentes fuentes de carbono (Tabla 14). El andlisis del crecimiento en monoCBs
permiti6é determinar que estas cepas son capaces de crecer en 2-, 3-, y 4-CB como tinica
fuente de carbono y energfa. El crecimiento de las diferentes cepas en una placa utilizando
2-CB como tinica fuente de carbono se ilustra en la figura 20. Ademdés, en esta placa se
detectaron los halos de la degradacién del PCB. Al analizar el crecimiento de las cepas en
diCBs clorados en un anillo, se observé un crecimiento en medios minimos

suplementados con 2,3-, 2,4-, 2,5+, 0 3,4-CB como tnica fuente de carbono y energfa.
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Tabla 14. Crecimiento de las cepas Cl11, C12 y C13 en CBs

Crecimiento en los siguientes sustratosa

Cepa

B 2CB 3-CB 4CB 23-CB 24CB 25CB 34-CB 35CB 22-CB 23-CB 24'CB 33-CB 34'-CB
Cill w4+ =+ +H+ = ++ 4 + ++ - + + ++ - -
Cl2 ++ +# = = & ++ + + - + + ++ - .
Cl3 ++ =+ - + + - + + + - .
PI11 - - - - NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE

#El crecimiento se determiné después de 5, 15, 30 y 55 dfas de incubacién a 30°C. Sfmbolos: +++: gran ¢recimiento (Agy5: >0,7x
++: moderado crecimiento (Aszs: 0,2-0,7); +: leve crecimiento (Asps: 0,1-0,2); -: sin crecimiento (Asss: 0,0); NE, no estudiado,

Figura 20. Crecimiento en 2-CB de las cepas Cl11, C12, C13, C14 y C19.
Los mimeros 1, 2, 3, 4 y 9 representan a las cepas Cl1, C12, C13, Cl4 y C19,
respectivamente. Alrededor de cada colonia se observa una halo de degradacién de 2-CB.

Es interesante hacer notar que con los congéneres diclorados 2,3-, 2,4- y 2,5-CB se
observé el crecimiento principalmente en la interfase liquido/aire. De los diCBs clorados

en sélo un anilio, no se observé crecimiento de las cepas recombinantes solamente en 3,5-
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CB. Finalmente, se estudié el crecimiento de las cepas recombinantes C11, C12 y Cl3 en
diCBs clorados en ambos anillos, determindndose crecimiento de las cepas en medio
minimos con 2,2’-, 2,3’- 0 2,4’-CB. Los compuestos 3,3’- y 3,4’-CB, congéneres que
sufren oxidacién orto/meta y metal/para, no permitieron el crecimiento de estas cepas. El
seguimiento del crecimiento bacteriano por recuento en placas de las unidades formadoras
de colonias reflejé el crecimiento de la cepa C12 en medios minimos suplementados con 4-
CB, 2,4-CB o 2,5-CB como fuente de carbono (figura 21). En estas condiciones, esta
cepa es capaz de incrementar el niimero de unidades formadoras de colonias —en los tres
medios de cultivo— en mds de 10 veces (figura 21).

En resumen, los resultados de los estudios de crecimiento mostraron que estas
cepas bacterianas son capaces de crecer en todos los mono y en diversos diCBs como

unica fuente de carbono y energfa.

control
4-CB
2,5-CB
B 2,4'-CB
8.0
- 7.6-
L
S N
)] 7.2
2 |
6.8
6.4~

Fuente de carbono

Figura 21. Crecimiento de la cepa C12 en PCBs. Como control se utilizé un

medio sin fuente de carbono (-C). El crecimiento fue determinado mediante recuento de las
unidades formadoras de colonias.
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3.3. RESPUESTA MOLECULAR GLOBAL DE BACTERIAS FRENTE A
LOS PCBs
Frente a cambios ambientales y a la presencia de algunos compuestos quimicos,
las bacterias manifiestan un reordenamiento global de su expresién génica. La respuesta
molecular global de bacterias frente a la exposicién de algunos compuestos organicos
clorados, como el 2-clorofenol, el pentaclorofenol y el hexaclorobenceno (Blom et al.,
1992; Faber et al., 1993; Lupi et al., 1995) ha sido ya descrita. La respuesta molecular
global de bacterias frente a CBs no se ha descrito. En esta parte de la tesis se evalud la
respuesta de dos cepas bacterianas frente a CBs. Para este estudio se seleccionaron la
cepa recombinante C11, una cepa bacteriana degradadora de CBs, y su cepa parental
P111, una cepa no degradadora de CBs.
Se analiz6, mediante electroforesis 2D, la sintesis de protefnas totales de las cepas
C11 y P111 expuestas a bifenilo, 2- 0 4-CB. Células en la fase exponencial de crecimiento
se preexpusieron a 2-CB, 4-CB o bifenilo por 30 o 90 min y se marcaron con una mezcla
de [35S]metionina y [35S]cistefna en presencia de estos bifenilos. Para la marcacién de
células controles se procedié de manera similar, pero Ia incubacién se realiz6 en ausencia
de bifenilo y CB. La velocidad de la sintesis de proteinas fue afectada por la exposicién a
bifenilos, pues la incorporacién de [35S]metionina y [35S]cisteina fue menor para estos
cultivos respecto a los controles (datos no mostrados). Las proteinas radiactivas se
separaron por electroforesis 2D en geles de poliacrilamida (O'Farrell et al., 1977; Seeger y
Jerez, 1992, 1993a). Los niveles relativos de proteinas individuales en cada gel 2D se

cuantificaron mediante un programa computacional para el procesamiento de imédgenes.

3.3.1. Respuesta molecular global de la cepa Cl1 frente a 2-CB
Los.cambios en la sintesis de proteinas totales de la cepa C11 en respuesta a la

exposicién de 2-CB se identificaron por comparacién de los patrones de geles 2D de
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cultivos expuestos a 2-CB y sus controles. Al comparar los patrones de sintesis de
protefnas a los 30 y a los 90 min de exposicién a 2-CB con sus controles, pudo
determinarse que hubo mayor cantidad de cambios en los primeros 30 min de exposicién.
Los cambios observados en el patrén de sintesis de protefnas fueron temporales y la
mayorfa de los polipéptidos se indujeron o reprimieron sélo transitoriamente.

