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RESUMEN

La biorremediacion, uno de los procesos modernos en la remocion de contaminantes, se
basa principalmente en el uso de microorganismos ya existentes o bien de organismos
transgénicos capaces de eliminar agentes contaminantes, transformandolos en
compuestos menos complejos, mas biodisponibles y no téxicos. La ingenieria de
proteinas constituye una gran herramienta en el mejoramiento de estos organismos o
de sus actividades, permitiendo la manipulacién, modificacion y mejoramiento de las
enzimas degradativas. Los surfactantes, compuestos originados por sintesis organica
son ampliamente usados en formulaciones de detergentes. En la actualidad, los
detergentes biodegradables han desplazado a los surfactantes considerados poco
biodegradables o recalcitrantes, excepto en los paises subdesarrollados carentes de
normas ecoldgicas estrictas, lo cual ha provocado un incremento en el nimero de casos
de contaminacién ambiental por detergentes en estos paises. Por lo que el estudio de los
mecanismos degradativos de surfactantes recalcitrantes constituye un importante
campo de estudio para finalmente llegar a la biorremediacion de aguas contaminadas
por estos compuestos.

En esta tésis se describe la caracterizacion genética de la degradacién del surfactante
dodecilbencenc sulfonato ramificado (B-DBS) considerado recaicitrante, por
Pseudomonas aeruginosa W51D. Reportamos que el gen ctrA codifica para una proteina
del tipo oxido-reductasas, involucrada en la asimilacién del citronelal. A su vez, la
obtencién de una mutante de la cepa W51D en el gen ctrA mostré una disminucién del
40% en la cantidad de B-DBS degradado, indicando la participacion de CtrA en la
degradacion del B-DBS. Por otro lado, basados en el andlisis de los productos
acumulados en cultivos de la cepa W51D en B-DBS se propone la via degradativa del B-
DBS. Una de las vias es la de degradacion del citronelol y la otra parece ser un
mecanismo modificado de la B-oxidaciéon. Ademds, se propone que la asimilacién del
grupo aromatico probablemente ocurre por la via del protocatecuato hacia la
formacién de intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Lateralmente, se identifico un gen adyacente a ctrA, caracterizado como rhiG, el cual se
vi6 involucrado en la sintesis de la fraccidon hidrofébica de la molécula de ramnolipido
(surfactante bioldgico), su producto codificado fue involucrado especificamente en ia
reduccién de! precursor B-oxodacilo de los ramnolipidos. Adicionalmente, el gen hiG
también mostr6 efecto sobre la produccién de PHA, aunque no fue indispensable para la
sintesis de polimero.

Finalmente, se describe la participacion del producto del gen hscA en el mecanismo de
estabilizacién de la enzima alcohol deshidrogenasa, funcionando como chaperona
molecular cuando el microorganismo es sujeto a estrés térmico y por etanol.
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ABSTRACT

Bioremediation is a process for pollutant remotion, which can use indigenous microbes
or genetically engineered microorganisms (GEMs) for elimination of many pollutants.
These compounds are converted to less complex, more available and nontoxic
metabolites. Protein engineering is used in the improvement of GEMs enzymatic
degradative activities.

The surfactant currently used in detergent formulations are produced by organic
synthesis. Today, the recalcitrant surfactants have been displaced by biodegradable
surfactants on most countries, with the exception of some underdeveloped countries.
For this reason, the study of the recalcitrant surfactants degradative pathways is very
important and might lead to the use of GEMs in their bioremediation. In this thesis the
genetic characterization of the degradation of the recalcitrant surfactant branched-
chain dodecylbenzene sulfonate (B-DBS) by Pseudomonas aeruginosa W51D is
described. We report that the ctrA gene encode an oxide-reductase enzyme, involved in
citronellal assimilation. A ctrA mutant derivative from P. aeruginosa W51D was
isolated, and we show that CtrA participates in the B-DBS degradation pathway. We
also isolated some B-DBS degradation intermediates which were used to propose the
complete B-DBS degradation pathway. Part of this route involves the citronellol
degradation pathway and another branch seems to involve a modified B-oxidation
mechanism. Subsequentiy, we propose that the aromatic moiety is probably assimilated
to produce protocatechuate, which is finally metabolized to yield tricarboxyiic acid cycle
intermediaries.

Additionally, we identificated a gene adjacent to ctrA in strain W51D, which was named
rhiG. The RhIG protein was specifically involved in the reduction of the B-oxoacyl moiety
precursor of the rhamnolipid molecule (biological surfactant). The rhiG gene product is
also involved in PHA production, although it is not essential for the synthesis of this
polymer.

Finally, it is describe that the hscA gene product is involved in the stabilization of the
enzyme ethanol dehydrogenase. We propose that the HscA protein functions as
molecular chaperon when P. aeruginosa is subject to temperature and ethanol
stresses.

Vo. Bo.

G| Sttt

gA. GLORIA SOBERON CHAVEZ




l-INTRODUCCION
1.- BIODEGRADACION Y RECALCITRANCIA

En afos recientes hemos sido testigos de un dramatico aumento en la produccion de
una amplia variedad de quimicos, que han sido liberados al ambiente tanto en pequefas
como en grandes cantidades. Una proporcién significativa de estos materiales es
destruido por actividades catabdlicas aportadas por microorganismos del suelo y agua,
pero otra gran proporcion persiste en el ambiente constituyendo de tal manera, un
problema de contaminacion ambiental. Tanto las reacciones fotoquimicas como las no
enzimaticas son comunes en la naturaleza; estas reacciones causan cambios
considerables en muchas sustancias pero raramente se llega a una degradacion total.
Un efecto contrario ocurre en las reacciones degradativas aerdbicas catalizadas por
comunidades microbianas las cuales usualmente logran la conversion de los substratos
a CO,, agua y otros productos orgéanicos. Aunque el acoplamiento de los factores
fisicos, quimicos y bioldgicos en las actividades microbianas favorece grandemente la
biodegradabilidad de compuestos recalcitrantes.

Sin embargo, un numero muy grande de compuestos sintéticos no son sujetos a
biodegradacion parcial o total, o bien los productos formados son destruidos a tan
bajas proporciones que ocurre una acumulaciéon de sustancias no deseadas en el
ambiente. Por otra parte, la resistencia a la degradacién de los compuestos es una
propiedad poco considerada por la industria inovadora de nuevos productos sinteticos.

La biorremediacion constituye el uso de agentes biolégicos, esenciaimente
microorganismos, para eliminar o reducir la concentracion de sustancias tdxicas
presentes en un sitio o en un residuo contaminado (liquido o sélido). La biorremediacion
es frecuentemente sefialado como el procesc mas sencillo tecnologicamente y
potencialmente el mas econémico en la eliminacién de contaminantes ambientales.

Los criterios para evaluar la contaminacion y establecer los objetivos de remediacion
varian ampliamente entre los paises e inclusive entre los gobiernos locales de un pais.
Debido a la variedad de casos encontrados, si bien algunas autoridades han adoptado
guias 0 estandares para evaluar la contaminacién, las acciones de remediacion y los
niveles de limpieza se determinan especificamente para cada caso en particular, por lo
que la contaminacion es evaluada scobre la base “caso por ¢aso”.

La biodegradacién se define como el cambio producido por un sistema bioldgico a
una sustancia organica hacia la formacion de otra, independientemente de la extension
de dicho cambio. Cuando el cambio es pequefio, ésta es transformada en otra molécula
estructuralmente relacionada en cuyo caso la sustancia solo pierde una propiedad
especifica; a éste proceso se le llama biotransformacién o bien biodegradacion
primaria (Cain, 1992). Cuando la biodegradacién cuimina con la conversion total de los



compuestos organicos en biomasa, anhidrido carbdnico, agua y sales mineraies se
denomina mineralizacién o biodegradacién final. Desde el punto de vista ambiental
interesa que la biodegradacién tenga lugar hasta que desaparezcan las propiedades
toxicas indeseables de la sustancia.

Se denomina persistente a una sustancia que no muestra biodegradacion bajo
determinadas condiciones impuestas. Cuando una sustancia es resistente a la
biodegradacién bajo cualquier condiciéon se denomina recalcitrante (Grady, 1985.) En
la practica es dificil distinguir persistencia de recalcitrancia.

Cuando se aumenta la velocidad y/o extension de la biodegradacion por
microorganismos autéctonos mediante la optimizacion de los factores ambientales
(aplicacion de nutrientes, correccion de pH, aereacion, agitacién, etc.) el proceso se
denomina biodegradacién acrecentada y la estrategia empleada
bioestimulacién. A la incorporacién de microorganismos con capacidad para
degradar rdpidamente contaminantes en un determinado sitio se llama
bioaumentacion.

Los microorganismos degradan los contaminantes orgénicos basicamente por dos
mecanismos: 1) la utilizacién del compuesto como fuente de carbono y energia para
funciones de crecimiento (formacién de biomasa) y mantenimiento celular; 2} por co-
metabolismo, donde el compuesto es transformado, pero no necesariamente es
utilizado para crecimiento. .Este Gltimo mecanismo es importante en hidrocarburos
aromaticos de alto peso molecular. Los géneros bacterianos mas comunmente
reportados como organismos degradadores de hidrocarburos aromaticos son:
Aeromonas, Alcaligenes. Bacillus, Beijerinckia, Corynebacteria, Cyanobacter,
Flavobacterium, Micrococc&s, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus y
Vibrio . La biodegradacién también es llevada a cabo por hongos y levaduras, pero en
este trabajo no serdn abordados.

Los factores abiéticos como son la volatilizacion, lixiviacion, arrastre superficial y
adsorcién, pueden reducir el contenido de contaminantes en una matriz dada, peroc no lo
eliminan realmente del medio ambiente. La biodegradacion de compuestos organicos ha
mostrado ser el principal mecanismo de eliminacién real de muchos contaminantes
ambientales por 1o que el conocimiento de los mecanismos degradativos y de los
factores influyentes a estos es de fundamental importancia para lograr una efectiva
biorremediacién. La biodegradacién es influenciada o limitada por factores fisicos,
quimicos y biolégicos; en la tabla 1 se muestran los factores con mayor relevancia para
cada uno de los encabezados.

Los hidrocarburos aromaticos constituyen un grupo prioritario de contaminantes debido
a sus propiedades toxicas, mutagénicas y cancerigenas, asi como su persistencia en el
ambiente. Son compuestos escasamente solubles en agua, poseen un alto punto de



ebullicién y tienen tendencia a fijarse sobre materia organica y particulas pequenas del
suelo, sedimentos y aire. Si bien se han encontrado muchos organismos capaces de
degradarios, su baja solubilidad y su facilidad para ser retenidos contribuyen a su
persistencia en el medio ambiente. Adicionalmente, los hidrocarburos aromaticos son
formados naturalmente durante reacciones térmicas (procesos geoldgicos, incendios
forestales, etc.) y principalmente son componentes naturales del petréleo. Sin embargo,
la mayor cantidad presente en el medio ambiente tiene un origen antropogénico. Una de
las causas es la incompleta combustion de materia orgénica en procesos de generacion
de energia y la obtencidn o uso de sus derivados.

Tabla 1.- Factores que influyen en la velocidad y extensién de la biodegradacion (Ferrari, 1995).

FACTORES FISICOS

- Estado fisico del contamiante: solubilidad, adsorcién, emulsificacién
- Médelo de flujo, agitacién en sistemas liquidos.

- Tempaeratura

- Presién

FACTORES QUIMICOS

- pH
- Nutrientes
- Concentracién y velocidad de suministro de oxigenc
- Salinidad
- Concentracién del contaminante / Velocidad de aplicacién del
material contaminado en el sistema de tratariento
- Tipo y cantidad de los contaminantes (componentes principales y asociados}
- Humedad
- Tipo de suelo: textura, contenido de materia orgénica

FACTORES BIOLOGICOS

- Tipo de microorganismos presentes
- Concentracién de microorganismos degradadores

La biodegradacion de hidrocarburos requiere una capacidad metabdlica amplia
aportada generaimente por una comunidad microbiana. Dependiendo de la composicion
de dicha comunidad y de su adaptaciéon a la presencia del o los contaminantes la
degradacion se vera favorecida en menor o mayor grado. Diferentes estudios han
mostrado que la exposicién previa de una comunidad microbiana a los contaminantes
incrementa la velocidad y extension de la biodegradacion. El aumento del potencial de
degradacion por exposicion se denomina adaptacién. Existen tres mecanismos
relacionados por el cual tiene lugar la adaptacion:

1) Induccién ¢ activacion de enzimas especificas.



2) Cambios genéticos dando como resuitado nuevas capacidades metabolicas.

3) Enriquecimiento selectivo, donde sélo prevalecen aquellos miembros de la comunidad
capaces de degradar los componentes de interés.

Cuando un contaminante ha estado durante un largo periodo en un medio, I0s procesos
de adaptacion y seleccién microbianos tienen lugar naturaimente. En estos casos es
probable que haya una poblacién microbiana con capacidad metabdlica adecuada pero
que requiere bioestimulacién (Leahy & Colwell, 1990).

Otra estrategia para aumentar el potencial de biodegradacién disponible es la
bioaumentacion; esta puede efectuarse de dos maneras:

1} Aplicacion de microorganismos no autdctonos con capacidad mejorada para
degradar algun contaminante de interés.

2) Aislamiento de microorganismos indigenas de suelos o residuos contaminados,
adaptacion, enriquecimiento selectivo, propagacién y reincorporacion al suelo
contaminado o a sistemas similares que requieran de biorremediacion.

Una manera adicional comprenderia la combinacion de las dos estrategias anteriores, en
la que organismos autéctonos con capacidades degradativas son mejorados
metabdlicamente para posteriormente ser liberados en su hébitat natural, tal es el caso
de los organismos tratados o mejorados por ingenieria genética (Figura 1).

AISLAMIENTO AMBIENTAL
{ agua - suelo )

AISLAMIENTO DE MICROBIOS
CONVENENTES

Y

SHELECCION DE MICROBICS POR
CAPACIDAD METABOLICA

* Degradacién de grasas

* Degradacion de calulosa

* Degradacion de detergantes
* Degradacion de fenol

* Degradacion de Naftaleno

* Oxidaciin dg amonia

SELECGION DE CEPAS -

MAS EFIGIENTES
* Incremento de actividad enzimatica
* Incremento de secrecion de exoenzimas
* Incremento de accién da moléculas efectoras
* Decrementc de accidn de moléculas represoms
SOMETER A AGENTES MUTAGENICOS
O MAYOR SELECCION

¢

BIORREMEDIACION POR
LA CEPA AISLADA

Figura 1.- Esquema seguido en el desarrollo de un organismo biorremediador (Stephenson & Stephenson,
1962).



Se han descrito varias técnicas para la remediacion de contaminantes, principalmente
hidrocarburos de petréleo, entre las que se encuentra la introduccién de cepas
bacterianas de origen natural modificadas por ingenieria genética en el area
contaminada (Chakrabarty, 1985). Entre las estrategias a seguir para la
implementacion de sistemas biodegradadores se mencionan a continuacion las mas
importantes:

1.- Determinacién de factores para optimizacion de condiciones de biodegradacion en
laboratorio y posteriormente en campo.

2.- Utilizacién de organismos inmovilizados o de sus enzimas para la biodegradacion de
compuestos.

3.- Desarrollo de biorreactores de campo.

4.- Adaptacién de tecnologias existentes para producir, distribuir y aplicar grandes lotes
de microbios degradadores.

5.- Estudio de los mecanismos de biodegradacion incluyendo vias metabdlicas;
identificacion, aislamiento y caracterizaciéon de enzimas degradativas.

6.- Localizacion, secuenciacion y expresion de genes degradativos.

7.- Ingenieria genética de microbios detoxificantes.

8.- Estrategias para degraidacién de contaminantes en ambientes naturales vy
adaptacién de nuevas tecnologias para purificaciéon de aguas residuales.