La figura 22 muestra el patrén de sintesis de las protefnas de la cepa Cl1
incubadas por 30 min en ausencia (A) o presencia (B) de 2-CB, analizadas por
electroforesis 2D y reveladas por autorradiograffa. Frente a 2-CB la cepa C11 indujo
fuertemente varias protefnas (véanse en la figura las manchas encerradas por circulos; por
ejemplo, los polipéptidos 1 y 5). Algunas de las proteinas inducidas por C11 frente a la
exposicién a 2-CB pueden corresponder a las enzimas codificadas en el locus bph de
LB400 que estd inserto en su genoma. Aparentemente, otros polipéptidos s6lo son
sintetizados frente a 2-CB (por ejemplo, manchas 7 y 13). Simultdneamente, se reprime la
sintesis de diversas protefnas (véase las manchas encerradas por cuadrados; por ejemplo,
las protefnas 3, 12 y 18). Los resultados sugieren que la represién de la sintesis de ciertas
protefnas es tan frecuente como la induccién. La mayorfa de las proteinas conservaron su

nivel de sintesis en presencia del compuesto 2-CB.

3.3.2. Efecto de la exposicién a bifenilo, 2-CB o 4-CB sobre el nivel de la
proteina GroEL dela cepa C11

La GroEL, una de las proteinas més conservadas en la naturaleza, protege a las
células de agentes injuriantes, debido.a que impide 1a agregacién de polipéptidos dafiados
y participa en su replegamiento al estado nativo (Ellis y Hemmingsen, 1989; Craig et al.,
1993: Hartl et al., 1994). Ademés, esta chaperona molecular cumple un rol fundamental
en el plegamiento y el ensamblaje de proteinas en condiciones normales (Bochkareva et

al., 1988; LaRossa ef al., 1991). La GroEL es una proteina de 60 kDa inducida por
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Figura 22. Andlisis de las proteinas totales sintetizadas por la cepa C11
expuesta a 2-CB por electroforesis 2D de alta resolucién. Las proteinas totales
de la cepa C11 incubada en ausencia (A) o presencia (B) de 2-CB se marcaron con
[35S]metionina y [35S]cisteina, se separaron por electroforesis bidimensional (pH 3 a 10)
y fueron revelados por autorradiograffa. El extremo 4cido de cada gel estd a la derecha.
Los niimeros en el lado izquierdo del gel indican los marcadores de masa molecular
expresados en kilodaltons. Las principales proteinas que cambian su sintesis frente a 2-CB
se sefialan por circulos (inducidas) y cuadrados (reprimidas). Los nmimeros de las manchas
en los geles se asignaron segiin lo descrito en el texto.

diferentes condiciones de estrés, entre ellas el estrés térmico y la hambruna de nutrientes
(Gottesman, 1984; Matin, 1991). Una fraccién de esta proteina esté fosforilada (Craig et
al., 1993; Seeger et al., 1996a).

Con el objeto de determinar si la respuesta de la cepa C11 frente a 2-CB es una
respuesta de tipo estrés, se procedi6 a identificar una proteina indicadora de estrés en esta
cepa, en particular, la chaperona molecular GroEL. Para ello se utilizé la técnica de
inmunoelectrotransferencia. Las manchas de proteinas de masa molecular aproximada a 60

kDa se extrajeron desde geles 2D secos y se sometieron a una nueva electroforesis en
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gradiente de poliacrilamida-SDS. Posteriormente fueron sometidas a
inmunoelectrotransferencia con antisuero anti GroEL de T. ferrooxidans para ser
revelados por una reaccién colorimétrica. La reacci6n positiva de esta proteina con el
antisuero correspondiente se puede observar en la figura 23. Las dos bandas que dan
reaccién positiva representan, probablemente, las formas fosforilada y desfosforilada de la
GroEL, de la misma forma descrita en otras bacterias (Seeger et al., 1996a). Esta
identificacién de loa GroEL permitié su localizacién en geles 2D, Esta localizacién
proporciona una herramienta muy importante para el estudio de la GroEL de P. putida C11
frente a CBs en particular y frente a otros estimulos en general. Asi, se pudo establecer
que la GroEL de P. putida corresponde a la anteriormente denominada proteina 5, una de
las protefnas inducidas frente a la exposicién a 2-CB (véase la figura 22). Por
consiguiente, se postula que la respuesta molecular de la cepa C11 frente a 2-CB seria una
respuesta de tipo estrés.

Para estudiar el efecto de la exposicién a bifenilo o0 4-CB sobre los niveles de la
GroEL en la cepa Cl1, se analizaron los niveles de sintesis de esta protefna por
electroforesis 2D. En la figura 24 se observan los niveles de las protefnas 5y 1 en
condiciones de exposicién por 30 min a bifenilo, 2-CB o 4-CB. La sintesis de ambas
proteinas estd fuertemente inducida por la presencia de estos compuestos. La mayor
induccién de ambos polipéptidos se observé frente a 2-CB. La proteina 5 corresponde a Ia
GroEL, como se ha descrito més arriba. Es probable que la proteina 1 corresponda a la
proteina DnakK, debido a su masa molecular, punto isoeléctrico y cantidad relativa, que
son similares a la de la DnaK de bacterias filogenéticamente cercanas, como E. coli
(Matin, 1991) y T. ferrooxidans (Seegery Jerez, 1992; Varela y Jerez, 1992). Basados
en la induccién de la GroEL y de una proteina que probablemente corresponde a la Dnak,
se postulé que la respuesta de la cepa C11 frente a la exposicién a bifenilo, 2- 0 4-CB

constituirfa una respuesta de tipo estrés.
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Figura 23. Identificacion de la proteina GroEL de la cepa C11. Las protefnas
totales (a) y la mancha de aproximadamente 60 kDa (b) —indicada como mancha 5 en el
gel 2D de la figura 22— se separaron por una electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS y fueron sometidas 2 una inmunoelecirotransferencia con antisuero anti GroEL de T.
ferrooxidans. La reaccién antigeno-anticuerpo se detect$ por revelado colorimétrico. La

flecha indica las bandas de la GroEL. Los niimeros corresponden a los marcadores de
masa molecular expresados en kilodaltons.