Por otro lado, el proceso degradativo puede ser estimulado por el suplemento de
nutrimentos en el medio contaminado. Por ejemplo, en la contaminacién por
hidrocarburos estaria presente un exceso de fuente de carbono, pero ias fuentes de
nitrégeno y fosforo son limitadas. Por lo que es necesario el suplemento de nutrientes
que restauren o equilibren la proporcion C/N y C/P para el adecuado metabolismo de la
comunidad bacteriana.

Adicionalmente uno de los factores que afectan considerablemente la degradacion de
hidrocarburos es la baja hidrosolubilidad de estos. Esta propiedad de los hidrocarburos
constribuye a un efecto final de baja disponibilidad de los substratos para las
comunidades microbianas degradadoras, causando su persistencia en el ambiente. En
consecuencia han sido desarrolladas diversas sustancias cuya funcién es emulsificar los
hidrocarburos y favorecer su biodisponibilidad en el medio acuoso, incrementando
fuertemente la velocidad degradativa de los hidrocarburos. Entre los productos usados
en casos de contaminacién por hidrocarburos que han sido probados en el derrame
petrolero del bugue Exxon Valdez en las costas de Alaska en 1989 (Rivet et al. 1993),
se encuentran sustancias oleofilicas, biosurfactantes, urea, lauril-fosfato, acido oléico,
INPOL EAP22 , etc., los cuales de alguna manera contribuyeron a una mejor remocion del
derrame de hidrocarburos, asi como a favorecer la degradacion de estos.



2.- MECANISMOS DE RECALCITRANCIA

La estructura de!l compuesto en cuestion es lo que determina que una sustancia sea
recalcitrante. Los compuestos son clasificados en cuatro categorias en base a su
biodegradabilidad o recalcitrancia:

1) Los compuestos totalmente recalcitrantes que no son atacados bajo ninguna
circunstancia. Es dificil precisar cual compuesto cae en esta categoria, pero son
candidatos fuertes los polimeros sintéticos como son el nylon, polyester, poly(ethilene-
terephthalate), teflon, polyethilene y polystyrene.

2) Compuestos que son degradados, pero nunca a una velocidad rapida en la
naturaleza o in vitro. Por ejemplo la lignina que aunque es substrato de muchos hongos,
nunca es asimilada rapidamente.

3) Compuestos que son asimilados rapidamente en cultivos microbianos, pero que son
desconocidos en un medio biologico natural. Ciertos insecticidas cloro-hidrocarbonados
son metabolizados en cultivos, pero su rapida conversion a CO,, agua y cloro mostrada
in vitro no es tan eficiente en la naturaleza.

4) Compuestos que son substratos apropiados para poblaciones microbianas
autéctonas, pero que ocasionalmente son considerados persistentes.

Ademaés, hay una serie de condiciones que pueden contribuir a la recalcitrancia de
compuestos por ejemplo: Un organismo deberd poseer un potencial degradativo para
metabolizar los compuestos. Este mismo organismo deberd estar presente en el
ambiente o encontrar la via para llegar a él. Otra condicion es la accesibilidad de los
compuestos para especies potencialmente activas y la presencia de substratos que
puedan penetrar en la célula si las enzimas involucradas en estados iniciales de la
degradacioén son intracelulares; o bién, la induccién de las enzimas involucradas en la
degradacion si no son constitutivas.

En algunos otros casos los compuestos son acoplados a sistemas degradativos
existentes, tal es el caso de la oxidacion de alcanos, los cuales son degradados por .
acoplamiento a la B-oxidacion.

En otro contexto, cuando los compuestos gque son metabolizados no sustentan el
crecimiento de un organismo, presumiblemente por la insuficiente oxidacion de los
compuestos, generando productos que no son asimilados por el organismo
eficientemente se le ha llamado cometabolismo. Como ejemplo se encuentra la
degradacion del DDT el cual es rapidamente degradado por altas densidades
bacterianas (in vitro) pero en el ambiente se comporta como un compuesio
recalcitrante por su incapacidad de promover el crecimiento microbiano.

Las especies activas en la descomposiciéon de muchos productos naturales y sintéticos,
frecuentemente requieren de alguno, varios y ocasionalmente de un gran numero de



factores de crecimiento. La carencia de cualquier nutriente esencial previene el
crecimiento y por lo tanto hace inapreciable la descomposicién de cualquier molecula en
la naturaleza. Entre alguno de estos factores limitantes del crecimiento esta el oxigeno.
El oxigeno molecular es importante en la biodegradacion por dos razones, é€ste es el
aceptor final de electrones para organismos aerébios y ademas es un reactante en
ciertos procesos catabdlicos. El papel del O, como reactante mas que como aceptor de
electrones en una secuencia oxidativa es fundamental en la asimilacién microbiologica de
alcanos y de hidrocarburos aromaticos. Las grandes acumulaciones de materiales
orgénicos son frecuentes en habitats deficientes de Oo.

3.- GENERALIDADES DE SURFACTANTES
3.1 GENERALIDADES

A partir de la segunda guerra mundial el desarrollo industrial condujo a la sintesis de una
gran cantidad de nuevos quimicos, muchos de estos ampliamente usados en actividades
industriales y domésticas. Una de las consecuencias de esta revolucion quimica
constituyd el reemplazo en una década de! jabon por los detergentes sintéticos. El inicio
de la produccién de surfactantes sintéticos comenz6 comercialmente en los anos 50s
con la introduccién al mercado del detergente “tetrapropilen alquilbenceno sulfonato”,
compuesto favorecido por la expancién de la industria petroquimica. Respecto a las
ventajas obtenidas de los detergentes de origen sintético sobre los jabones, se
considera el menor costo de produccién de los detergentes, ademas de poseer una
mayor actividad de superficie bajo condiciones acidas y en aguas duras. Posteriormente
aparecieron en el mercado un gran numero de surfactantes sinteticos tales como
alquilsulfatos, alcohol-etoxilatos y alquiletoxi-sulfatos, recibiendo mayor importancia por
su uso y consumo los surfactantes alquiibenceno sulfonatos lineales y en segundo
término los alquilfenoletoxilatos alfa-olefin-sulfonatos y alcano-sulfonatos.

Los surfactantes presentan una alta actividad de superficie en soluciones acuosas
derivada de fuertes motivos hidrofébicos e hidrofilicos localizados en la misma molecula.
Ta! actividad permite 1a agregacién de las moléculas tanto en la superficie de la solucién
acuosa asi como en el limite entre fase acuosa y no acuosa (interfase liquido-aire o
acuosa-no acuosa); bajando por consiguiente la tensién superficial y aumentando la
formaciéon de espuma. Usualmente las formulaciones de detergentes contienen entre 10-
30% de surfactante, el resto del material comprende sustancias ablandadoras como
sales de polifosfato, blanqueadores, perboratos, silicatos, aromatizantes y colorantes,
que colectivamente forman un producto con alta eficiencia limpiadora (Figura 2).

La palabra detergente generalmente es un término mercantil designado a formulaciones



comerciales no jabonosas para uso como agentes limpiadores y de lavanderias. Las
propiedades de limpieza, humectantes y emulsificantes de los surfactantes se deben a
su naturaleza anfifilica.

Otros

Suavizantes 1%
Blanqueadores 1%
Enzimas 1%
Fragancias 0.5%
Abrillantadores 0.5%
Otros 2%

Excipientes

Carbonaio de sodio 23%
Tripolifosfato de sodio 18%
Silicato de sodio 5%
Zeolitos 4%

Citrato de sodio 2%

Otros 6%

Surfactantes

Anionicos 18%
No-idénicos 14%
Catidnicos 3%
Anfotéricos 1%

Figura 2.- Proporciones de surfactantes usados en formulaciones de detergentes (Greek & Houston, 1991).

Los surfactantes destacaron en el ambito ambiental al ser considerados compuestos
recalcitrantes, evidenciado por una intensa formacién de espuma en plantas de
tratamiento de aguas residuales, rios e incluso en agua potable cercana a los sitios de
descarga. Andlisis mas detallados mostraron que el tipo de compuestos encontrados
correspondié a alquilbenceno sulfonatos con alto grado de ramificacién en la cadena
alquilica (Cain, 1987). El problema disminuyé considerablemente con el reemplazo de los
surfactantes de larga vida por los surfactantes menos persistentes o biodegradables,
contribuyendo grandemente a la reduccion de la polucion en mantos acuiferos.

3.2 CLASIFICACION DE SURFACTANTES

Aungue hay una enorme variedad de estructuras quimicas gue potencialmente pueden
poseer propiedades anfifilicas, en la practica solo un pequefic nimero de compuestos
poseen alta propiedad emulsificante y limpiadora para ser usada como detergente. De
acuerdo al ion producido en soluciones acuosas, los detergentes se clasifican en cuatro
grupos (Figura 3):



a) Surfactantes anionicos: Estos forman iones cargados negativamente en
soluciones acuosas, la carga es conferida generaimente por un grupo sulfonato o
sulfato. En este grupo se encuentran alquilbenceno sulfonatos lineales (LAS),
alquilbenceno sulfonatos ramificados (BAS), alquilsufatos, alcohol-etoxisulfatos, alfa-
olefin-sulfonatos y alcano-sulfonatos. Los surfactantes LAS son el compuesto con mayor
produccion del total de surfactantes. Estos surfactantes comerciales son generalmente
constituidos por mezclas complejas de is6meros y moléculas similares cuyas
proporciones dependen de la materia prima y las condiciones de reaccion en la sintesis.
Los alquiletoxisulfatos por su reducida sensibilidad a la dureza del agua y suavidad a la
piel, son los mas comunmente usados en detergentes de uso cosmético, tales como los

shampoos.

b) Surfactantes catidnicos: Estos producen un ién cargado positivamente en
solucién acuosa y son principalmente compuestos cuaternarios de amonio, tales como el
tetra-alquilamonio [(RN(CH3)4*] o N-alquilpiridinium [CsHsN{CH2),CH3+]. Estos
surfactantes generalmente son costosos, poseen una pobre propiedad detergente, pero
tienen excelentes propiedades bacteriostatica y bactericida. Son degradados
aerobicamente y es poca la informacién conocida acerca de las vias catabdlicas de los
organismos que los degradan.

c) Surfactantes no-iénicos: En este caso, ambos grupos hidrofébico e hidrofilico
son de naturaleza orgéanica y no son ionizados aparentemente. Su propiedad de
superficie es derivada de un efecto acumulativo de las débiles pero multiples cargas
presentes. La relativa insensibilidad de estos detergentes a la dureza del agua y por su
baja espuma producida ha promovido su uso popular como constituyentes en
formulaciones de detergentes para maquinas lavadoras de ropa y utensilios de cocina.
Estos poseen ademds una amplia variedad de usos en cosméticos, agricultura y textiles
donde las propiedades emulsificantes y humectantes son muy importantes y necesarias.
Los surfactantes no-iénicos de mayor importancia comercial son los alcohol-etoxilatos y
los alquilfenol-etoxilatos que son preparados por reaccién del alcohol o el alquilfenol
respectivo con 6xido de etileno.

d) Surfactantes anfotéricos: Este tipo de surfactantes contiene carga neutra,
dada por contener dos iones contrarios en la misma molécula (grupo anidnico y
catiénico), estos surfactantes se producen en pequefias cantidades formando parte de
formulaciones cosméticas especiales.



A) Surfactantes anidnicos

e D805 Alquil sulfato
NSNS SO Alcano sulfonato
50,
\/\/\/\/\/\n/ 0-Chy Ester de ac. graso sulfonato
(|
NN || NG 0 0-50," Alquil etoxi sullato
~
| Alquilbenceno sulfonato
2 lineal (LAS)
SO,
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B) Surfactantes catidnicos

CH
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C) Surfactantes no-idnicos

S A~ [ NP UNU'\ADN OH Alquil etoxilato

P N |
N 0 oH
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D) Surfactantes anfotéricos

Etoxilato de amina grasa

CHy
1

R e e P T lNV\ $0,° Alquilsulfobetaina
o

Figura 3.- Clasificacién de los surfactantes de acuerdo al i6n lormado en soluciones acuosas (Cain, 1994).
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4.- GENERALIDADES DE ALQUILBENCENO SULFONATOS

Los alquilbenceno sulfonatos (LAS) usualmente son sintetizados por alquilacion tipo
Friedel-Crafts del benceno sequido por la sulfonacién del anillo aromatico. Por este
método se obtienen compuestos con cadenas de Co a Cq4 (Marcomini & Giger, 1987); a
diferencia, los alquilbenceno sulfonatos ramificados (BAS) se sintetizan a partir de una
mezcla de 1-propeno con bencenosulfonato en presencia de &cido hidrofludrico en
proporciones estequiométricas adecuadas (Soberon-Chavez, et al. 1996). La cadena
alquilica de estos compuestos generalmente es de un promedio de entre 12-18
carbonos.

Despues de la introduccion de los detergentes sintéticos en los afios 50’s, se observo
una marcada persistencia ambiental, cuya caracteristica mas obvia y notable fue la
formacién de espuma aun a concentraciones tan bajas como 1ug/ml. Se reporta que la
concentracion de BAS presentes en aguas residuales de origen doméstico oscila entre 1
a 20 ppm; cantidad suficiente para la formacion de espuma (Sweeney & Anderson.
1989).

Las estimaciones mas recientes reportadas acerca del consumo mundial de
surfactantes comprendieron 2.24 millones de toneladas en Estados Unidos y 5.18
millones de toneladas a nivel mundial en 1990; de los cuales los surfactantes anionicos
representan la mayor proporcién de surfactantes contenidos en formulaciones
comerciales (Figura 4; Greek & Houston,1991). Estimaciones actuales indican que para el
préximo sigio el consumo de surfactantes sobre pasaré las 10 millones de toneladas
anuales a nivel mundial.

Los surfactantes en generél, presentan algunos efectos téxicos resultado de su fuerte
tendencia a ser adsorbidos por las membranas biolégicas. Por ejemplo, los surfactantes
pueden producir la muerte de peces cuando se encuentran en el agua en niveles entre 1-
5 ppm. Los niveles ambientales de detergentes aniénicos raramente exceden 5-10 pg/mi
(0.001%}).
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Anfotéricos 1%
A B

% Doméstico
X 8%

Catidénicos

Aminas sin oxigeno y sales 3%
Sales cualarnarias de amonio
sin oxfgeno 2%
Oxidos de amina 3%
Oiros 1%

Consumo en E.U.A. (1990}
2.24 millones ton.

No-iénicos

Eleres 17%
Esteres de dc. carboxilicos 5%
Amidas de &c. carboxilicos 1%
Qlros 1%

Anidnicos

2%

— Doméstico
W 61%
\/:"\/

Ac. sulldnicos y sales 35%

Ac. carboxilicos y sales 16% Consumo mundial restante
Esteres de 4¢. sullirico y sales 14% (1990) 5.18 millones ton.
Otros 1%

Figura 4.- A) Proporcién y tipo de surfactantes usados en formulaciones de detergentes. B) Consumo
mundial de surfactantes en 1990 (Greek & Houston, 1991).

5.- MECANISMOS DEGRADATIVOS DE ALQUILBENCENO SULFONATOS
5.1 ANTECEDENTES BIODEGRADATIVOS DE ALQUILBENCENO SULFONATOS

Los alquilbenceno sulfonatos derivados de tetrapropileno (BAS), contienen una cadena
alquilica altamente ramificada. Hammerton{1955), Sawyer et al.(1956) y Mackinney &
Symons (1959) fueron los primeros en considerar que la recalcitrancia de estas
moléculas podria ser atribuida a la estructura ramificada de la parte alquilica del
surfactante. Estudios subsecuentes empleando una variedad de modelos de
surfactantes con estructuras conocidas confirmaron las sospechas de que la estructura
ramificada de la molécula determina grandemente su labilidad bioldgica. En 1964 Kiein &
McGauhey identificaron a los aiquilbenceno sulfonatos ramificados como el principal
surfactante causante de la polucién ambiental. Estas observaciones condujeron a
mediados de los 60’s a la produccién industrial de alquilbenceno sulfonatos lineales
(LAS). Comparando los derivados tetrapropileno benceno sulfonato (BAS) contra LAS,
se encontré que los derivados de LAS fueron mas susceptibles a la biodegradacion. Esto
concuerda con el hecho de que mientras la produccion de LAS fue incrementada
alrededor de 30 veces a mediados de los 60’s, no se encontré un incremento
significante en las cantidades de surfactante acumulado tanto en suelo como en mantos
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acuiferos en este periodo. Por el contrario, con el uso de surfactantes del tipo LAS se
noté un mejoramiento ambiental en términos de espuma presente y niveles de
surfactante residual en mantos acuiferos.