3.3.3. Respuesta molecular global de la cepa P111 frente a 2-CB

Se estudio la respuesta molecular global frenta a CBs de la cepa parental P111, una
bacteria incapaz de metabolizar los CBs. Los cambios temporales en la velocidad de
sintesis de las proteinas celulares individuales se identificaron por la comparacién de los
patrones de geles 2D de cultivos expuestos a 2-CB y sus controles. Al comparar los
patrones de sintesis de las proteinas de la cepa P111 frente a 2-CB por 30 o 90 min con
sus respectivos controles, fue posible determinar una mayor cantidad de cambios en la

sintesis de polipéptidos en los primeros 30 min de exposicién. La mayoria de estos
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Figura 24. Efecto de la exposicibn a 2-CB, 4-CB o bifenilo sobre Ia
sintesis de la proteina 5 (GroEL) y de la proteina 1 en la cepa Cl1. Ala
izquierda se muestran porciones de los geles 2D en los que se aprecia la sintesis de las
proteinas de células en condiciones controles (A), frente a bifenilo (B), 2-CB (C) 0 4-CB
(D). A la derecha se muestran los niveles de estas protefnas, cuantificadas mediante un
programa computacional,

cambios fueron transitorios.

La figura 25 muestra el patrén de sintesis de las proteinas de al cepa P111
incubadas por 30 min en ausencia (A) o presencia (B) de 2-CB, analizadas por
electroforesis 2D y reveladas por autorradiografia. Frente a la exposici6n a 2-CB, la cepa
P111 indujo la sintesis de varios polipéptidos (véanse las protefnas encerradas por
circulos; por ejemplo, las manchas 4 y 24). Algunas proteinas se sintetizaron sélo frente a
2-CB (por ejemplo las manchas, 13 y 15). Diversas proteinas se reprimieron (véanse los
polipéptidos encerrados por cuadrados; por ejemplo, las protefnas 1 y 27). La mayorfa de

las proteinas de la cepa P111 conservaron su nivel en presencia de 2-CB, entre ellas la
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Figura 25. Anilisis de las proteinas sintetizadas por la cepa silvestre P111
expuesta a 2-CB por electroforesis 2D de alta resolucién. Las proteinas totales
de la cepa P111 incubada en ausencia (A) o presencia (B) de 2-CB se marcaron con
[35S]metionina y [35S]cistefna, se separaron por electroforesis bidimensional (pH 3 a 10)
y fueron reveladas por autorradiografia. El extremo 4cido de cada gel est4 a la derecha.
Los nimeros en el lado izquierdo del gel indican los marcadores de masa molecular
expresado en kilodaltons. Las principales proteinas que cambian su sintesis frente a 2-CB
se sefialan por circulos (inducidas) y por cuadrados (reprimidas). Los niimeros de las
manchas en los geles se asignaron segin lo descrito en el texto.

proteina GroEL (mancha g). En este estudio preliminar no se identificé ninguna de las
proteinas de la cepa P111 inducidas frente a 2-CB, tarea que deberi ser abordada en
estudios posteriores.

En este estudio preliminar no se procedi6 a identificar a ninguna de las protefnas
inducidas frente a la exposicién a 2-CB de la cepa P111. Por lo tanto, no se pudo

determinar si la exposicién a 2-CB representa una situacién de estrés para la cepa P111,

Estudios futuros deberdn caracterizar e identificar los polipéptidos cuya sintesis es

inducida o reprimida frente a la exposicién a 2-CB.




4. DISCUSION

4.1. CAPACIDADES CATABOLICAS DE LA VIA SUPERIOR
CODIFICADA EN EL LOCUS bph DE Pseudomonas sp. LB400

Esta parte de la tesis se dedica a dilucidar las capacidades metabélicas de la via
catabélica superior de bifenilo codificada en el locus bph de Pseudomonas sp. LB400. El
clonamiento de los genes bph codificantes de las enzimas de la via superior de bifenilo de
la cepa LB400 permitié realizar, por primera vez, un extenso anélisis bioqufmico de una
via catabdlica de PCBs (Seeger et al., 19952, Seeger et al., 1995b; Pieper et al., 1995;
Hofer et al., 1996; Seeger et al., 1996b; Seeger, M. Timmis, K. N. y Hofer, B.,
resultados no publicados). Para este anilisis, los genes bph codificantes de una parte o de
toda esta via catabdlica fueron expresados en un huésped incapaz de metabolizar bifenilos
y sus productos, lo cual permitié la caracterizacién in vivo de actividades enzimdticas
individuales, la identificacién de diversos metabolitos producidos y la determinacion de las
etapas limitantes de la degradacion de diferentes congéneres de PCBs. En un primer
acercamiento de este estudio se analizd la formacién de HOPDAs y de CBAs desde
bifenilos mono a pentaclorados. Los resultados obtenidos en esta etapa proporcionaron
importantes informaciones sobre la localizacién del ataque inicial de oxidacién en muchos
CB:s. Se pudo establecer, asimismo, una correlacién entre el patrén de sustitucién de cloro
y la degradabilidad de los congéneres de CBs por la via codificada en el locus bph de
LB400. La BDO codificada en bphA de la cepa LB400 es capaz de hidroxilar tanto los
carbonos orto y meta como los carbonos meta y para. Dado el repertorio de enzimas
codificadas en los genes bph clonados, la cepa recombinante solamente puede producir

benzoato si la oxidacién inicial estd dirigida a posiciones orto y meta. Por consiguiente, el

80
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porcentaje de benzoato formado proporcioné el valor minimo de oxidacién orto/meta por
la BDO. Por lo tanto, todos los monoCBs, al menos 8 de 12 diCBs y un triCB, se
oxidaron pricticamente en forma exclusiva en posiciones orfo/meta. La degradacion
parcial 2 CBAs de diversos CBs permitié determinar la existencia en estos compuestos de
una oxidacién en posiciones prto/meta, sin que en esta fase del estudio pudiera descartarse
una oxidacién adicional en las posiciones meta/para. Esta interrogante fue dilucidada
posteriormente.