Existe el reporte de un experimento realizado por Sharman (1964) citado en Sweeney &
Anderson, (1989); en el que se demuestra la baja biodegradabilidad de BAS. El
experimento consistié en el uso de una pecera para simular una pila de tratamiento de
aguas residuales que fué inoculada con lodos activados. Se observé una remocion de
alrededor del 98% del surfactante BAS en un tiempo de 200 dias, comparado con el
surfactante LAS, que fue asimilado en menos de 10 dias, una observacién importante es
el hecho de que el surfactante BAS mostré una curva de degradacion de primer orden,
en la cual se evidencia una asimilacion del 85% en los primeros 30 dias, siendo asimilado
el resto mas lentamente. Una explicacién al fenémeno anterior es el hecho de que BAS es
sintetizado a partir de moléculas de propileno, produciendo una mezcla de isomeros
ramificados con cadenas alquilica de 12 carbonos. De tal manera que se forman
moléculas mas o menos susceptibles a la degradacion. Entre las mas faciimente
asimilables se encuentra el 85% de las moléculas, el 15% restante corresponde a
moléculas persistentes pero no del todo recalcitrantes ya que son degradadas en
periodos de tiempo mayores. Este hecho nos hace ver que al hablar de BAS como un
compuesto recalcitrante no es del todo cierto, siendo mas correctamente hgblar de
BAS como un compuesto persistente.

5.2 MECANISMO DEGRADATIVO DE ALQUILBENCENO SULFONATOS

Existen especies bacterianas que han desarrollado la capacidad de resistir a la lisis y de
crecer bajo altas concentraciones de surfactantes. Con excepcion a los alquilsulfatos,
pocos tipos de detergentes han sido completamente degradados por cultivos puros.
Existen algunos reportes de aislados bacterianos, por ejemplo Bacillus sp. que pueden
mineralizar completamente un alquilbenceno sulfonato lineal de Cy» (Willetts & Cain, 1972,
Willetts, 1974). Pero frecuentemente, sélo una parte de la molécula (cadena alquilica) es
utilizada por un sélo microorganismo siendo el resto degradado por otros que actian
subsecuentemente (Watson and Jones, 1979; Robson, 1986).

Existen variantes que influyen en la degradacion de BAS, principalmente en sistemas de
tratamiento de aguas, en las cuales se incluyen factores como contenido bacteriano
inicial, estaciéon del afio, concentracion y naturaleza de la bacteria presente, su previa
historia de aclimatacién, concentracion y naturaleza de alimento, nutrientes, oxigeno,
materiales adsorbidos, impurezas tdxicas, etc (Tabla 1). Pero los factores que afectan
con mayor fuerza la velocidad de degradacién es la concentracion inicial del surfactante
y su estructura quimica (en general altas concentraciones de surfactantes retardan
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considerablemente su desaparicion). En la figura 5 se muestra claramente que la
estructura del surfactante afecta definitivamente la velocidad de degradacion. Por
ejemplo, la presencia de un sélo grupo metilo en la porcion alquilica de la molécula
promueve una mayor durabilidad o resistencia a la degradacion, asi como las
ramificaciones adicionales se asocian con periodos largos de persitencia en el ambiente.
De igual manera, compuestos con carbonos cuaternarios adyacentes al extremo final de
la cadena son extraordinariamente resistentes (Figura 5). De la misma manera, el efecto
de la posiciéon del grupo fenilsulfonato en la cadena alifatica modifica el periodo de
inducci6n y la velocidad de biodegradacion del surfactante. La biodegradabilidad de BAS
es facilitada con el incremento de la distancia entre el grupo fenilsulfonato y el extremo
mas remoto de la cadena alquilica. La presencia de un grupo metilo cerca o lejos del
extremo de la cadena tiene un ligero efecto de retardo en la biodegradacion; pero si
existe un grupo cuaternario en el extremo causa un pronunciado efecto de retardacion

(Figura 5).
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Figura 5.- Efecto de la posicion del grupo fenilo y presencia de sustituyentes sobre la cadena alifatica en la
biodegradabilidad de alquilbenceno sulfonatos; dias indican el tiempo en que fue alcanzado un 90% de
degradacién del compuesto (Adaptado de Swisher, 1963).
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El hecho de que BAS con carbono cuaternario terminal sea degradado es indicio de la
existencia de vias metabdlicas alternativas. Ryckman & Sawyer en 1957 demostraron
que la presencia de ramificaciones en la cadena inhibe la biodegradacion de alquilbenceno
sulfonatos, también examinaron el efecto en cadenas alquilicas de C4 a C12; encontrando
que los enlaces primarios y secundarios son degradados completamente con la
liberacion de sulfato, mientras que los enlaces terciarios son mas persistentes.

Swisher (1963) demostré que el grupo sulfonato en posicion para es mas rapidamente
degradado que el encontrado en posicion orto. La velocidad de degradacion también es
dependiente de la longitud de la cadena alquilica asi como de la posicion del grupo
benceno en la cadena. Finalmente la degradacién se mejora aumentando la distancia
entre el carbono final de la cadena y el grupo sulfonato.

La asimilacion de la molécula de LAS revela tres posibles puntos donde el ataque
microbiologico puede actuar. Estos son: La cadena alquilica, el anillo bencénico y el grupo
sulfonato. Ryckman & Sawyer (1957), Huddiston & Allred (1963), Swisher (1963) y Cain
et al. (1972) proporcionaron fuertes evidencias de que el ataque inicial ocurre en el
grupo metilo terminal de la cadena alquilica, usualmente por w-oxidacion para producir
un acido carboxilico mas susceptible a la degradacion via B-oxidacion. La w-oxidacion de
la cadena alquilica en la degradacién de LAS en algunos organismos es seguida por B-
oxidacion (Willetts & Cain, 1970, Cain et al. 1972). Huddleston & Allred (1963} aislaron
pequefias cantidades de los derivados sulfonatados (fenil dodecanoato, tenildecanoato,
feniloctanoato y fenilhexancato) durante el crecimiento bacteriano en 2-fenildodecano
sulfonato. Bird (1972) encontrd sulfofenilhexanoato, sulfofenilbutilato y sulfofenilacetato
como productos degradativos de 1-fenildodecano-p-sulfonato por un cultivo de
Pseudomonas crecidas en LB + surfactante. Técnicas de HPLC han demostrado que la
oxidacién de la cadena alquilica de LAS es usualmente afectada mientras el anillo
aromatico permanece sulfonatado. Sin embargo, muchas bacterias crecen so6io a
expensas de cadenas alquilica C41 0 Cy2 de longitud, asimilando unidades de C, via acetil-
CoA, oxidando el surfactante hasta sulfobenzoato o sulfofenilacetato, respectivamente.
El crecimiento en estos compuestos es acompafiado por la induccion de enzimas de la
via del glioxilato, enzimas que son rapidamente reprimidas por la asimilacion de los
carbonos del anillo ( Figura 6; Cain, 1987; Cain, 1994).

La B-oxidacion involucra una etapa temprana de deshidrogenacion en la gque es formado
un intermediario alquenoil-CoA (Kolbel et al. 1967), primeramente observado por |a
formacion de sulfocinnamato en cultivos incubados con 1-fenildodecano-p-sulfonato
(aparicion de banda de absorcion en uv a 268 nm). Robson (1986} encontrd el mismo
producto en cultivos con aislados puros en presencia de undecilbenceno y heptiloenceno
sulfonato (A, 273 nm) y un compuesto similar (263 nm) en cultivos crecidos con LAS.
En la degradacién de LAS (sulfofenil undecanoato) se encontrd la presencia de una serie
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de compuestos cuya masa molecular varia por multiples de 2 carbonos, esto es, cada
compuesto separado de la siguiente molécula por 28 unidades de masa correspondiente
a (-CHp-), molécula perdida por sucesivos ciclos de B-oxidacion.

A) Rupt ura hi drofilica- hidrof ébica

\/\/\/\/\&)

B) Ox idacion hi drof 6bica

Figura 6.- Estrategia del ataque microbiano en surfactantes aniénicos y probablemente en catidnicos. Las
flachas indican los puntos iniciales de ataque (Cain, 1994).

Overath et al. (1969), encontraron que mutantes afectadas en las enzimas Acil-CoA
sintasa, acil-CoA deshidrogenasa y en B-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, simultaneamente
pierden la capacidad de crecer en &cidos grasos, fenil alcanoatos y LAS, por el
contrario sus revertantes recuperan las tres capacidades.

Las ramificaciones de la cadena alquilica por si mismas, no necesariamente implican
recalcitrancia. La B-oxidacion puede acoplarse bastante facil con grupos metilo en el
atomo a, generando simplemente propionil-CoA en lugar de acetil-CoA. La sustitucion en
un carbono B por un dimetilo o la presencia de un carbono cuaternario en el extremo de
la cadena alquilica impiden la clasica oxidacién B, la cual requiere un carbono no
sustituido en la posicion B y al menos un protdn en la posicion o proximal del tioester;
sin embargo, sus isomeros sufren biodegradacion (Swisher, 1969). Una posibilidad es
que por a-oxidacion un carbono sea removido de la cadena alquilica. Existe la evidencia
de que algunos organismos poseen tai capacidad eliminando el carbono acoplado al
sustituyente del carbono B de la cadena alquilica como CQ;, de manera similar al
metabolismo ocurrido en mamiferos que asimilan 3,6-dimetiloctanoato (Stokke, 1966) o
acido fitanico (Steinberg et al. 1967), como se muestra en la figura 7.

Las ramificaciones alquilicas en la posicion B pueden ser también eliminadas mediante una
reaccion de carboxilacion tal como ocurre en la oxidacion de alcohol-isoprenoides como
en el caso de Pseudomonas citronellolis (Sevbert & Fass, 1964). Se propone que algunos
productos analogos ramificados pueden ser degradados por estas enzimas debido a
inespecificidad en el reconocimiento del substrato.
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Figura 7 - Sitios de o-0xdacion (* ) y Boxidacion (‘ﬂ*) de dimetiloctanoato (Cain, RB. 1987).

Segun la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y Desarrollo (OECD), se considera
un surfactante biodegradable el que es eliminado al menos un 70% en un periodo de 28
dias. Existen ejemplos degradativos en los cuales alquilbenceno sulfonatos con cadenas
alquilicas menores de Cg son asimilados prioritariamente por el anillo aromatico,
permaneciendo la cadena alquilica intacta hasta su ruptura (Cain,1987; Figura 8).

S053H CH CH CH
Catecol 2,3
Desulfonadén oMgenasa OOOH Deshidrogenasa COCH
{ CHO ; " GOOH
0 S0° (0 MAD'  NADH
Ro-Re Ro-Re Ro-Rg Ro-Rg
Alquibenceno Alquicatecol 2-Hid roxi-5 -alquimuconico 2-Alqui-4-oxalocrotonato
sulfonato samlaldehid o { enol)
'
/1 Hdrolasa Tautomerasa
\ ]
A HEOOH v '
{Ro-Rg) THaCHO Ol\ (')\
Auiadehido
g Adohsa QOOH  Haratasa OOOH Descamoxias QOOH
+ - | -nﬁ\— - |
QO0H
CH;COCO0OH HO
Fruvato Ro-Re Ro-Re 00 Rs-Rg

4-Hid roxi-2 -oxoakquiato 2-Oxoalyui-4-ancato 2-Algui-4-oxalocrotonato

Figura 8.- Secuencia catabdlica de aiquilbenceno sulfonatos de cadena lineal Cq - Cg en Pseudomonas
testosteroni PtS-1 (Cain, 1987).

Jiménez et al. (1991), reportaron la mineralizacién aerébica de LAS por un consorcio
bacteriano consistente de cuatro cepas con caracteristicas de los géneros
Pseudomonas y Aeromonas. Los miembros del consorcio no fueron capaces de
degradar LAS por separado y tres de ellas logran la oxidacién inicial de la cadena
alquilica, pero en conjunto se observo un efecto sinérgico sobre la mineralizacion de LAS.
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Similarmente Sigoillot & Nguyen (1992), demostraron la oxidacion completa de LAS por
comunidades bacterianas aisladas de aguas residuales en efluentes costeros,
concluyendo que la degradacion de LAS ocurre por tres procesos; completa oxidacién
de la cadena alquflica, seguida de la desulfonacion de los intermediarios sulfo-alcandicos
y la ruptura dei anillo aromatico, donde la etapa clave en la mineralizacion es el ataque

. al anillo aromatico (Figura 9A). Cuando los substratos LAS contenian cadenas con

carbonos impares se identificé la acumulacion momentanea de los intermediarios acido
4-hidroxibenzoico y 3,4-dihidroxibenzoico, posteriormente degradado via ruptura orto
del anillo. Cuando LAS fue usado como substrato con cadena alquilica de carbonos
pares, los intermediarios encontrados fueron los &cidos 4-hidroxifenilacetico y 3,4-
dihidroxifenilacético, con subsecuente degradacion via ruptura meta del anillo (Sigoillot &

Nguyen, 1992) (Figura 9B).

CH,4{CH 3) o -CH, COOH COOH 0
/ COCH
f}'z
| —»> - | I coon > coon > CH,
COOH N coom
CH,<{CH ,) o-CH; CH,-COOH 0-42-000H GHZ-COOH CH,-COOH
At = Ac. pinivico
COOH
- — —p- — - -,
/ COOH an oo
Ac. succinico

Figura 9.- Degradacién de LAS por un consorcio bacteriano. A) LAS con cadena par (ruptura via orto). B)

LAS con cadena impar {ruptura via meta) (Sigoillot & Nguyen, 1992).

Kertesz et al. (1994) reportan la identificacion directa de productos hidroxilados como
resultado de la desulfonacion del surfactante LAS. Estos intermediarios se identificaron
por espectrometria de masas en cultivos bacterianos de Pseudomonas putida S-313,
bajo condiciones en que LAS es usado como Unica fuente de azufre y la presencia de
una fuente adicional de carbono y energia, el resultado fue la acumulacion de
intermediarios del tipo 4-hidroxifenil-undecano y tridecano. Estos compuestos no
sufrieron posterior degradacién bajo las condiciones usadas, pero al usar un consorcio
bacteriano adicional, la asimilacién fue total; concluyendo que la desulfonacion de LAS es
la primer etapa en la mineralizaciéon del surfactante. Posteriormente en Pseudomonas
aeruginosa PAO1 también fue demostrada la desulfonacion de compuestos
fenilalcanosuifonatos en medios de culivo carentes de fuente de azufre (Kertesz, 1994).
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El ejemplo contrario fue reportado por Cain, 1994; quien refiere gue LAS con cadenas
mayores de Cg sufren inicialmente acortamiento de la cadena alifatica hacia la formacion
de un sulfofenil alcanoato, el cual posteriormente es desulfonado para producir un
intermediario del tipo catecol-alcancato que subsecuentemente es degradado via
ruptura del anillo aromatico (Figura 10).

SO, Alquilbenceno sulfonato
/\NW\O_ Oy Inodl (LAS)

Corte de la cadena aiguilica
por w/ B oxidacién

HOOCMO' (o Sulfof enil alcanoato

S0, %— 50,7 Desulfonacion

HOOC/\/\Q— OH Catecol acanoao

# OH

rupt ura del anillo
via-meta

Vias metabdlicas
centrales

\
Figura 10.- Biodegradacion de alquilbenceno sulfonatos lineales (C.g) por consorcios baclerianos (Cain,
1994).

5.3 MECANISMO DE DESULFONACION EN ALQUIBENCENO SULFONATOS

La unién C-S de un sulfonato aromatico es termodindmicamente mas estable que la
correspondiente unién éster de sulfato (C-O-S). Naturalmente se producen compuestos
organicos azufrados entre los que se incluyen azucares sulfonatados de piantas,
taurina, Co-M, ciertos aminodcidos y acidos alquilsulfdnicos de cadena corta, algunos de
éstos como producto de la oxidacion de sulfuros en la atmoésfera (Beidlingmaier &
Schmidt, 1983). Leidner et al. (1980), demostraron que el reemplazo del grupo
sulfonato por un grupo carboxilo aumenta grandemente la biodegradabilidad en
compuestos arométicos. La desulfonacidn quimica simplemente remueve el grupo
sulfonato sin ocurrir sustitucion, un ejemplo biologico similar ocurre en Cladosporium
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resenae cuando es crecido en 1-fenil-LAS, donde se reporta un tipo de desulfonacion sin
sustituciéon alguna (Cain et al. 1972). Focht & Williams (1970) refieren a una cepa de
Psedomonas la cual oxida p-toluenc sulfonato a un compuesto del tipo catecol
sulfonatado antes del evento de desulfonacién. En contraste Willetts & Cain, 1972;
proponen que el grupo sulfonato es sustituido por un grupo hidroxilo. Investigaciones
recientes dilucidan el mecanismo de desulfonacion en el que involucran el atague de una
dioxigenasa sobre el grupo sulfonato formando un suifo-hidrodiol, la pérdida del grupo
sulfonato en alquilbenceno sulfonatos ocurre en forma de sulfito, el cual es facilmente
oxidado a sulfato en presencia de metales traza como Fe3+ (Figura 7, 9, 10). Esta ruta
de eliminacion contrasta fuertemente con un grupo similar de compuestos, los
aromaticos halogenados. Ambos grupos son propiamente de origen sintético y ambos
representan compuestos que recientemente fueron liberados al medio ambiente. El
efecto de induccidn negativa del halégeno impide el ataque electrofilico de las
oxigenasas; como resultado a tal impedimento, prevalece la via orto de ruptura del
anillo en el metabolismo microbiano, con la subsecuente etapa de eliminacién del
halégeno (Knackmuss, 1981). Por otro lado la ruptura del anillo via meta es considerada
irreversiblemente inhibida por el cloruro de acilo, el cual es el producto de fa oxigenacion
de los halo-catecoles (Reinecke, 1984). En contraste a la unién C-Cl, la unién C-sulfonato
es altamente polar y le proporciona una labilidad mayor para la eliminacion anterior a la
ruptura del anillo (Knackmuss, 1981).

5.4 PLASMIDOS EN LA DEGRADACION DE ALQUILBENCENO SULFONATOS

Los plasmidos se encuentran en casi todos los géneros de organismos procariotes y en
ciertos organismos eucariotes; esto muestra su importancia evolutiva. El hecho de que
las vias degradativas para muchos compuestos se encuentren codificadas en plasmidos,
sugiere que los plasmidos contienen una gran historia evolutiva y son parte importante
en el desarrollo de nuevas rutas metabdlicas. La existencia de estos elementos hace
suponer su procedencia a partir de pldsmidos primitivos que evolutivamente han
seleccionado nuevas actividades a través del tiempo. Esta hipdtesis se basa en el amplio
incremento de las vias degradativas de compuestos relativamente nuevos localizadas en
plasmidos. Los genes “ancestrales” de las nuevas rutas catabdlicas han evolucionado
codificando nuevas actividades. Existe una correlacion respecto a una mayor frecuencia
de plasmidos en bacterias procedentes de ambientes contaminados que los
encontrados en bacterias aisladas de ambientes pristinos. Existen pocas evidencias de
plasmidos relacionados con la degradacion de surfactantes. Aunque se ha reportado la
presencia de plasmidos en bacterias que degradan LAS, su presencia no se correlaciona
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extrictamente con el fenémeno degradativo, ya que solo codificaron el catabolismo de fa
cadena alquilica. Por ejemplo: el plasmido OCT que confiere |la oxidacion de alcanos de
Cg-C1o, al ser introducido en cierta bacteria huesped no mejor¢ la capacidad de
degradar el surfactante LAS (Witholt et al. 1990). Hasta ahora la caracterizacion de
los genes que codifican la degradacién de surfactantes es extremadamente pobre, sélo
existen algunos ejemplos como la degradacion del surfactante Twen 80 (monooleato de
polietilensorbitol} o la clonacién de la alquilsuifatasa de Pseudomonas ATCC 19151,
involucrada en la degradacién de SDS (dodecil sulfato de sddio) (Davison et al. 1992).
En la siguiente tabla se listan algunos ejemplos de plasmidos presentes en cepas de
Pseudomonas que codifican para sistemas biodegradativos (Tabla 2}:

Tabla 2.- Presencia de plasmidos en algunos sistemas degradativos de Pseudomonas
(Witholt et al. 1990).

Plasmido Substrato Tamafho ( Kb) ||
TOL (pWWO) Tolueno, Xileno 115

SAL Salicilato 85

NAH7 Naftaleno,salicilato 83

CAM Alcanfor = 300

oCT n-alcanos (Cg-C12) > 300.

NIC-T Nicotina, Nicotinato n.d.

pAC25 3-Clorobenzoato 117

pAC21 p-Clorobifenilo 100

pEG Estireno 37 “
pCIT1 Anilina 100

pCS1 Paration 66

6.- DEGRADACION DE ALCANOS

6.1 DEGRADACION DE N-ALCANOS

La B-oxidacién como mecanismo catabdlico requiere que los substratos de acidos
grasos o en su defecto la porcién alquilica de una molécula por lo menos posea un
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protén en el carbono « y dos protones en el carbono B. Si un sustituyente tipo metilo se
encuentra en una cadena alquilica éste provoca una mayor resistencia a la
biodegradacién, contrario a lo ocurrido con cadenas alquilicas no sustituidas las que son
rapidamente asimiladas. Los sustituyentes pueden incluir grupos metilo, cloro, bromo,
fenil y fenoxi, entre otros. Multiples ramificaciones o la presencia de 2 grupos metilos en
el mismo carbono crea un obstaculo mayor para la degradacion.

El modelo representativo de la degradacion de alcanos esta dado por el sistema del
plasmido OCT en Pseudomonas oleovorans . Este sistema consiste de un complejo
formado por tres enzimas. Una monooxigenasa (AlkB) de 45.7 KDa, una proteina
citoplasmica acarreadora de elétrones llamada rubredoxina (AlkG) de 19 KDa y una
rubredoxin reductasa citoplasmica (AIkT) de 48 KDa. Después de la oxidacion de los
alcanos a alcanoles, estos son oxidados por deshidrogenasas codificadas
cromosomalmente (AlkJ y AlkH). Los acidos carboxilicos producidos son posteriormente
metabolizados por la via de degradacion de acidos grasos hacia la formacion de
energia y otros metabolitos carbonados, de igual manera codificados en cromosoma
(Figura 11; Witholt et al. 1980).

Inductor r-cH Alcano

NADH NAD* NADH

poliésteres

f degradacién de
Senal para :
promo:::)r alk N~ A&cidos grasos d
NADH .
NAD‘l' e (
metabolitos
y energia

Figura 11.- Sistema degradativo de n-alcanos codificado por el plasmido OCT en Pseudomonas oleovorans.
a) alcano deshidrogenasa, b) alcohol deshidrogenasa, c¢) aldehido deshidrogenasa, d) B-oxidacidn, e)
metabolitos energéticos. (Witholt et al. 1990}
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6.2 DEGRADACION DE ALCANOS RAMIFICADOS

Si en la degradacion de n-alcanos se propone el acoplamiento de la oxidacion de acidos
grasos; a diferencia, en los hidrocarburos ramificados los grupos metilo provocan
interferencia con el mecanismo de B-oxidacién. Sin embargo, en la degradacion del
pristano (2,6,10,14-tetrametil pentadecano) se involucra la convinacion entre -
oxidacién y B-oxidacion via la producciéon de acidos dicarboxilicos (McKenna & Kallio,

1971).

/'\/\/J\/\/'\/\/k

PRISTANO

|

)\/\/K/\/k/\/k

AC. PRISTANICO CQH
w -oxiday

)\/\/I\/\/k/\/l\ -oxidacion

H
OZC AC. PRISTAND OICO CDQH
propionikSCoA

t propionil-SCoA *
HO, C/'\/\*/\/'\/\OOZH /‘\/vk/\/k/\ch

AC. TRIMETILTR DECANDIOICO AC. TRIMETLTRIDECANQICO

k aceti-S0nA b, acetilSCoA

HO,C' CO,H COH
AG. TRI!JET\LUNDEC.M-D 0ICO AG. TRIMETLUNDECNOIKCO

b proplonilSCoA

P

HO2C COH
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AN

HO,C CGH

AG. DIMETLHEPTANDIQCO
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HG:C CO:H
AC. METLPENTAND DG O

Figura 12.- Mecanismo propuesto en la degradacion de pristano por Brevibacterium erythrogenes, en base
a metabolitos detectados (Pirnik et al. 1974).
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En la degradaciéon de pristano por Brevibacterium erythrogenes se lleva a cabo una
etapa inicial de o-oxidacién con la formacién del acido carboxilico correspondiente (ac.
pristanico), el cual posteriomente puede sufrir por un lado w-oxidacion para formar
acido pristandidico y por otro lado via B-oxidacién la produccion de acido
trimetiltridecanéico con la eliminacion de una ramificacién (2-metil) como propionil-CoA
(posteriormente asimilado via acido metiimalénico o bien hacia la formaciéon de
metilcitrato, metabolitos asimilables por el ciclo del acido citrico (Figura 12; Pirnik et al.
1974). '

Una observaciéon importante producto del estudio de biodegradacion de moléculas
alcano-ramificadas es que cuando un compuesto poseé una metilo en posicion o, este
puede ser degradado por B-oxidacion (aunque con menor velocidad que un is¢mero
lineal) siendo producto final propionil-CoA; pero cuando un producto llega a la formacion
de un intermediario 3-metilacil-SCoA (metilo en el carbono B), la B-oxidacion es
bloqueada. Se han encontrado mecanismos oxidativos alternativos en especies como
Pseudomonas, en donde los compuestos 3-metilalcandicos son degradados via la
descarboxilacion del grupo metilo (Pirnik & McKenna, 1977).

Ademéas, aparentemente la oxidacion de alcanos ramificados es inducida por acidos
dicarboxilicos, via que es reprimida durante la oxidacién de n-alcanos, mostrando por lo
tanto la existencia de vias diferentes en la oxidacion de n-alcanos y alcanos ramificados.

6.3 DEGRADACION DE ISOPRENOIDES ACICLICOS

La fuente natural de terpenos es procedente de los arboles, la emisién atmosférica de
estos compuestos constituye alrededor de 4.8 X108 toneladas anuales. Una gran
proporcién de ellos son oxidados abidticamente en la atmdsfera por Oxido nitrico y
oxigeno molecular activados por la luz. Biolégicamente la degradacion de monoterpenos
ha sido estudiada en aerobiosis; sin embargo, algunos ejemplos degradativos involucran
metabolismo independiente de oxigeno molecular. En particular la recalcitrancia de los
monoterpenos podria deberse en parte a la ausencia de oxigeno, en ambientes
altamente andxicos como el petréleo y sus derivados (Harder & Probian, 1995).

La capacidad de degradar isoprenoides aciclicos como unica fuente de carbono es una
caracteristica propia de algunas Pseudomonadaceas, tal es el caso de los compuestos
citronelol y geraniol, implicados como sustancias con efectos toxicos para la mayoria de
los géneros bacterianos, aunado a la alta recalcitrancia que posee su estructura dada
por las ramificaciones en el carbono B. El mecanismo toxico de estos compuestos radica
en la facilidad para atravezar las membranas biologicas y provocar inestabilidad
estructural (consecuencia de su alta hidrofobicidad), teniendo un efecto final de lisis
celular sobre la bacteria. Las bacterias capaces de asimilarlo ademas de poseer una
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mayor tolerancia al efecto litico de estos isoprenoides, contienen un sistema oxidativo
que les permite degradar la molécula. La recalcitrancia parcial de estos compuestos
esta dada por la presencia de ramificaciones B-metilicas en la cadena principal. La
degradacion del citronelol por el sistema de Pseudomonas citronellolis, P. aeruginosa y P.
mendocina, es el ejemplo prototipo del mecanismo degradativo de isoprenoides aciclicos.
Estas cepas presentan una pronunciada fijacion de CO, e induccion de acil-CoA
carboxilasa: contrario a esto, P. fluorescens, P. putida, P. syringae, P. cepacia, P.
caryophilli, P. acidovorans y P. testosteroni muestran una actividad traza de fijacion de
CO, (geranil-CoA carboxilasa) y la carencia de la actividad de B-descarboximetilacion;
dando como resultado la incapacidad de utilizar isoprencides como unica fuente de
carbono. La naturaleza de la alcohol deshidrogenasa involucrada en el metabolismo de
estos isoprenoides es hasta el momento desconocida (Figura 13; Cantwell et al. 1978).
En un estudio fueron probadas una variedad de bacterias y hongos que utilizan n-
octano, el estudio mostré que sélo algunas cepas fueron capaces de asimilar
compuestos ramificados como el 2,7-dimetiloctano y 2,6-dimetiloctano, mientras que la
ramificacion en el carbono B (3,6-dimetiloctano) causé un pronunciado efecto de
recalcitrancia a la molécula; de 27 cepas degradadoras de n-octano probadas ninguna
fue capaz de degradar el 3,6-dimetiloctano (Schaeffer et al. 1979).

Fall et al. {1979) lograron combinar la via degradativa de isoprenoides (citronelol) con
la via de oxidacion de alcanos mediante la introduccion de! plasmido OCT en una cepa de
P. citronellolis. E| primer resultado fue la ampliacién del rango de degradacion de n-
alcano debido a la sobreexpresion de la w-hidroxilasa codificada por el plasmido OCT.

Un segundo resultado fue el obtener mutantes capaces de oxidar alcanos ramificados
(2,6-dimetil-2-octeno) produ\ciendo un substrato con mayor viabilidad para la via del
citronelol, este mejoramiento se logré mediante la combinacion de la ya existente via del
citronelol en P. citronellolis y la via degradativa de n-alcanos (Figura 14).

Rontani et al. (1997), reportan el caso de un microorganismo marino, Marinobacter sp.
CAB, aislado de sedimentos contaminados por hidrocarburos, cuyo estudio comprende
el mecanismo degradativo del compuesto isoprenoide 6,10,14-trimetilpentadecanc-2-
ona. En este organismo fue observando un metabolismo oxidativo combinado, haciendo
mencién de que la degradacién del isoprenoide representa un mecanismo complejo en el
que ocurren reacciones de o.-oxidacion, B-oxidacion (asimilacién de C, y Ca), fijacion de
CO,, y B-descarboximetilacion. Algunas de estas reacciones son aerdbicas y otras
anaer6bicas. Este tipo de mecanismos degradativos combinados constituyen una
potencial aplicacion ambiental, representando la B-descarboximetilacion en combinacién
con o y B oxidacién un beneficio adicional en el implemento de sistemas degradativos de
hidrocarburos en los cuales la presencia de alcanos ramificados disminuye la velocidad
de eliminacién de estos contaminantes. :
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Figura 13.- Mecanismo degradativo de isoprencides aciclicos en Pseudomonas citronelfolis (Cantwell et al.
1978).
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Pseudomonas citronellolis {Fall et al. 1979).