Cuando los CBAs sc obtuvieron en forma cuantitativa desde congéneres
asimétricos, su porcentaje de formacién reflejé la razén de oxidacién de los dos anillos por
la BDO. La formaci6n aproximadamente cuantitativa de un solo CBA desde congéneres
asimétricos reflejé una fuerte preferencia de la enzima por uno de los dos anillos
arométicos. Los tipos de benzoatos producidos indicaron que la reactividad de los anillos
de los bifenilos frente a la oxidacién por la BDO disminuyé en el siguiente orden: no >
orto- > meta-sustituido. Asimismo, la formacién exclusiva de 4-CBA desde 3,4'-diCB
sugiri6 que el anillo meta-clorado es mis ficilmente oxidado que el anillo para clorado.
Esto es consistente con la observacién que la formacién de HOPDA es menor desde
4,4'-diCB que desde 3,3"-diCB. Para los congéneres mono y diclorados los porcentajes
de benzoato formado correlacionan con el patrén de sustitucién de cloro del anillo
metabolizado. A partir de congéneres oxidados en el anillo no clorado u orto- clorado se
obtuvieron benzoatos en cantidades virtualmente cuantitativas. Los CBs atacados en el
anillo meta clorado se convirtieron s6lo parcialmente a CBAs. Cuando se oxid6 el anillo
para clorado no se observé la formacién de CBAs. Esto sugiere que el patrén del anillo
metabolizado disminuye la eficiencia de degradacién a través de la via superior en el orden
no = orto- > meta- > para-clorado, Los congéneres con mayor cloracion analizados
dieron resultados similares. Solamente congéneres que contienen anillos no ¢ mono orfo-

clorados fueron convertidos a CBAs. Congéneres con un anillo doblemente clorado en
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orto no se degradaron a CBAs ni a HOPDAs. La influencia del patrén de sustitucin de
cloro en el anillo atacado sobre la formacién de benzoato se parece a su influencia sobre la
reactividad de la oxidacién catalizada por BDO. Esto sugiere que la velocidad de
formacién de CBA podria estar frecuentemente determinada por la velocidad del ataque
inicial de la BDO. "

Las dioxigenasas iniciales cumplen un rol crucial en la degradacién bacteriana de
compuestos arométicos clorados (Mason y Cammack, 1992; Harayama et al., 1992).
Muchos congéneres de PCBs son refractarios a la degradacién aerobia, debido a la
incapacidad de la BDO de aceptarlos como sustratos. Por lo tanto, es fundamental
caracterizar los mecanismos utilizados y el rango de sustratos de estas enzimas. Para
clarificar los mecanismos utilizados por la BDO codificada en el locus bph de LB400 en la
degradacién de los PCBs se identificaron los productos formados in vive por la BDO
desde una serie de congéneres. El anillo orto- monoclorado de un CB es fécilmente
atacado por la BDO codificada en el locus bph de Pseudomonas sp. LB400, a menos que
el segundo anillo no esté sustituido. Cuando Ja BDO ataca un anillo mono orto- clorado, la
reacci6n principal puede ser una oxidacién que cataliza la eliminacién de 4cido clorhidrico
y la concomitante formacién de DB. Se observé que Ia hidroxilacién de un anillo clorado
no llevé necesariamente a una deshalogenacién, Esto sugiere que la oxidacion de
“deshalogenacién” debe ocurrir en una posicién vecina espacialmente muy cercana al cloro
que serd eliminado. El mecanismo mds probable parece ser que los CBs sustituidos en
orto son atacados en posiciones orto y meta, formando compuestos
2—cloro—3-hidro—2,3~dihidroxi como intermediarios inestables que rearomatizan por
eliminacién espontdnea de 4cido clorhidrico (Seeger et al., 1995b). El mecanismo
propuesto se ilustra en la figura 26, Una interpretacién similar ha sido postulada por
Bedard (1990) que describid descloracién de congéneres orto-clorados por actividades

dioxigenasas en células de Alcaligenes eutrophus H850 y de Pseudomonas sp. LB40O0.
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Figura 26. Oxidacion de 2,3,2'- (A) y 3,4,2'-CB (B) por la bifenil-2,3-
dioxigenasa codificada en el locus bph de LB400. BDO: bifenilo-2,3-

dioxigenasa. Los compuestos entre paréntesis representan intermediarios inestables
propuestos.

Ahmad et al. (1991) describieron deshalogenacién de CBs en la presencia de la BDO y la
BDDH de P. testosteroni B-356. Estos autores propusieron hidroxilacion en o cerca de un
carbono clorado. Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la
segunda explicacién de estos autores no es correcta, pues la hidroxilacién en orto/meta no
provoca la eliminacién de un cloro en posicién para vecina (véase, por ejemplo, el ataque
sobre los compuestos 4,4’- y 3,4’-CB). Asimismo, la dioxigenacion con la concomitante
formacién de catecoles ha sido descrita para orfo-halobenzoatos (Fetzner et al., 1992:

Romanov y Hausinger, 1994). Los autores explicaron esta observacion por la oxidacion
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de las posiciones 1y 2y la esponténea pérdida de é4cido clorhidrico y de diéxido de
carbono. Sin embargo, la mayoria de los microorganismos que degradan compuestos
arométicos clorados no poseen sistemas de enzimas capaces de catalizar una
deshalogenacion inicial (Pieper et al., 1995).

La orto-deshalogenacién virtualmente cuantitativa de-diversos PCBs con un anillo
mono orto-clorado demuestra qﬁe el ataque a un par de carbonos parciaimente clorados
puede estar fuertemente favorecido respecto a la hidroxilacién de dos tomos no
sustituidos, que estdn disponibles en ambos anillos de estos congéneres. El ataque
preferencial de la BDO en carbonos orto-clorados es consistente con la preferencia
degradativa de LB400 por orto-CBs (véase mds arriba; Bedard, 1990). Con 2,3’- y
2,5,2’-CB sélo se observé una descloracién parcial, observindose —ademds de la
hidroxilacién de los carbonos orto- clorado y meta— una oxidacién en otro par de
carbonos. Esto indica la importancia de las sustituciones en ambos anillos para la
deshalogenaci6n de orto-CBs en particular y para los mecanismos de oxidacién de la BDO
en general. La eliminacién de cloro iniciada por la BDO de la cepa LB400 sélo se ha
observado en la posicién orto. La deshalogenacién de orfo-CBs complementa la
descloracién de PCBs por comunidades bacterianas anaerobias que remueven el cloro
desde posiciones meta y para (Quensen III et al., 1988, 1990; Tiedje et al., 1993). La
deshalogenaci6n temprana de los xenobiético‘s disminuye el rango de sustratos que debe
ser metabolizado por las enzimas catablicas subsiguientes. La eliminacién de un cloro y
la concomitante formacién de un catecol hacen que la actividad de la BDDH sea
innecesaria para el catabolismo de estos CBs, y el intermediario —al tener un cloro
menos— debiera ser mejor sustrato para las enzimas subsiguientes. Asimismo, el rango
de compuestos que el microorganismo puede utilizar debiera expandirse. En el caso de Ia
cepa LB400, ésta es capaz de utilizar como {inica fuente de carbono y energfa no s6lo 2-y