7.- MECANISMOS DEGRADATIVOS DE COMPUESTOS BENCENICOS
7.1 GENERALIDADES DE OXIGENASAS

El oxigeno molecular (O,) puede ser incorporado directamente a compuestos organicos
mediante reacciones catalizadas por oxigenasas o hidrolasas. Estas enzimas utilizan
metales de transicion o flavina/pteridina reducida para activar el O, encontrado en un
estado no reactivo. En este proceso se forma oxigeno altamente reactivo, tal como un
atomo unitario o radicales hidréxilo. Las oxigenasas juegan un papel muy importante en
las vias catabdlicas microbianas. Ellas inician la degradacion de compuestos aromaticos
por hidroxilacién y catalizan la reaccion de ruptura del anillo. La reaccién inicial en
degradacion de alcanos también es catalizada por oxigenasas. Los estudios de los
mecanismos de reaccién han sido ampliamente estudiados por su relevancia en la
utilizacion de enzimas microbianas con aplicacién ambiental asi como en biotecnologia
industrial. Las oxigenasas son menos abundantes e importantes en organismos
superiores que en microorganismos. Las oxigenasas de mamiferos son involucradas en
la hidroxilacion de esteroides, en la sintesis de neurotransmisores y en la destoxificacion
de compuestos venenosos. La versatilidad catabdlica de los microbios juega un papel
esencial en el ciclo del carbono que depende sustancialmente del uso de oxigenasas en la
mayoria de las vias metabolicas. Esta revision se enfoca exclusivamente en las
oxigenasas involucradas en la utilizacion de compuestos organicos como aicanos y
derivados bencénicos.

Las oxigenasas que catalizan la incorporacion de sélo un atomo de dioxigeno en un
substrato (S) son llamadas monooxigenasas.

SH; + 0O, = 80O + H)O
S + 0O + HoaX = S0 + H,O + X

Por otro lado, las oxigenasas que catalizan la incorporacién de ambos atomos de

dioxigeno en un substrato son conocidas como dioxigenasas.
Las mono y di-oxigenasas se encuentran involucradas en la ruptura del anillo aromatico

(Tabla 3). Las dioxigenasas para anillos aromaticos incorporan dos grupos hidroxilo en
el anillo aromatico en la presencia de O,y NAD(P)H (Figura 15-A).

Las dioxigenasas que rompen un compuesto bencénico abren el anillo aromatico por la
incorporacion de dos atomos de dioxigeno en el substrato (Figura 15-B).

Ambas mono y dioxigenasas requieren de cofactores capaces de activar la molécula de
dioxigeno, los metales de transicion tales como el fierro, manganeso, cobre y cobalto
funcionan como catalizadores en numerosos sistemas de oxigenasas, algunos otros
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~ usan grupos hierro-azufre 0 hemo, ¢ bien semiquinonas de flavinas o pteridinas.

A CiOH CO&HH
* oH +
P O, + NADH+H  + NAD
COOH
B OH
N OH
| 0 o COCH RUPTURA INTRADIOL
» T e A

’ OH
Ry OH Z ™ cooH
* RUPTURA EXTRADIOL
= + O 2 RN CHO

Figura 15.- Representacién del mecanismo oxidativo de oxigenasas bencénicas (Harayama et al. 1992).

7.2 HIDROXILASAS Y DIOXIGENASAS DE ANILLOS AROMATICOS

En la degradacién aerodbica de hidrocarburos aromaticos, los substratos son
degradados via la ruptura del anillo aromatico por dioxigenasas. Las dioxigenasas que
rompen el anillo aromatico incorporan dos grupos hidroxilo en el anillo, ambos
separados en posicion orto 0 para entre cada uno. Una de las primeras etapas en la
degradacion de los compuestos aromaticos involucra 1a introduccion de uno o dos
grupos hidroxilo en el anillo. La introduccion de un sélo grupo es llamado mono-
hidroxilacion, generalmente catalizada por monooxigenasas, mientras que la simultanea
introduccion de dos grupos hidroxilo es llamado di-hidroxilacion, catalizada por
dioxigenasas. Las mayoria de las monooxigenasas pueden ser encontradas como
simples enzimas aunque algunas forman multicomponentes enzimaticos como las fenol y
tolueno-4-monocoxigenasas (Harayama et al. 1992).

Las dioxigenasas bacterianas catalizan la dihidroxilaciéon del anillo aromatico. En la
reaccion de dioxigenacion bacteriana ambos atomos de dioxigeno son incorporados
simultaneamente en el substrato, como dos grupos hidroxilo en el anillo. El producto
formado es un intermediario cis-1,2-dihidrociclohexadieno, que subsecuentemente es
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convertido por una deshidrogenasa a un bencen-glicol sustituido. Las dioxigenasas
bacterianas requieren de dos componentes adicionales para llevar a cabo su funcion, un
componente de hidroxilasa y un transportador de electrones. El componente de
hidroxilasa posee como caracteristica contener dos cofactores, un centro de hierro-
azufre [2Fe-2S] (también llamados ferredoxinas) y un hierro mononuclear, ambos
asociados a la enzima (Harayama et al. 1992).

7.3 HIDROXILASAS DE GRUPOS ALQUILO

La hidroxilacién de un grupo alquilo es esencialmente la primer etapa en la degradacién
de compuestos organicos. Tales reacciones son usualmente catalizadas por
monooxigenasas. Las monooxigenasas de este tipo son sistemas de muiticomponentes
y consisten de la hidroxilasa y uno o dos transportadores de electrones (Harayama et
al. 1992) (Figura 16).

RH + O, R-OH + H,0

NAD(P)'HF

NAD(P)H

Figura 16.- Mecanismo de reaccién de la monooxigenasa involucrada en la degradacién de CAM (Keefe &
Harder, 1991).

7.4 DIOXIGENASAS QUE ROMPEN ANILLOS AROMATICOS

En la mayoria de los mecanismos bacterianos para la degradacion de compuetos
aromaticos se transforma el substrato inicial en intermediarios que lievan dos o mas
grupos hidroxilo en el anillo. Estos intermediarios son substratos de las dioxigenasa que
rompen anillos aromaticos. Si dos de los grupos hidroxilo en un substrato se encuentran
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en posicion orto entre ellos, la ruptura del anillo por la dioxigenasa puede ocurrir entre
ambos grupos hidroxilo llamandose ruptura intradiol (orto), o bien si ocurre la ruptura
en el enlace proximal a uno de los grupos hidroxilo, se le llama ruptura extradiol (meta)
(Figura 15).

En la tabla 3 se muestra una lista de las diferentes familias en las que se clasifican las
oxigenasas e hidroxilasas.

Tabla 3.- Familias de los sistemas de hidroxilasas {(Harayama & Kok, 1992).

ENZIMA ORGANISMO O PLASMIDO TAMANO

MONOOXIGENASAS DE ANILLO-AROMATICO

Familia de p-Hidroxibenzoato hidroxilasa
p-Hidroxibenzoato 3-hidroxilasa P. fluorescens 45 KDa
Salicilato hidroxilasa NAH7

Familia de Fenol 2-hidroxilasa
2-4-Diclorofenol 6-monooxigenasa pdP4

Fenol 2-hidroxilasa Pseudomonas EST1001

Flavoprotein-monooxigenasa no clasificadas

o-Nitrofenol hidroxilasa P. putida B2 65 KDa
4-Hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa P. putida 44 KDa
2,4-Diclorofenoxiacético monooxigenasa pJP4 32 KDa
3-Hidroxibenzoato-6-hidroxilasa P. cepacia 44 KDa
3-Hidroxibenzoato-6-hidroxilasa Micrococcus sp. 70 KDa

Familia del multicomponente fenol 2-hidroxilasa
Feno! 2-hidroxilasa Pseudomonas CFG00 34,10,58KDa
Tolueno 4-monooxigenasa P. mendocina

DIOXIGENASAS DE ANILLO-AROMATICO

Familia de Benceno 1,2-dioxigenasa

Benceno 1,2-dioxigenasa P. putida 50, 20 KDa
Tolueno 2,3-dioxigenasa P. putida F1

Benzoato 1,2-dioxigenasa A. calcoacelicus

Toluato 1,2-dioxigenasa TOL

Naftaleno 1,2-dihidroxilasa NAH

Dioxigenasa de Anillo-aromédticos no clasificadas
Ftalato 4,5-dioxigenasa P. cepacia 50 KDa
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C. teslosteroni
Pseudomonas CBS

4-Sulfobenzoato 3,4-dioxigenasa
4-Clorofenilacétato 3,4-dioxigenasa

DIOXIGENASAS QUE _ROMPEN ANILLOS-AROMATICOS

Familia de Catecol 2,3-dioxigenasa |

Catecol 2,3-dioxigenasa | TOL
2,3-Dihidroxibifenil dioxigenasa P. paucimobilis
1,2-Dihidroxinaftaleno dioxigenasa NAH

Familia del Protocatecuato 4,5-dioxigenasa
Protocatecuato 4,5-dioxigenasa P. paucimobilis

Catecol 2,3-dioxigenasa || A. eutropus
Homoprotocatecuato dioxigenasa E. coli
Familia del Catecol 1,2-dioxigenasa

Catecol 1,2-dioxigenasa | P. arvilla
Catecol 1,2-dioxigenasa |l pP51

A. calcoaceticus
C. testosteroni

Protocatecuato 3,4-dioxigenasa
Gentisato 1,2-dioxigenasa

RUPO DE A IL-Hi XILASA
Alcano hidroxilasa ALK
Xileno monooxigenasa TOL

Metano monooxigenasa M. trichosporium
Vainillato demetilasa \ Pseudormonas sp.
4-Metoxibenzoato monooxigenasa P. putida

Tolueno sulfonato metil-monoxigenasa C. testosteroni

FAMILIA DEL CITOCROMO P-450

Alcanfor 5-monooxigenasa CAM
P-450 Mitocondrial Eucariotes
P-450 Microsomal Eucariotes

Citocromo P-450,p,-3 B. megaterium

50 KDa
50 KDa

34 KDa

34, 15 KDa
34 KDa
30 KDa

32, 30 KDa
28 KDa
23, 27 KDa
40 KDa

41 KDa

54,43,23,16

37 KDa
40 KDa
43 KDa

120 KDa

52 KDa
59 KDa
51 KDa

AMILIA DE AMIN 1D AROMATI HIDROXILASA
Fenilalanina 4-hidroxilasa Eucariotes
Tirosina 3-hidroxilasa Eucariores
Triptofano hidroxilasa Eucariotes
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8.- MECANISMOS DEGRADATIVOS DE DERIVADOS DEL BENCENO

Benceno, tolueno, xilenos, alquilbencenos y estireno estan entre los 50 compuestos
quimicos de origen industrial con mayor produccion mundial, cada uno es producido en
millones de toneladas anuales. Son ampliamente usados como combustibles, solventes y
como materia prima para la sintesis de resinas, polimeros, plasticos, explosivos,
agrogquimicos y productos farmacéuticos. La biodegradacién de estos compuestos ha
sido ampliamente estudiada por la relevancia que representa su remocion del ambiente.
Los alquilbencenos son usados como constituyentes de gasolinas, diesel y combustible
de jets , llamados aromaticos BTX, mezcla constituida por benceno, tolueno e isémeros
de xileno. Respecto al mecanismo degradativo de los derivados bencénicos son bien
conocidas las diferentes estrategias por las que los microorganismos llevan a cabo la
asimilacion del benceno y sus derivados. Generalmente estos derivados son
transformados a compuestos hidroxilados por la acciéon de las oxigenasas cuyos
intermediarios convergen en metabolitos mas generales como los hidroxifenilos
(protocatecuato, catecoi, 4-metilcatecol, etc.). Estos compuestos hidroxilados
posteriormente son transformados por las oxigenasas que rompen el anillo aromatico a
un intermediario aciclico que posteriormente es asimilado hasta su completa
mineralizacion. Existen dos vias generales de ruptura de los compuestos hidroxilados. El
mecanismo de fisiébn de anillos bencénicos mas frecuentemente encontrado en sistemas
degradativos es el de ruptura intradiol también llamado orto , llevado a cabo por las
intradiol dioxigenasas (Figura 17). Generalmente los genes involucrados en la via de
ruptura orto son codificados cromosomalmente. La segunda manera por la cual se
puede asimilar un intermediario hidroxifenilico es por ruptura extiradiol mediante una
extradiol dioxigenasa comunmente llamada ruptura meta (Figura 17).

@H HZL_"AWI: ﬁf/inu_mi ) Hnivam

Acetaldehido

ruptura
mela

0 2-hidromucdnico 2-oxopenta-
NADH  NAD' H NAD®  NADH«R samlalde hido 4-enoato
OH
é 4 OH E !
on ol
173 H
Benceno Bencen dihidrodiol Catecel 0 ) 6
'S o
~ - coo -
rup tura coo A'—'f o [:lll‘.l_
orio Q- LO0° =D coo
Muconato Muconolactona B-cetoadipato

Figura 17 .- Rutas biodegradativas del benceno (M.R Smith, 1990).
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Se ha encontrado que generalmente las enzimas involucradas en la via meta se codifican
en plasmidos degradativos, aunque existen varios ejemplos de ser codificadas
cromosomalmente. Al respecto no se profundizard en el mecanismo de asimilacion de
compuestos derivados de benceno debido a su gran diversidad y complejidad en
mecanismos existentes, asi como de la gran convergencia existente hacia metabolitos y
rutas de asimilacién. Tal convergencia es mostrada en una recopilacion de los sistemas
degradativos caracterizados hasta el momento (hpp://www.genome.ad.jp/dbget-
bin/get_pathway).

“La lectura hace al hombre completo,
la conversacion, dgil, y el escribir, preciso”
Francis Bacon
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N-RESULTADOS Y DISCUSION
9.- ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

El presente proyecto fue abordado con el antecedente de contar con una cepa aislada
de un ambiente seriamente contaminado por detergentes, capaz de degradar el
detergente B-DBS (dodecil-benceno sulfonato de cadena ramificada), caracterizada
como Pseudomonas aeruginosa W51D (Soberon et al. 1996). La cepa prototipo fue
aislada de aguas residuales industriales y domésticas procedentes de una planta de
tratamiento con evidente contaminacion por detergentes. Las muestras colectadas
fueron incubadas varias semanas en presencia de 0.2% (w/v) del surfactante.
Posteriormente una de las colonias bacterianas aisladas con capacidad de degradar
30% del detergente en medio rico fue sometida a un proceso de bioestimulacién en
presencia de concentraciones decrecientes de nutrimentos, hasta obtener una cepa
capaz de crecer en medio minimo con 0.2% de B-DBS como unica fuente de carbono y
energia. Esta cepa fue denominada W51D la cual mostré un perfil degradativo del
surfactante del 70% en 48 h; con un tiempo de duplicacién de 5 h y una transformacion
del surfactante de 41% hacia formacién de biomasa. Enire otras caracteristicas, se
encontré que la cepa es capaz de resistir y asimilar altas concentraciones de B-DBS
(0.5-1%), asi como de degradar LAS vy el isoprenoide citronelol. Cabe mencionar que la
fuente del surfactante utilizado es de procedencia industrial Mexicana cuya pureza
representa un 90% en isomeros de p-benceno sulfonato con cadena alquilica ramificada
de Cq2 ¥ un 10% de intermegiarios de sintesis de C4-Cg (Soberon et al. 1996).

Con este antecedente experimental se procedid a abordar el estudio del mecanismo
degradativo de B-DBS en la cepa de Pseudomonas aeruginosa W51D, siendo este
trabajo el primer ejemplo de estudio degradativo de un surfactante tipo BAS por un
microorganismo unitario. Por otro lado este estudio pudiera llegar a la aplicacion
posterior de la cepa en procesos de biorremediacion de surfactantes importante en
paises subdesarrollados.

La caracterizacion planteada consistié en un analisis mutacional de la via degradativa
del detergente usandc como indicadores de seleccion a presuntos compuestos
intermediarios de la ruta catabdlica. Los objetivos planteados al inicio del proyecto
fueron los siguientes:

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizacion de los genes involucrados en ia degradacion del detergente B-DBS, asi
como la dilucidacién de la via catabdlica en Pseudomonas aeruginosa W51D.

34



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Aislamiento de mutantes de la cepa de Pseudomonas aeruginosa W51D afectadas en
la degradacién de posibles intermediarios degradativos del surfactante B-DBS,
obtenidas mediante la inserciébn de un transposon.

2.- Clonacion de los genes interrumpidos por la insercién, aislamiento de gen silvestre y la
complementacion de las mutantes probando si la degradaciéon del surfactante fue
afectada.

3.- Subclonacion del(os) gen{es) involucrados en la degradacion del surfactante B-DBS.
4.- Secuenciaciéon y analisis del{os) gen(es) correspondientes.

5.- Propuesta de una via degradativa del surfactante B-DBS mediante el analisis de
compuestos acumulados utilizando herramientas como HPLC, EM y RMN.

10.- OBTENCION DE MUTANTES

Para la realizacién del primero de los objetivos inicialmente se planted la utilizacion de
una herramienta mutagénica como lo es el transposon pUT/Tnb::Hg (sistema de
transposicion derivado del mini Tn5 } cuyo gen reportero confiere resistencia a sales de
mercurio (Herrero y col. 1990). Con este sistema mutagénico se analizaron alrededor
de 2000 colonias mutantes. A las cuales se les probé la capacidad de crecer en los
diferentes compuestos hipotetizados como intermediarios de la ruta degradativa del
surfactante B-DBS; tales como feniloctano, acido 2-fenilpropiénico, acido fenil-acético y
citronelol. Los compuestos. anteriores fueron utilizados por las siguientes razones: El
feniloctano con base en un andlisis degradativo de cultivos bacterianos monitoreado en
perfiles de HPLC, en los cuales se detecté un metabolito con caracteristicas de retencion
similares al dodecilbenceno lineal y ramificado, ambos altamente hidrofobicos (Soberdn
et al. 1996), sugiriendo probablemente ser uno de los intermediarios degradativos de B-
DBS. El acido 2-fenilpropionico fué seleccionado tedricamente por su similitud estructural
como un intermediario degradativo de B-DBS (ver estructura del surfactante B-DBS,
Anexo 2). E! acido fenilacetico fue seleccionado en base al reporte en el cual se identifico
como un intermediario en la degradacién de LAS (Figura 9, Sigoillot & Nguyen, 1992);
asi como por ser utilizado por la cepa W51D como unica fuente de carbono y energia
(Soberon et al. 1996). Por ultimo, el compuesto citronelol fue usado ya que ademas de
ser asimilado por la cepa W51D, también por ser considerado como una molécula
recalcitrante prototipo del metabolismo degradativo de alcanos 3-metil-ramificados. Por
o que se hipotetizé por su similitud estructural con la cadena ramificada del detergente
estar involucrado con el mecanismo degradativo del detergente B-DBS (Soberdn et al.
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1996).
Las 2000 cepas mutantes que mostraron fenotipo de transposiciéon fueron probadas

para su capacidad de crecer en los compuestos de seleccion. Del total se identificaron
200 cepas afectadas, 160 presentaron fenotipo de auxotrofia y 40 afeccién en el
crecimiento para alguno de los compuestos usados como dnica fuente de carbono y
energia. En un segundo evento de seleccion mas riguroso se escogieron 15 cepas que
fueron clasificadas en 5 tipos, mutantes para feniloctano con un porcentaje final de
0.4%, mutantes a citronelol con 0.15%, mutantes a acido 2-fenilpropidnico con 0.05%,
una cepa mutante incapaz de crecer en cualquiera de los anteriores compuestos y dos
cepas con mejor crecimiento en el detergente B-DBS (Figura 18).Para comprobar que
efectivamente la incapacidad fenotipica estuviera correlacionada con el evento de
transposicién (pUT Tn5::Hg), se realiz6 una prueba de hibridacion tipo Southern Blot. El
resultado mostré que todas ellas tienen un solo transposdn insertado, mostrando
ademas, una insercién azarosa sobre el ADN gendémico de la cepa W51D (Figura 19).

MWS1D::TnS
(2000)

Citronelol  Ac. fenilacdtico  Ac. 2-fenilpropiénice  Feniloclano B-DBS

{Git") {(PHACY) {PHPr) {PHOC) {Bas™)
l\ |

Mutantes a alguno de Auxdirofas
los compuestos de {160 cepas)
seleccion

{ 40 cepas )

I |

Cit* (17) PHAC™ (4) 2PHPr (14) PHOC" (21) B-DBS (9)
{1.14%) {0.26%) (0.83%) {1.4%) (0.6%)

I Purificacién y I

Nueva seleccién

Git (3) PHAc {1}  2PHPr {1}  PHOc (8) B-DBS™ {2)
(0.15%) {0.05%) (0.05%) {0.4%) (0.1%)

Figura 18.- Diagrama de seleccién de las mutantes obtenidas por la insercién del transposon Tn5/Hg.
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Figura 19.- Hibridacién tipo southern biot del ADN de mutantes oblenidas por la insercion del Tn5::Hg

La siguiente etapa consistié en la clonacién de la region genética interrumpida por la
insercion del transpos6n. En esta etapa se decidié clonar solo dos de los fragmentos
correspondientes a las mutantes a citronelol y acido 2-fenilpropionico; W51M1 vy
W51M22, respectivamente. Estas mutantes cualitativamente mostraron afeccion en la
degradacién de B-DBS. La clonacion se realizé en el plasmido pKOK4 (plasmido derivado
del pBR322, Kokotek & Lotz. 1991). Andlisis de restriccion e hibridacion confirmaron la
clonacion, denominandose a las construcciones pCM1-33 y pCM22p-1 (Figura 20).
Posterior a esto, se prosiguié por un lado al inicio de la secuenciacion de los fragmentos
clonados y por otro a la obtencion de los genes silvestres correspondientes, utilizando
como sondas oligonucleétidos especificos de la region interrumpida. Identificando
ademas, los sitios exactos de la insercion del transposén usado .en la mutagénesis
(Anexo 1y 2).

Pl Aval  Hinfl

Psil

pCM22p-1
11900 pb

10300 pb

Pstl

Figura 20.- Representacion grafica de las construcciones con sus respectivas inserciones.
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11.- AISLAMIENTO DE LOS GENES SILVESTRES

Para el aislamiento de los genes silvestres se prosiguié a la construccién de una libreria
genomica de la cepa Pseudomonas aeruginosa WS51D utilizando el cosmido pCP13
(Friedman et al. 1982). La libreria gendmica construida fue empacada en cabezas de
fagos Ay transfectadas a la cepa de E. coli HB101. Una vez contenida la libreria en la
cepa HB101, las clonas silvestres se identificaron por hibridacion usando como sondas
oligonucleétidos especificos obtenidos de la secuenciacién de los fragmentos contenidos
en las construcciones pCM1-33 y pCM22p-1. Los cdsmidos identificados posteriormente
fueron probados para el restablecimiento del fenotipo degradativo de la mutacion
causada por la insercion. El resultado mostré que los césmido pCP13:CN8 y pCP13:PL70
seleccionados, complementaron el fenotipo de las mutantes incapaces de asimilar
citronelol y acido 2-fenilpropidnico; respectivamente (Tabla 4).

Una vez identificados los cdésmidos con los genes silvestres, se prosiguido a la
subclonacién de un fragmento de ADN més pequeiio para la secuenciacion y posterior
caracterizacion genética. Los fragmentos fueron subclonados en un vector replicable en
Pseudomonas originando las construcciones denominadas pUCP20:CN8 y pUCP20:PL70;
procedentes de los césmidos complementantes de los fenotipos citronelol y acido 2-fenil
propiénico, respectivamente. Estas subclonas, fueron utilizadas como templados para la
secuenciacion de las regiones en estudio. Posteriormente fue probado si estas
subclonaciones restablecen el fenotipo de las mutantes a citronelol (W51M1) y acido 2-
fenilpropiénico (W51M22), los resultados al respecto es discutido en los anexos
correspondientes.

Tabla 4.- Complementacién de las mutantes a citronelol y acido 2-fenilpropidnico.

I_CI_E—PA : PIA CmHg Tetraciclina (?Er_onelol:.‘ Ac. «2-fenil
propiodnico
W51D (wt) - - + +
W51M1 + - - +
||W51M22 + - ¥ . I
HB101(pCP13:CN8) - + - -
HB101{pCP13:PL70) - + - -
W51M1(pCP13:CN8) + + + +
“ W51M22(pCP13:PL70) + + + + I
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12.- ANALISIS DE SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA CLONA pUCP20:CN8

El analisis de la secuencia nucieotidica de la subclona pUCP20:CN8 consistié en la
busqueda de los marcos de lectura abierta (ORF’s). Para identificar cuales de las
secuencias peptidicas eran las mas favorables para ser codificadas por Pseudomonas,
se uso el programa Codon Preference {(UWGCG), el cual fue alimentado con la tabla
referida por West & Iglewski (1988), en la que se reporta la preferencia de codones y ei
sesgo (bias) para una serie de genes caracterizados de Pseudomonas aeruginosa.
Usando como herramienta esta tabla, se analizaron las secuencias nucleotidicas y las
graficas obtenidas discernieron los marcos de lectura abierta Optimos para ser
codificados por P. aeruginosa W51D. En base a estos datos, en la figura 21 se muestran
los ORF’'s que podrian codificar proteinas en la secuencia analizada. Como se puede
notar los genes probables flhF, ctrA y rooF son transcritos en sentido opuesto a los
genes rhiG y resF.

Posteriormente, ia siguiente etapa comprendid en analizar por separado cada uno de los
marcos de lectura mediante alineamientos tipo BLAST contra las bases de datos de
secuencia nucleotidicas y de aminodacidos disponibles en el GENBANK (NCBI). Los
resultados serdn abordados en los dos primeros anexos, el primero referird al gen rhiGy
el segundo al gen ctrA.
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Figura 21.- A) Graficos obtenidos para la regién secuenciada de la cepa W51D; utilizando el programa
CODONPREFERENCE (UWGCG), alimentado con la tabla de uso preferencial de codones de Pseudomonas
aeruginosa (West & Iglewski,1988). B) Arreglo genético de las regiones involucradas en P. aeruginosa
W51D y PAO1. (¢) Sitio de la insercion Tnb/Hg.
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A Psendomonas aeruginosa gene homologous to the fabG gene, which encodes the NADPH-dependent (3-keto-
acyl-acyl carrier protein (ACP) reductase required for fatty acid synthesis, was identified. The insertional
mutation of this fabG homolog (herein called rhiG) produced no apparent effect on the growth rate and total
lipid content of P. aeruginosa cells, but the production of rhamnolipids was completely abrogated. These results
suggest that the synthctic pathway for the fatty acid moiety of rhamnolipids is separate from the general fatty
acid synthetic pathway, starting with a specific ketoacyl reduction step catalyzed by the RhIG protein. In addi-
tion, the synthesis of poly-B-hydroxyalkanoate (PHA) is delayed in this mutant, suggesting that RhIG partic-
ipates in PIIA synthesis, although it is not the only reductase involved in (his pathway. Traits regulated by the
quorum-sensing response, other than rhamnolipid production, including production of proteases, pyocyanine,
and the autoinducer butanoyl-homeserine lactone (PAE-2), were not affected by the riiG mutation. We conclude
that the P. aeruginosa riilG gene encodes an NADPiI-dependent B-ketoacyl reductase absolutely required for
the synthesis of the 3-hydroxy acid moiety of rhamnolipids and that it has a minor role in PHA production.

Expression of rilG mRNA under different culture conditions is consistent with this conclusion,

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium that can be isolated
from many differcnt habitats, including watcr, soil, and plants
(5). P. acruginosa is also an opportunistic human pathogen that
causcs scrious nosocomial infections (8). The secretion of nu-
merous toxic compounds and hydrolytic enzymes has been
correlated with its pathogenicity (19). These exoproducts in-
clude different proteases, such as elastase, LasA proteasc, and
alkalinc protease, as welt as phospholipase C, exotoxin A,
pyocyanine, and rhamnolipids. The production of these com-
pounds is considered to be a virulence-associated trait and is
coordinately regulated by a mechanism called “quorum sens-
ing” (11), which depends on the productionof N-acylated
homoscrinc lactones harboring acyl substitueats of two differ-
ent lengths; PAI-1 centains a 12-carbon chain (22), while
PAI-2 contains a butanoyl moicty (23). These small diffusiblc
signaling molccules activate gene cxpression at high bacterial
densitics through interaction with specific transcriptional acti-
vators, LasR (22) and RhIR (20), respectively.

The role of these cxoproducts in soil or aguatic habitats has
not been determined, but it is clear that environmental and
clinical P. aeruginosa isolates do not represent different popu-
lations, since it has been shown that there is a major clone
common to pathogenic and cnvironmental isolates of this bac-
terium (26). ;

Rhamnolipids arc glycolipids produced by P. acruginosa which
reduce water surface tension and emulsify oil. These com-
pounds arc biodegradable and have potential industrial and
cnvironmental applications (14, 17). Recently, rhamnolipids

* Corresponding author, Mailing address: Departamento de Micro-
biologia Molccular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional
Auténoma dc México, Apdo. Postal 510-3, Cucrnavaca, Morclos
62250, Mexico, Phone: (52) (73) 291634. Fax: (52) (73). 172388, E-mail:
gloria@ibt.unam.mx, :

4442

have been found to have antagonistic effects on cconomically
important zoosporic plant pathogens, thus opening up their usc as
bivcontro!l agents (29), The rhamnolipids produced by P ac-
ruginosa in liquid cultures (Fig. 1) are mainly rhamnosyl-p-
hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate (monorhamnolipid) and
rhamnosyl-rhamnosyl-B-hydroxydecanoyl-g-hydroxydecanocate
(dirhamnolipid). Rhamnolipid biosynthesis proceeds through
two rhamnose transfers from TDP-L-rhamnose (3). For the syn-
thesis of monorhammnolipid, the enzyme rhamnosyltransfcrase
1 (Rt 1) catalyzes the rhamnosc transfer to B-hydroxydecanoyl-
B-hydroxydecanoale, while Rt 2 synthesizes dirhamnolipid from
TDP-t-rhamnose and monorhamnolipid. Genes coding for bio-
synthesis, regulation, and induction of Rt [ enzyme are orga-
nized in tandem in the FildBRI genc cluster around min 38 of
the P. acruginosa chromosome {20). The genes encoding Rt 2
have yet to be described.

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) arc bacterial storage com-
pounds, which arc synthesized by the polymerization of B-hy-
droxyacids by the PHA synthases (PhaC), with the cocnzyme A
(CoA)-linked fatty acids as substrates (Fig. 1) (31). The
NADPH-dcpendent B-ketoacyl-CoA reductase (PhaB) is re-
sponsible for the reduction step in the production of the
B-lydroxyacids, Thesc storage compounds are intraccllularly
deposited as granules in many specics. P. acruginosa mainly
produces PHASs consisting of medium-chain-length polymers,
mainly poly-B-hydroxydecanoate (30).

The fatty acid synthctase system of Escherichia coli as well as
that of most bacteria and plants is a dissociated fatty acid type
of system (i.c., different reactions are calalyzed by separate
proteins encoded by separate genes) (7). This biosynthetic
pathway has been widely studied at the molecular level in
E. coli and is encoded by a cluster of genes called fab genes
which have been cloned and scquenced. As shown in Fig. 1,
cach round of clongation requires four chemical reactions.
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FIG. 1. Schematic represcntation of the fatty acid hiosynihctic pathway showing the deduced role of the RLG protein in the production of rhamnolipids and PHAs.
Initistion of the fatty acid biosynthctic eycle, catalyzed by FabH. requires acetyl-CoA and malonyl-ACP o form aceto-acetyl-ACP. Subscquent cycles are initialed by
condensation of malonyl-ACP with acyl-ACP, catalyzed by FabB and FabF. [n the second step, the resulting B-ketoester is reduced (o a B-hydroxyacyl- ACP by FabG.
“The third step in the cycle is catalyzed by cither FabA or FabZ. The fourth and final step is the conversion of frans-2-enoyl-ACP to acyl-ACP, a reaction catalyzed hy
Fabl, TDP-r, thymidine-diphospho-L-rhamnose; PhaC, PHA synthase; rhl 1, monorhamnolipid; thi 2, difiamnolipid; p-hdd, B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate.

in the cycic is catalyzed by cither the fabA- or febZ-encoded
B-hydroxyacyl-ACP dehydratases. The fourth and final siep is
the conversion of trans-2-enoyl-ACP to acyl-ACP, a reaction

Initiation requires acctyl-CoA and malonyl-acyl carricr protein
(ACP) to form acclo-acetyl-ACP. The first cycle is initiated by
Kas 111 (FabH). Subscquent cycles are initiated by condensa-

tion of malonyl-ACP with acyl-ACP, catalyzed by Kas I (FabB)
and Kas 11 (FabF). In the sccond step, the resulting B-keto-
ester is reduced to a B-hydroxyacyl-ACP by a single, NADPH-
dependent B-ketoacyl-ACP reductase (FabG). The third step

catalyzed by a single NADH-dependent cnoyl-ACP reductase
(Fabl).