4-CB, sino que también 2,2’- y 2,4°-CB (Seeger, M., Timmis, K.N. y Hofer, B.,
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resultados no publicados).

El anélisis por GC de los derivados con TMS de el(los) metabolito(s) formado(s)
desde 2,4-CB por la BDO revelé6 la presencia de 2 productos. En el presente estudio se
demuestra que ambos productos no representan a los metabolitos de oxidacién orto/meta y
meta/para —como habia sido propuesto por Massé et al. (1989) y citado ampliamente en la
literatura (Haddock ez al., 1995)— y aqui se postula que ambos representan dos
conférmeros de un dihidrodiol simple.

La BDO de LB400 tiene la capacidad de oxidar CBs que contienen desde uno hasta
5 cloros por introduccién de grupos hidroxilos en posiciones orto/meta 0 metalpara. La
regioespecificidad relajada.de la BDO se ilustra en la oxidacién de 3,4’-CB. En este
compuesto la BDO oxidé ambos anillos en posiciones orto/meta y adicionalmente se
observé oxidacion de las posiciones metalpara del anillo meta-clorado. Por consiguiente,
la capacidad de LB400 de atacar un rango particularmente amplio de CBs puede ser
atribuida a la actividad de Ia BDO. Las BDOs de LB400 y de Rhodococcus globerulus P6
(Furukawa, 1982; McKay ef al., 1996) exhiben diferencias dramdticas en los rangos de
sustratos de PCBs oxidados. La combinacién de ambas BDOs debiera expandir la
extensién de la degradacién de los PCBs. Experimentos relizados con células en reposo
indicaron que la utilizacién simultédnea de las BDOs de las cepas LB400 y P6 mantiene las
respectivas buenas degradaciones de congéneres orfo-clorados y para-clorados,
incrementando de esta manera notablemente la extensién de la degradacién de PCBs
(Seeger, M., McKay, D., Timmis, K. N. y Hofer, B., resultados no publicados).

El presente estudio de las capacidades metabélicas proporciona una visién global
sobre la degradacion de PCBs por las enzimas codificadas en el locus bph de
Pseudomonas sp. LB400. La identificacién de los metabolitos de punto final indica que
—dependiendo del congénere— diferentes reacciones de esta ruta metabélica limitan la

degradaci6n de los PCBs. Por lo tanto —y dependiendo del congénere de PCB—’
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diferentes enzimas de la via catabGlica son incapaces de aceptar ciertos patrones de
sustitucién de los intermediarios. Evidentemente, las posiciones de los 4tomos de cloro
afectan criticamente la interacci6n entre las enzimas y las moléculas de sustrato. Los
efectos de los sustituyentes podrian producir impedimentos estéricos, influencia en las
densidades electrénicas alteradas sobre la velocidad de reaccién y/o inhibiciones
reversibles o irreversibles de la. catélisis. Todos los monoCBs Y casi todos los diCBs
—exceptuando 2,6- ¥ 4 4-CB— fueron catabolizados a CBAs. En la mayoria de estos
casos, estos PCBs se metabolizaron en cantidades estequeométricas a CBAs. Mientras
2,6-CB fue oxidado sélo débilmente por la BDO, el coml;uesto 4.4°-CB fue transformado
hasta HOPDA. De los 14 triCBs analizados sélo 7 se convirtieron a CBAs, 3 se
transformaron solamente €1l HOPDAs y 2 sufrieron al menos Ja oxidaci6n por la BDO. De
los PCBs con mayor cloracién analizados, el congénere 2.3,4,5,2'-CB fue catabolizado
en CBA mientras que 2,5,2’,5-CB sufrié solamente oxidz;cién por la BDO. Muchos de
los CBs parcialmente metabolizados fueron oxidados a mas de un producto por la BDO.
Todos los CBs clorados en ambos anillos y que poseen uil anillo mono meta clorado o un
anillo clorado en posiciones 2 Yy 5 fueron oxidados al menos 2 dos productos
observandose, en la mayoria de estos casos, una oxidacién adicional en posiciones
metalpara. La oxidacién en posiciones metalpara no es productiva para la degradacién de
los PCBs, porque los productos de oxidacién son metabolitos de punto final. 3,4-DB no
es sustrato para laDBDO (Eltis et al., 1993). Asimismo, los metabolitos hidroxilados son
mds téxicos que los CBs de los que derivan (Sondossi ef al., 1991). Por lo tanto, la
oxidacién metalpara desvia estos CBs de la ruta de degradacién aerobia de estos
compuestos y los transforma en metabolitos problema.