Recently the complele P aeruginosa fab gene cluster sc-
quence was deposited in the GenBank databasc (accession no.
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TABLE 1. Strains and plasmids uscd in this study

S[:{aa;::li?lr Relevant characleristic(s)y? fgtslc:::cng
Strains
P. acruginosa
WsID Strain able to degrade surfactants 28
W51D-10 WS51D Al G Te mulant This work
PAO!L Wild-type strain B. H. Holloway"
ACP5 PAO! G2 Te mutant This work
PAO RI PAQI lasR:Te mutant 12
C. vinlaceum
ATCC 31532 Wild-type strain 16
CV026 ATCC 31532 nonpigmented mutant 16
Plasmids
pJQ200mp18  Cloning vector Gm', unable to repli- 25
cate in Pseudomonas
piClI plQ200mp18 with a 600-bp rG This work
internial fragment
pic2 pJCI with a Tc" cassctic cloned inlo  This work
the single Smal site of MG
pUCP20 pUCI19-derived E. coli-Fseudomonas 33
shuttle vector, Cb*
pJC3 pUCP20 with the PAO1 HiG gene  This work
obtained by PCR
pJC4 pUCP20 with 7 kb of W5ID DNA,  This work

including the rhiG gene

* The abbreviations used represent resistance to carbenicillin (Cb*), gentami-
cin (Gm"), and tetracycline (T¢").
» Monash University, Clayton, Vicloria, Australia.

US1631). In addition, the P. aeruginosa fabA and fubB genes
have been characterized (15). The ebjective of this work is to
present evidence for the existence of a P. weruginosa gene
(rhlG) encoding a FabG homolog which is specifically involved
in the synthesis of the B-hydroxyacid meicty of rhamnolipids.
There have been no previous reports on the nature of the
cnzymes involved in the synthesis of the B-hydroxyacid moiety
of rhamnolipids, and it has been assumed that they are the
same proteins involved in fatty acid synthesis. Evidence is also
presented suggesting that Rh1G has a role in PHA synthesis.

MATERIALS AND METHODS

Microbiological procedures. The bacterial strains and plasmids used in this
work are shown in Table 1. I. aeruginosa strains were routinely grown on Luria-
Bertani medium (LB}, Psendontonas isolation agar (P1A |Difeo]), or PPGAS
{the phosphate-limited medium designed for rhamnolipid production} (34) at
29°C. MY minimal medium supplemented with 0.05% NH,Cl and gluconate
0.2% (MM + gluconale} was uscd o induce the production of PHAs, The
antibiotic concentrations used for . aeruginasa PAQ1 and W51D, respectively,
were as follows: carhenicitlin, 250 and 50 pg/ml; gentamicin, 250 and 30 pg/ml;
and fetracycline, 150 and 50 pg/ml.

Exoproducts and PHA determination. Pyocyanine was extracted with chloro-
form from the culture supernatant and determined by A, as described previ-
ously (6). Proteasc production was measured by halo formation in LB plates
containing % skim milk and inoculated with 20 pl of a saturated liguid culture.
Tuotal rhamnolipid concentralion was determined from culture supernatants of
cells grown on PPGAS medium at 29°C for 48 h by measuring the rhmnnose
concentration after acid hydrolysis by the orcinol method (4). The production of
butanoyl-homoserine lactone {PAI-2} by different P. aeruginosa strains was de-
tlermined by using the hiosensor developed for the detection of small-chain
N-acyl-homoserine |actones based on violacein production by Clhiromobacterim
viplaceron mutant strain CV026 {16}. The wild-type C. violaceum strain ATCC
31532 produces violacein induced by the autoinducer N-hexanoyl-i-homosering
lactone, while mutant CV026 only produces this pigment when given medium
supplemented with Lhis autoinducer or related compounds, such as the I* gerugi-
nosa PAI-2 auvtoinducer. PHA was determined after 24 h of growth under
aitrogen-deprived conditions (30). Cells were harvested by centrifugation and
washed with 100 mM Tris-100 mM NaCl buffer {(pH 7). Cells were ruptured by
sonication, and the extract was digested with 1.8% sodium hypochlorite for 1 h.
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After centrifugation, the pellet was washed iwice with ethanol and once with
acctone. The PHA concentration is expressed as milligrams of PHA per milli-
gram of protein.

Fatty acid analysis. Total ccll lipids were extracted by the method of Folch ct
al. (10). Briclly, 1 ml of the culture was washed twice and then brought back 10
the original volume. The following reagenis were added with vortexing alier each
addition: 2 mi of 2:1 methanol-chloroform, 1 mi of | N KCl acidified with 0.1 N
HC, and 1 mi of chloroform. In some samples, a white emulsion phase formed
between the aquecus and organic phascs. In this case, the sample was placed in
the refrigerator overnight (o allow the emulsion phase to settle. The lower phase
(chloroform) was rermoved and evaporated at 45°C under a nitrogen stream, The
fanly acids were analyzed by gas chromatography after methyl esterification (18).
Chloroform (#1.5 mi) was added, and the sample was vortexed. Two milliliters of
BF,-mcthanol was added, and the mixture was heated at 80°C for 1 h in an
airtight Teflon sealed screw-cap tube (18). The resulting fatty acid methyl csters
(FAMULEs)Y were extracted three times with 1 m! of hexane, and the three fractions
were combined. Finally, the hexane was cvaporated at 45°C under a nitrogen
stream, and the FAMEs were brought 1o a concentration of 206 pl with chloro-
form,

Electron microscopy. PHA production by different P aeaiginosa steains was
visualized by clectron microscopy. Cells were treated for electron micrascopic
ohservation a5 follows, They were washed three times with phosphate buffer at
pH 7.2, fixed with 2% glutaraldehyde for 2 b, and washed with phosphate bufler.
Further fixation with 2% osmium tetroxide for 2 b was dong; all of these
procedures were carried out at 4°C, Fixed cells were washed and then dehydrated
by passage through a graded cthanol serics. After exposure to propylene oxide,
samples were piaced in L. R. White resin as recommended by the manafacturer,
Ultrathin scctions were incubated with uranyl acctate, washed with distilled
watet, treated with dead citrate, washed again, and observed.

Nucleic acid procedures. DNA isolation, cloning and scquencing, Southern
and Northern blolting, and nick translation procedures were carried out as
described previously (27). RNA was isolatcd with the RNaid PLUS kit (BIO101,
Inc.). Primer cxiension analysis was done with two primers (R3 and R4 [Fig. 2)),
both located in the 5' region of the G gene lrom £, aeruginosa PAO] (Pseudo-
manas Genome Project contig 1780). The templates used flor sequencing reac-
tions were oblained by PCR of (olal DNA from P. acruginosa PAOT with the
aligonucleotides Li and R3 or R4 (Fig. 2). The sequencing reactions were done
with the Thermo Sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing kit {(Am-
ersham Lile Scicnce, Inc.).

Genetic manipulations, /. geruginosa malings {34) and transformation (21)
were done as reported previously. The PAGIT and W5SID AGTe mutants
(ACPS and W5ID-10, respectively [Table 1]) were constructed by sclection of
double recombination ¢vents with plasmid pJC2. This plasmid is a derivative of
plasmid pJC1, which contains o 6iX)-bp A4G internal fragment from /. acruginosa
WHID. A 14-kb tetracycline resislance gene from plasmid pRSLI41Te (1) was
cloned on the unique Smal site of the rilG fragment contained in plasmid pJCI,
rendering plasmid pJC2 (Table 1). The WSID A7 internal fragment was ob-
tained by PCR with the oligonucleotides L2' (CGAACTCTGCAGGTACGGC
GAGTGCATCGG) and R2' (GATGCTGCAGATGTTGCCGGTCATGTAG
GC) (corresponding to the positions in the PAGI /G gene of the L2 and R2
oligonucteotides shown in Fig. 2), with the recognition site for the Pstl endonu-
clease incorporated on the flanking ends of both of them. Piasmid pJC3 is a
pUCP20 (33} derivalive containing the PAQI Al gene obtained by PCR with
oligonucleotides LI and R1 (Fig. 2). Plasmid pJC4 s a pUCP20 derivative
conttaining a 7-kb EcoRI W51 DNA fragment which includes the #iG gene.
The sequence of the LI oligonucleatide is not present in the W51D #IG gene
region.

Computer analysis of the DNA and protein sequences. Compuler analyscs of
the sequences were carried out by using the GENE WORKS program (Intelli-
Genelics, Inc.} and the University of Wisconsin Genetics Computer Group
{(UWGCG) programs. The scquences of different P acruginosa PAOL contigs
were obtained from the Pseadomonas Genome Project web site (http:/fwvww
pseuedumaonas.com),

Nucleotide sequence accession number. The sequence of the WSI1D Al penc
has been deposited in the GenBank database uander accession no. AF052586.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification and sequencing of the P. acruginosa W51D
rhiG gene. P. aeruginosa WS1D is a bacterium which is able o
degrade at least 70% of a brauched-chain alkylbenzene sulfo-
nate mixturc and is resislant to high concentrations of this
surfactant (28). In order to study the W51D surfactant cata-
bolic pathway, we have isolated several transposon mutants
affected in the degradation of presumed intermediates of the
surfactant degradation (unpublished results). During the DNA
scquencing of a mutant unable to degrade citroncllol, we de-
tected a linked open reading frame (ORF) which was homol-
ogous to the E. coli fabG gene, having 36% amino acid sc-
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FIG. 2. Characterization of the transcription arrangement of the . aeruginosa PAO1 fdG and resF genes, {A) Nucleotide sequence of the genes and regulatory
sequences. The sequence and position of the oligonucientides used during this work are shown in the figure and identified as Ln or Rn. depending on their polarity
(L. oligonucleotides amplify the sequence (rom 5' to 3, and R oligonucleotides have the opposite polarity). The sequence corresponding to the lux box is double
underlined. Arrows indicate the two Iranscriplion start sites detected (P1 and P2). SD (Shinc-Dalgarno) indicales the ribosame binding site sequence for mRNA
Lranslation. The sequences corresponding o putative transcriptional termination sites (lerm) arc shown. (13) Primer extension analysis of the rifG gene with two
different oligonucleotides as primers. [n pancl BI, the primer extension analysis was done with oligonucleatide R3 and revealed the cxistence of the mRNA secondary

structures shown. In panel Bil, the oligonucleotide R4 was used, and two transcription start points indicated as Pl and P2 were found.
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guence identity along the catire length. This ORF, called rilG,
has the characteristic codon usage and bias of its GC compo-
sition in the third position of cach codon of the Pseudomonas
genes (32). The alignment of the protein deduced from the
scquence of the Hil; gene with the protcins deposited in the
GenBank database confirmed the presence of the characteris-
tic signature for NADPH binding, as weil as the characicristic
motifs of dchydrogenases. As shown in Fig. 3, thesc sequences
are conserved in alf of the scquenced bacterial and plant FabG
proteins, However, the chromosomal region surrounding this
SabG homolog did not show the prescnce of other fab gencs, as
has been reported for P. acruginosa PAO1 and E. coli.

Another ORF encoding a protcin with a sequence 44%
identical to that of E. coli ResF, which is involved in regulation
of capsular production {13), was detected downstream of iilG.
This genctic arrangement and the fact that a fabG gene has
been aircady described in P. aeruginosa PAO1 led us 1o the
hypothcesis that this is a novel gene which encoded a second
functional NADPH-dependent B-ketoacyl reductase. In order
to test this hypothesis, we constructed an rhlG:Te mutant
according 1o the stratcgy shown in Fig. 4. The inactivation of
the W5ID rhiG gene did not produoce a fatty acid auxotrophy
or a decrcase in growth rate (data not shown). These resulls
showed that the RhG protein is not respoasible for the total
cellular fatty acid synthesis, so a FabG protcin should also cxist
in strain W51D. However, this cvidence was notl cnough to
determine the cxpression and functionality of the riiG gene
product.

Identification of the rldG gene in the P. aeruginosa PAOIL
genome. We decided to study the functionality of the RhIG
protein in the P. aeruginosa PAQI strain for two rcasons;
approximately 95% of its genome has been sequenced (http:f/
www.pscudomonas.com}, and the existence of the fabG gene
had alrcady been reported in this strain (GenBank database
accession no. U91631). We identified the PAOL riG gene in
contig 1780 of the Pseudomonas Genome Project, showing the
charactcristic codon usage and bias of GC composition in the
third position of each codon of the Pseudomonas gencs (32).
The genctic arrangement of PAOL is similar to that of strain
W51D, in which the resF gene is downstream (Fig. 2). The
deduced PAO1 RIIG protein consists of 256 amino acids, with
a predicted molecular mass of 26,813 Da and has amino acids
54% identical to those of the W51D RhIG protein (Fig. 3). The
great divergence between both #iIG penes is mainly duc to
differences in the sequences at their 57 cods. If the sequences
are compared after deletion of the first 52 amino acids of the
PAOI1 RhlG protein and 112 aminao acids of the corresponding
protcin in W51D, they have 91% identical amino acid se-
quences. Furthermore, both proteins contain the motifs inypor-
tant for their putative catalytic capabilitics (Fig. 3). The differ-
cnce between the amino-terminal sequences of PAOI and
W51D RhIG proteins is striking, considering that both strains
belong to the same specics. The significance of this variability
is not clear to us. The DNA scquence of the first 300 nucleo-
tides of the PAO1 riiG 5" region (Fig. 2) was confirmed by us,
and we found only three differences. This resull rules out the
possibility that the divergence between the /il gencs is duc Lo
major inaccuracics in the reported sequence in contig 1780.

We confirimed that the riilG genes were conserved and that
resF was present downstream in PAOL and W51D strains by
PCR amplification of total DNA (Fig. 4C). The following oli-
gonucleotides were used as primers: L2 or L2’ (the oligonu-
cleotide corresponding to the W51D #ilG gene sequence in the
same region) and R2, L2 or L2' and R1, and L3 and R1 (Fig.
2A). The amplificd product was a DNA band of the same size
from cither strain (Fig. 4C), thus validating the high degrec of
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homology between /il genes and the conscrvation of the
genetic arrangement inferred from the analysis of the scquence
obtained {rom the Pseudomonas Genome Project in conlig
1780.

The sequences of the PAOL fabG genc [rom contig 1761 of
the Pscudomonas Genome Project and GenBank {accession
no. U91631) were compared. The two PAO] fabG genc DNA
sequences are not identical. This inconsisiency may result from
inaccuracies in the sequence of the Pseudomonas Genome
Project. We compared both PAO1 FabG protein sequences to
the deduced protein sequences of the PAOL RhIG protein and
found the amino acids were 33 and 34% identical, respectively
(Fig. 3). This is further evidence that RhIG is an NADPH-
dependent B-ketoacyl reductase. The PAOL RhiG protein also
aligned with FabG proteins of different origin, as well as with
PhaB proteins from Alcaligenes sp. strain SH-69 and Acineto-
bacter sp. strain RA3849 (Fig. 3). This result is not surprising,
since the PhaB protcins arc NADPH-dependent acctoacetyl
reductases which participate in PHA synthesis. The signifi-
cance of the RhiG homology with PhaB proteins is discussed
below.