Existe poca informacién en la literatura sobre los metabolitos de CBs producidos
por la cepa parental Pseudomonas Sp. L.B400. La comparacién de estos escasos datos

(Nadim et al., 1987, Bedard y Haberl, 1990) con los resultados obtenidos en este trabajo
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con la cepa de E. coli que expresa bphABCD de LB400 muestran similitud. En ambos

casos se detecté 4-CBA como metabolito de 2,4°-CB. Asimismo, se detectd 3.CBA en

forma exclusiva (en el presente estudio) o predominante (Bedard y Haberl, 1990) como

metabolito de 2,3 -.diCB. Ademds, estos autores describieron la formacién de 2-
cloroacetofenona y 2-CBA como metabolitos minoritarios de 2,3’-CB. En ambos estudios
2.3.3-y 2,4,4-triCB fueron oxidados en forma preferente en el anilio mono o diclorado,
respectivamente. Sin embargo, Bedard y Haberl describieron —desde estos dos
congéneres— la formacién de 2,3-diCBA y 2'.3'-cloroacetofenona o 4-CBA,
respectivamente, mientras en este estudio sélo se detectaron HOPDAs. En el presente
estudio no se detecté la formacién de cloroacetofenona desde CBs. E! origen de las
cloroacetofenonas descritas por Bedard y Haberl atin no ha sido dilucidado. La formacién
de los CBAs desde 2,3,3"-y 2,4.4'-triCB podria deberse a una HOPDAH adicional
existente en la cepa LB400. Al respecto, en una cepa recombinante que contenfa s6lo los
genes bphABC de Pseudomonas testosteroni se detect® la conversion de 4-CB en 4-CBA,
cuya tiltima etapa probablemente fue catalizada por una hidrolasa inespecifica del huésped
(Ahmad et al., 1990). Una explicaci6n alternativa estaria en la existencia de una razén
mayor de HOPDAH respecto al sustrato en los experimentos de estos autores. Tanto la
cepa de E. coli recombinante como la cepa LB400 fueron incapaces de convertir
2.5,3-triCB en HOPDA, identificindose metabolitos de BDs. El congénere 2,5,2°,5"-CB
sufrié oxidacién por ambas cepas en posiciones meta/para a 3,4-dihidrodiol y a bis-3,4-
dihidrodiol. La similitud entre los datos obtenidos con los genes bph clonados y la cepa
parental es consistente con Ia visién que los genes bph aislados de LB400 dan cuenta de
las capacidades catabélicas de la cepa LB400 para la conversién de CBs a CBAs.
Asimismo, sugiere que las permeabilidades de E. coli y de P. sp. LB400 a los CBs serian
similares.

Fl anélisis funcional de vias degradativas de PCBs complementado con el andlisis
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estructural de las enzimas involucradas permitird la ingenieria de enzimas especificas y el

disefio de cepas bacterianas con capacidades mejoradas en la biorremediacion.

4.2. CONSTRUCCION DE NUEVAS CEPAS DEGRADADORAS DE PCBs

Para superar los problemas de la acumulacién y de la liberacién de CBAs de las
cepas degradadoras de PCBs actualmente disponibles se generaron nuevas cepas
degradadoras de CBs. Estas cepas degradadoras de CBs fueron construidas mediante la
insercién del locus bph de Pseudomonas sp. LB400 en P. putida P111, una cepa
degradadora de un amplio rango de CBAs (Herndndez et al., 1991). Las capacidades
catabélicas de la via superior de bifenilo codificado en el locus bph de LB400 ya se
caracterizaron extensamente en la primera parte de esta tesis. Para la transferencia de las
capacidades catabdlicas de PCBs se utilizaron tres diferentes loci bph de LB400. De las
cepas analizadas, solamente las cepas C11, C12, C13, Cl4y C19, transconjugantes con
el cassette bph-1, pudieron crecer en 2-CB y mantener en condiciones no selectivas los
genes bph. Estas cepas contienen el locus bph en forma mds estable en condiciones no
selectivas que otras cepas de Pseudomonas putida degradadoras de PCBs generadas por
ingenierfa genética (de Lorenzo y Timmis, 1992; Dowling et al., 1993). No se observé
pérdida del fenotipo Bph+ de estas cepas en ausencia de seleccion, alin después de mas de
100 generaciones en medio LB. Esto indica que en estas cepas no existe una seleccién
fuerte para la eliminacién del locus bph en condiciones no selectivas.

La expresién del locus bph infroducido se investigé mediante la determinacion de
la actividad de DBDO en células crecidas en diferentes fuentes de carbono. Los resultados
indican que en succinato existe una expresién basal de los genes bph. Sin embargo, al
crecer las cepas recombinantes en bifenilo se observa una fuerte induccion de la expresién
de los genes bph. Estos resultados sugieren que el bifenilo actia como inductor del locus

. bph en las nuevas cepas recombinantes, al igual como se ha observado en la cepa L.LB400.
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A pesar que ¢l locus bph contenido en el cassette bph-1 contenfa un promotor inducible
por bifenilo, se desconoce si la(s) proteina(s) regulatoria(s) requerida(s} son
proporcionadas porx la cepa receptora o si el marco de lectura abierto que precede bphAl
puede jugar algln rol en la regulacién de la expresién. Este marco de lectura abierto
codifica una secuencia de aminodcidos gue muestra alguna similitud con reguladores
transcripcionales (Hofer et al., 1996).

Las nuevas capacidades catabélicas de las cepas recombinantes se evaluaron
analizando el crecimiento en medios mfnimos mediante el uso de diferentes congéneres de
PCBs como finica fuente de carbono y energfa. El crecimiento en un determinado PCB
indica que la cepa bacteriana es capaz de vivir a expensas de la degradacién de este
congénere y, por consiguiente, es ademds resistente a su exposicién. Las cepas
recombinantes C11, C12 y C13 son las primeras cepas bacterianas descritas capaces de
utilizar un rango tan amplio de CBs como Ginica fuente de carbono y energia. Estas cepas
pudieron crecer en todos los monoCBs. Crecieron asimismo en diversos diCBs, clorados
tanto en un anillo como en ambos anillos. A pesar d; que diversas bacterias pueden crecer
en bifenilo (Furukawa ef al., 1989; Furukawa, 1994), se han descrito pocas cepas capaces
de utilizar los CBs como fuente de carbono. Por conjugacién se construyeron algunas
cepas bacterianas capaces de crecer en mono y diCBs clorados en un anillo (Mokross et
al., 1990; BHavel y Reinecke, 1991; Adams et al., 1992: Hickey et al., 1992).
Recientemente se ha descrito una cepa con la capacidad de utilizar un diCB clorado en
ambos anillos como tnica fuente de carbono y energfa (McCullar ez al., 1994).

Este estudio demuestra que la via codificada por el locus bph de LB400 se puede
intergrar en forma estable, inducible y funcional en una cepa degradadora de CBAs. En
estudios posteriores se deber4 realizar un andlisis genético de las nuevas cepas, lo cual
permitird determinar en que lugar se insert$ el locus bph en cada cepa Y diferenciar

genéticamente las cinco cepas recombinantes. Asimismo, los estudios futuros deberan
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incluir investigaciones detalladas del catabolismo de CBs y de CBAs de estas cepas
recombinantes. Recientemente, se ha descrito que los CBAs pueden interferir con el flujo
de sustratos a través de la via degradativa combinada (Sondossi et al., 1992; Guilbeault et
al., 1994). Asimismo, en estudios posteriores se deberd analizar el comportamiento de
estas nuevas cepas degradadorasv de CBs en microcosmos modelo, de manera de evaluar
su capacidad de sobrevivencia y su eficiencia en la degradacién de PCBs en presencia de
la microflora nativa.

Los experimentos realizados en esta parte del estudio permitieron poner a prueba la
validez de la hipétesis de trabajo. Se demostré que la incorporacién del locus bph de
L.B400 en una cepa degradadora de CBAs permite generar nuevas cepas degradadora de
CBs capaces de contener este locus en el genoma en forma estable, resistir a la exposicién
y degradar un amplio rango de CBs. El estudio mds acabado de la respuesta frente a la
exposicién a CB de estas nuevas cepas se realizé y se resefia en la siguiente parte de la
tesis.

~ Los PCBs orto-clorados pertenecen a los congéneres mdés problemadticos en el
ambiente, formados por la degradacién anaerobia de PCBs altamente clorados por
poblaciones microbianas mixtas (Tiedje et al., 1993). El desarrollo de las cepas aerobias
capaces de degradar orto-CBs es fundamental para los procesos de biorremediacién de
estos compuestos. La construccién de las cepas como Cl11, Ci2 y C13 —bacterias
capaces de crecer a expensas de varios PCBs orto-clorados— debieran ayudar a
desarrollar procesos eficientes para la biodegradacién de PCBs. El disefio de
microorganismos por combinacién y/o modificaci6n de diversas vias catabélicas parece
ser la estrategia més promisoria para lograr una efectiva biorremediacién de los

contaminantes orgdnicos mds recalcitrantes.
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4.3.- RESPUESTA MOLECULAR GLOBAL DE BACTERIAS FRENTE A
LOS PCBs

Para estudiar la respuesta molecular global de bacterias frente a la exposicién de
PCBs se caracteriz6 la respuesta molecular de C11 —una cepa bacteriana recombinante
degradadora de CBs— y de P111, una cepa no degradadora de CBs. Los resultados
demostraron que ambas cepas sufrieron un reordenamiento global de su expresién génica
frente a la exposicién de CBs. Los cambios observados en el patrén de sfntesis de
proteinas fueron temporales y la mayoria de estas proteinas se indujeron o reprimieron
sélo transitoriamente. Este efecto temporal se ha observado también. en el shock térmico
(Lindquist, 1988) y en la hambruna de nutrientes (Gene Groat et al., 1986; Matin, 1991).
Es probable que estos cambios en la sintesis reflejen una rapida adaptacion para proteger a
las células de influencias dafiinas como la exposicién a CBs.

La respuesta de la cepa Cl1 frente a 2-CB es una respuesta de tipo estrés,
observindose una fuerte induccién de la protefna GroEL, una de las proteinas
caracteristicas del estrés. Adicionalmente, GroEL se induce frente a la exposicién de
bifenilo y frente a 4-CB. La cepa P111 respondi6 frente a la exposicién a 2-CB con la
induccién y la represién de diversas proteinas. Sin embargo, en estas condiciones la
chaperona GroEL no cambié su nivel de sintesis frente a 2-CB. La. no induccién de la
GroEL en la cepa P111 contrasta con lo observado en la cepa C11. Como la cepa C11 es
capaz de degradar estos bifenilos, no se puede descartar que metabolitos de esta
degradacién hayan desencadenado la respuesta de estrés. Al respecto es importante
mencionar que algunos de los posibles metabolitos de 1a degradacién de bifenilos pueden
ser t6xicos para la célula (Bartels et al., 1984; Sondossi et al., 1991). La cepa P111 carece
de la via de degradacién de bifenilo, por lo que en este experimento no se expuso a estos
metabolitos. Una explicacidn alternativa es que en los tiempos analizados en este estudio

no se haya detectado la inducccién de la GroEL en la cepa P111, debido a que la respuesta
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a 2-CB de la cepa P111 es temporalmente diferente a la de la cepa C11. Tampoco puede
descartarse que la cepa C11 haya inducido la sintesis de la chaperona GroEL en respuesta
a la induccién de la expresién de los genes bph, expresién que a su'vez se indujo por la
presencia de bifenilo o CB. En esta parte del estudio, y dado su carécter preliminar, no se
procedi6 a identificar a ninguna de las protefnas inducidas por P111 frente a la exposicion
a 2-CB, por lo que no fue posible determinar si representd una situacién de estrés para
esta cepa.

En otras bacterias se han oi)scrvado cambios en el patrén de la sfr‘ltesis de
protefnas como respuesta a la presencia de compuestos orgénicos clorados (Blom et al.,
1992: Faber et al., 1993; Lupi et al., 1995). En presencia de hexaclorobenceno o
pentaclorofenol, E. coli sufrié un reordenamiento de su expresién génica, observandose
varias protefnas inducidas especificamente frente a un determinado-compuesto (Blom et
al., 1992). Frente a la exposicién de monoclorofenol y pentaclorofenol en E. coli se
observé la represién transitoria de la sintesis de la OmpF y la aspartato transcarbamilasa
(Faber et al., 1993). La respuesta molecular global de P. putida KT2442 frente a 2-
clorofenol fue descrita recientemente (Lupi ef al., 1995). En E. coli se ha identificado un
gran nimero de proteinas en geles 2D (Van Bogelen et al., 1992). Entre ellas un factor

sigma {c$), que juega un rol fundamental en el desarrollo de la resistencia al estrés

(McCann et al., 1991) y una proteina universal de estrés (Nystrom y Neidhard, 1992). En
contraste, son pocos los estudios realizados sobre la naturaleza de los patrones de
protefnas 2D de P. putida (Kertesz et al., 1993; Girskov et al., 1994, Lupi et al., 1995).
Desafortunadamente, en estos estudios no se ha identificado ninguno de los polipéptidos
inducidos o reprimidos frente a condiciones adversas. A diferencia de los trabajos citados,
el presente estudio permitié identificar una protefna de estrés de la cepa P. putida C11. La
identificacién de la chaperona GroEL proporciona una herramienta muy importante para

estudiar la respuesta de esta protefna frente a diferentes cambios en el ambiente. Para
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poder establecer con claridad cudles son las proteinas de estrés, los estudios futuros
deber4n abocarse 2 Ia identificacién de las protefnas de P. putida en geles 2D.

Al igual que en los anteriores experimentos, los de esta seccion de la tesis permiten
también verificar la correspondiente parte de la hipétesis de trabajo. En particular, se
demostré que las nuevas cepas degradadoras de CBs exhiben s6lo una transitoria
respuesta de estrés frente a los CBs. Luego de un proceso de adaptacidn estas cepas
incluso crecieron en varios PCBs (véase mds arriba), lo que demuestra que estas cepas
son resistentes a la exposicién de concentraciones altas de estos compuestos.

Este estudio, junto con otros (Blom et al., 1992; Faber et al., 1993; Lupi et al.,
1995). muestran que el anlisis por electroforesis 2D de la sintesis de las protefnas es un
método alternativo y muy sensible para determinar condiciones de estrés y para medir
efectos téxicos de contaminantes ambientales a niveles subletales. Los estudios futuros de
la respuesta molecular de las cepas C11 y P111 frente a CBs deberin abordar la
caracterizacién de las funciones de las protefnas inducidas en estas condiciones, lo cual
permitir identificar los sistemas regulatorios de estos procesos. Asimismo, la respuesta
global de estas cepas frente a otros congéneres de PCBs y frente a diferentes metabolitos

de la via catabdlica de PCBs deber4 ser motivo de estudio.




5. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

5.1. CAPACIDADES CATABOLICAS DE LA VIA SUPERIOR

CODIFICADA EN EL LOCUS bph DE Pseudomonas sp. LB400
- Esta via metabélica cataboliza completa o parcialmente un amplio rango de PCBs a
CBAs. El patrén de sustitucién del anillo oxidado disminuye la eficiencia de degradacién
de los PCBs a través de la via superior en el orden no = orto- > meta- > para-clorado.

- La identificacién de los metabolitos de punto final indica que —dependiendo del
congénere— diferentes reacciones de esta ruta metabélica limitan la degradacién de los
PCBs.

- La BDO es capaz de oxidar un amplio rango de congéneres y tiene una regioespecificidad
relajada, oxidando CBs —que contienen desde uno hasta 5 cloros— en posiciones
. orto/meta y metalpara. Asimismo, el ataque por 1a BDO a un par de carbonos parcialmente
clorados puede estar fuertemente favorecido respecto a dos carbonos no sustituidos.

_La reactividad de los anillos de los PCBs frente a la oxidacién por la BDO disminuye en
el siguiente orden: no > orio- > meta- > para ~sustituido.

_ Cuando la BDO ataca un anillo monoclorado en orfo, la reaccién principal o exclusiva
puede ser una oxidacién que cataliza la eliminacién de dcido clorhidrico y la concomitante
formacién de dihidroxibifenilo. En estos casos la actividad de la BDDH se hace
innecesaria para el catabolismo de estos CBs.

-Los derivados con TMS del metabolito formado desde 2,4-CB que eluyen por GC como
2 productos no representan productos de oxidacién orto/meta y meta/para como habia sido
descrito. Se postula que ambos productos representan dos conférmeros de un dihidrodiol.
- EI andlisis funcional de vias degradativas de PCBs complementado con el andlisis
estructural de las enzimas involucradas permitird la ingenieria de enzimas especificas y el

disefio de cepas bacterianas con capacidades mejoradas en la biorremediacion.

04




95

5.2. CONSTRUCCION DE NUEVAS CEPAS DEGRADADORAS DE PCBs
- Mediante la insercién del locus bph de la cepa LB400 —que codifica para una via de
degradacién de bifenilo— en una cepa degradadora de CBAs se construyeron nuevas
cepas degradadoras de CBs que contienen el locus bph en forma estable, aun en ausencia
de condiciones selectivas.

- La exprésién de los genes bph en las nuevas cepas es regulada y los resultados
obtenidos sugieren que el bifenilo actiia como inductor de la expresitn de estos genes.

- Las cepas C11, Ci2 y C13 son las primeras cepas bacterianas descritas capaces de
utilizar un rango tan amplio de CBs como Gnica fuente de carbono y energfa. Estas cepas
son capaces de crecer en todos los mono y en diversos diCBs, tanto clorados en un anillo
como clorados en ambos anillos.

- En estudios posteriores s¢ deberd analizar el comportamiento de estas nuevas cepas
degradadoras de CBs en microcosmos modelo, de manera de evaluar su capacidad de
sobrevivencia y su eficiencia en la degradacién de PCBs en presencia de la microflora

nativa.

5.3. RESPUESTA MOLECULAR GLOBAL DE BACTERIAS FRENTE A
LOS PCBs

- Las cepas C11 y P111 sufrieron cambios en la expresién génica frente a la exposicién a
PCBs. Estos cambios fueron temporales y la mayoria de estas protefnas se indujeron o
reprimieron transitoriamente.

- La respuesta de la cepa Cl11 frente & la exposicién a 2-CB, 4-CB o bifenilo es una
respuesta de tipo estrés, observandose una fuerte induccién de la chaperona GroEL.

- Este estudio, junto con oiros (Blom et al., 1992; Faber et al., 1993; Lupi et al., 1995),
muestran que el andlisis por electroforesis bidimensional de la sintesis de las protefnas es
un método alternativo y muy sensible para determinar condiciones de estrés y efectos

téxicos de contaminantes ambientales a niveles subletales. ;
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- Los estudios futuros de la respuesta molecular de las cepas C11 y P111 frente a CBs
deberdn abordar la caracterizacién de las funciones de las proteinas inducidas en estas
condiciones, lo cual permitird identificar los sistemas regulatorios de estos procesos.

- La respuesta global de estas cepas frente a otros congéneres de PCBs y frente a

diferentes metabolitos de Ia via catabdlica de PCBs deber4 ser motivo de estudio.
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