Expression of the rilG gene in P. acruginosa PAOL. Wc
carricd out primer cxtension cxperiments Lo determine wheth-
cr the #l(G was expressed in strain PAOIL grown [or 48 h on
PPGAS, a medium designed to increase rhamnolipid produc-
tion {34). Two oligonuclcotides derived from thc DNA sc-
quence reported in contig 1780 corresponding to the 5° end of
the vl gene were used as primers (Fig. 2). These experiments
revealed the presence of a specific #iG mRNA, confirming
that the genc is cxpressed under these culture conditions (Fig.
2B] and BIl). When the R3 oligonuclcotide was used, the cx-
tension was aborted very near the putative RhIG protein start
codon, suggesting the existence of an mRNA region with a sce-
ondary structure that prevented DNA polymerization by re-
verse transcriptase beyond this point (Fig. 2BI). The DNA
sequence within this region predicted the formation of several
loops in the mRNA (Fig. 2B1), which could play a rolc in the
regulation of the rhlG gene cxpression at the positranscrip-
tional level.

Two mRNA start sites were observed when the oligonucle-
otide R4 was uscd as a primer in extension experiments (Fig,
2BI). R4 is complementary to the mRNA sequence in which
the cxtension of the primer was aborted with oligonucicotide
R3 (Fig. 2A). The most frequent mRNA start site sccms to be
transcribed from a putative o™ type of promoter, although the
—12{—24 regions do not present all the clements which have
been claimed to be important in these promoters. A similar
situation has been found in the rhidB ¢ promoter {24). The
sccond, less abundant mRNA start site is a typical o type of
promoter. These two promoters overlap at their respective
—24 and —35 regions. Between nucleotides —43 and —63 (with
respect to the putative o™ prometer), the sequence ATCTG
TGGCATTGCCGCAGTA corresponding to a “lux box™ is
present (Fig. 2A). The prescnce of this regulatory sequence
strongly suggests that the /G gene is regulated at the tran-
scriptional level by onc of the two LuxR homologs forming
part of the quorum-sensing type of responsc in P. acruginosa,
LasR or RhlR. The characteristics of the rftfG promoler region
(two promolers, one of which is a noncanonical ¢ type of
promoter, and the presence of a lux box) arc very similar to
thosc present in the promoter region of the #ilAB operon,
which encodes the Rt 1 enzyme (24). In the casc of this key
enzyme for rhamnolipid biosynthesis, RhIR positively regu-
lates its transcription (20), and the alternative sigma factor ¢
is involved in its expression (24). As will be shown later, RhiG
protein is involved in the synthesis of onc of the rhamnolipid
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FIG. 3. Muliple alignment of the RhIG deduced amino acid sequence with different NADPH-dependent B-ketoacyl-ACP reductase (FabG) and NADPH-
dependent ketoacyl-CoA reductase (PhaB) proteins. Residucs within rectangles correspond (o identical amino acids, and those shaded are conserved among most of
the proteins analyzed. The percentage of identity of the different proteins with PAQ1 RhIG is shown in the botlom right column of the figure. Asterisks mark Lhe
resicucs which form the NADPH binding signature, and circles show the amine acids conserved in dehydrogenases, FabGBjap, FabG lrom Bradyrhizobium japonicum;
FabGMsmeg, FabG from Mycobacterium smegmatis; FabGMuub, FabG (rom Mycobacteriun tuberculosis; FabGAacl, FabG Trom Actinobaciffus actinomycefenicontitans;
from Arabidopsis thaitana; FabGClan, FabG from Cupfiea fanceolata; FabGBsub, FabG from Baciffus subtilis; FabGlicoli, FabG from E, coli:
FabGVharv, FabG from Vibrio hurveyi; FabGHinl, FabG from Haentophilus influenzae; FabGPacr, FabG from P. aeruginosa (GenBank database accession no. U21631);
FabGPAOQI, FahG from F. aemginosa PAOL (contig 1761); PhaBAsp, Phal3 from Aleafigenes sp. strain SH69: PhaBAcsp, PhaB from Acinctobacter sp. strain RAIS4Y;
RhIGPAOI, RHG from F. aeruginosa PAO1 (contig 1780); RhIGWSID, RWG from P. aeruginosa WSID (GenBank database accession nu. AF052586).

FahGAtha, FabG
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FIG. 4. Molecular characterization of the PAG1 #ii(; mutant ACPS. (A) Schematic representation of the strategy to construct the AfG mutants (ACPS and
W31D-10). (B) Southern blotting hybridization with the 600-bp insert of plasmid pJC1 (1) and the 1.4-kb Tc" resistance cassette (I1) used as probes. Lanes correspond
lo DNA samples digested with Pstl endonuclease from the PAOI genome (lane 1), the ACPS genome (lane 2), the Te" cassetle (lane 3), and the PCR product of the
amplification of thc W51D genome with oligonucleotides L2 and R2' (lane 4). {C) Amplification by PCR with dilflerent oligonucleotides specific for the /GG and resF
genes, Lanes correspond Lo the following DNA samples: 1, X phage genome digested with HindIil: 2, PCR product with W51 DNA as a template and the 1.2 and
R2 oligonucleotides as primers; 3, PCR product with PAOL DNA as a template and the 1.2 and R2 oligonucleotides as primers; 4, PCR product with ACPS DNA as
a lemplate and the L2 and R2 oligonucieotides as primers: §, PCR product with W51D DNA as a template and the 12" and R{ oligonucleotides as primers; 6, PCR
product with PAO1 DNA as a template and the L2 and R1 oligonucleotides as primers; 7, PCR product with W51D DNA as a template and the L3 and R
aligonucleotides as primers; and & PCR product with PAOL DNA as a template and the L3 and R1 oligonuclentides as primers.

precursors, so it is likely that the structural similarity between
the promoter regions of the rilG gene and the ril4B operon
reflects that they are subject to similar genetic regulation. This
possibility was examined further (see below).

Construction of a P. aeruginosa PAOIL rllG::Tc mutant. The
high degree of similarity of the PAO1 and WSID rhiG gences,
excluding their 5’ ends (Fig. 3), enabled us to construct a
PAOI FiiG::Tc mutant (ACP3 [Table 1]). Plasmid pJC2,
which contains an PG internal fragment from strain W51D
with a Tc' cassette inscrtion, was transferred by transformation
to strain PAOI, and Tc" Gm® transformants which were puta-
tive double recombinants carrying an interrupted AidG gene
were sclected (Fig. 4). Onc of these transformants is the ACPS

mutant (Table 1), which indced seems 1o be the product of a
double recombination event in which the G gene is inter-
rupted by the Tc cassctte; this conclusion is drawn from the
analysis by Southern blot hybridization and PCR amplification
as shown in Fig. 4B and C, respectively. The Southern blot
hybridization analysis (Fig. 413) shows that mutant ACPS con-
tains, as expected, a 2-kb Pstl fragment with homology with
both the rilG gene and the Te” cassette (lanes 2 in Fig. 4B1 and
BII) and that this fragment is not present in the PAOT genome
(lanics I, Fig. 4BI and BII). Uncexpecledly, however, the ACPS
DNA retained hybridization with the 3.2-kb Pstl rhiG homol-
ogous band. This result can be cxplained by the presence of
heterogencity in the chromosomes of strain ACP3, in which
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TABLE 2. Production of rhamnolipids and pyocyanine
by mutant ACP5 and its parcental strain, PAQI

Concn (%) of":
Strain

Rhamnolipid Pyocyanine PHA
PAOH 150 = 15 (100) 0.59 (100) 311 £ 13 (100)
ACPS <2 0.24 (40.6) 87 + 4(27.9}
ACP5/pIC3 125 * 25 (83.3) 0.60 (101.6) 243 + 30(78)
ACP5/pIC4 146 = 10(97.3) 0.64 (108.4) 305 x5 &98)
PAO RI <2 <0.05 ND

¢ Rhamnolipid concentration is expressed as micrograms of thamnose in th-
amnolipids per milliliter of culture. The concentration of pyocyanine is expressed
as the Agqq of the chloroform-extracied culture supernatant. PHA was measured
alter 24 h of growth on MM + gluconale and is expressed as milligrams of PHA
per milligram of protein.

b ND, not determined.

not all of the riG copics contain a Tc¢' cassette, or by the
prescnce in the PAO1 chromosome of an rilG homolog (prob-
ably fab(), which gives a hybridization signal of the samc size
when DNA s digested with Pstl. In order to distinguish be-
tween these possibilitics, PCR was performed in which rilG-
specific oligonucicotides (L2 and R2 in Fig. 2) werc used to
amplily the PAO! and ACP5 genomes. We found that the
expected 600-bp DNA fragment is amplificd from PAO1, while
a single 2-kb band is amplified from the ACP5 genome (Fig.
4C, lanes 3 and 4), these results clearly show that all of the FiIG
gene copies in ACPS contain a 1.4-kb insert (the T¢" cassctte),
so the most likely explanation is that we arc detecting an rilG
homologous gene by Southern blot hybridization, probably
JabG.

Effect of the rhlG inactivation in P, aeruginosa PAOIL, Mu-
tant ACP3 does not have a fatly acid auxotrophy, grows at the
same rale as its PAO1 parental strain, and does not show any
significant change in its total lipid profile. Furthermore, the
total lipid profiles of the parcnt and mutant strains were
identical (data not shown). This suggests that therc must be a
functional FabG protein that is responsible for the synthcsis of
total ccllular lipids and other essential products which contain
a fatty acid moicty, such as the lipid A molecule (9).

P. aeruginosa produces different secondary metabolites
which contain a lipid moiety, such as the autoinducers PAI-1
and PAI-2, as well as rhamnolipids and PHAs. Thercfore, we
investigaied whether the production of some of these com-
pounds was affected by the cassctte insertion in the G gene
{(mutant ACP5). Mutants allccted in the production of any of
the autoinducers are defeclive in total protease production (2,
22). We uscd this phenotype as a criterion to evaluate autoin-
ducer production. It was found that mutant ACP5 has the same
protcolytic activity as the PAOI parental strain (data not
shown), suggesting that autoinducer production is not aflected.
Rhamnolipid production in mutant ACP5 is completely abro-
gated (Table 2), suggesting that the RhlG protein is involved in
the reaction leading to the production of the B-hydroxydec-
anoyl precursor of rhamnolipids (Fig. 1). In order to obtain
direct evidence of the involvement of RhIG protein in rham-
nolipid production and to rule out that the phenotype of mu-
tant ACP5 was duc to a polar effect of the Te' cassctie inser-
tion in rAlG (and not to an inactivation of this genc), we
complemented in trans the ACPS mutant with plasmid pJC3,
which contains the PAO1 fIG genc (Table i). The results
obtained (Table 2) clearly show that the presence in trans of
the tAlG genc is suflicicnl 1o restore the ACPS capability to
produce rhamnolipids.

It was apparcnt that mutant ACP5 produces lower levels of
pigment than strain PAOI (Table 2). It has been reported that
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FIG. 5. Elcetron micrographs of the P. aeruginosa strains PAOL (A), ACPS
(), and ACP5/pJC4 (C) grown for 24 h on MM + gluconate. Some of the PIIA
granules are painted out, Micrographs were taken at a X20,000 magnification.
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production of both rhamnolipids and pyocyaning is induced by
PAI-2-mediated activation (20}, so we measurcd PAIL-2 pro-
duction by using thc C. violaceum CV026 bioscnsor (16). Mu-
tant ACP5 produced PAI-2 autoinducer at Jevels similar to
those produced by PAO1 (data not shown). At present, we do
not have a clear explanation for the reduction in pigment
formation by mutant ACPS, but both rhamaolipid production
and pyocyanine production are restored upon introduction of
a functional rilG; gene in plasmid pJC3 (Table 2).

P. aeruginosa is known to produce PHA by using fatty acids
from the de novo synthesis as precursors (30). The production
of total PHA is reduced in mutant ACP5 at 24 h of growth
(Table 2), but reaches the same level as PAOL after 96 h of
growth (data not shown). This defect in PHA synthesis can be
obscrved in the clectron micrographs taken after 24 h of
growth as a decrease in the number and size of granules in
mutant ACP3 (Fig. 5). This deficiency is due to rilG inactiva-
tion, since plasmid pJC3 restores PHA production (Table 2).
Thesc results suggest that Rh1G plays a role in biosynthesis of
fatty acids used as substrates for PHA production, but that it is
not an absolute requirement,

‘Thesc findings suggested the existence in PAOL of other
reductases involved in PHA production. As mentioned above,
RhIG is homologous to PhaB proteins (Fig. 3), so we decided
to scarch in the Pseudomonas Genome Project for PhaB ho-
mologs. We found that contig 983 contains an ORF coding for
a prolcin with amino acids 30% identical to those of PhaB
from Acinetohacter sp. strain RA3849 and 26% identical to
thosc of RhIG from F. aeruginosa PAOL. It is very likely that
the detected PHA synthesis in mutant ACPS is due to the
prescnce of an alternative pathway in which the reduction step
is calalyzed by the putative acctoacctyl-CoA rcductase cn-
coded by the PAOI phbB genc. Since this enzyme is cxpected
to be used in polyhydroxybutanoyl synthesis, it would be inter-
esting 1o determine whether the fengths of the fatty acid moicty
of PHAS produced by mutant ACP5 are differcnt from thosc of
the PHAs produced by the wild-1ype strain, PAOL.

Plasmid plC4, which contains 7 kb of the W51D chromo-
some, including the G gene (Table 1), complemented in
trans mutant ACP5 for rhamnolipid and*pigment production
and PHA synthesis (Table 2 and Fig. 5), suggesting that this
genc has the samc function in rhamoolipid and PHA synthcsis
in both P. aeruginosa strains.

Regulation of rilG expression in P. aeruginosa PAOL. To
obiain additional evidence in support of the involvement of the
RhIG protein in rhamnolipid and PHA synthesis, Lhe concen-
tration of #1/G mRNA was quantificd under diffcrent culture
conditions. The maximum AlG mRNA concentration is found
under conditions in which rhamnolipid production is maximum
(that is, the stationary phase of growth on PPGAS medium)
(Tablc 3), but there is also considerable expression when bac-
tcria are grown for 48 h on LB or MM + gluconate medium
(Table 3). It is important to point out that in the latter me-
dium, PAQ1 also produced rhamnolipids (37 pg/ml after 24 h
of growth). The level of expression of the filG gene in the
exponenlial phase of growth was low under all culture condi-
tions studied (Tablc 3). These results provide additional evi-
dence of the involvement of RhIG in the production of scc-
ondary metaboliles, such as rhamnolipids and PHA.

The DNA sequence of the ilG promoter region suggested
that the AlG gene was regulated at the transcriptional level by
onc of the two LuxR homologs forming part of the quorum-
sensing type of response in P. aeruginosa, LasR or RhiR. To
obtain additional evidence in this respect, we detcrmined the
rhilG mRNA concentration of the PAO Rl strain (a PAOI lasR
mutant) grown on PPGAS medium. We used this mutant be-
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TABLE 3. Relative concentration of rhlG mRNA on
different media and time of growth”

mRNA concn with growth time given®

Strain PPGAS LB MM +
gluconate
6h 48 h Gh 48 h oh 48 h
PAOI1 45 417 35 209 24 248
PAO RI —* 365 ND* ND ND ND

“ mRNA concenlration is expressed as the ratio of the RNA hybridization
deteeled by autoradiography scanning lo tolal RNA concentration uscd in the
cxperiment.

» — not detected.

“ ND, not determined.

causc it has beep reporied to be defective in bolh guorum-
sensing regulatory circuits present in P. acruginosa (12, 24).
Table 2 shows that in agreement with these obscrvations, PAO
R1 lacks rhamnolipid and pyocyanine production when grown
on PPGAS medium for 48 h. Unexpectedly, the level of PAO
R1 #iG mRNA concentration after 48 h of growth on PPGAS
is only slightly lower than that of the wild-type PAO1 strain
(Table 3), thus ruling out the direct involvement of LasR as the
transcriptional activator of the rilG genc. It is still possible that
the RhIR protcin activates FG transcription, since it has been
shown that /ifR mRNA is cxpressed at a significant level in the
PAO RI1 mutant (24). :

This is the first report of the cxistence in P. aeruginosa of a
ramification of the fatty acid biosynthetic pathway specifically
involved in rhamnolipid production. Figurc 1 shows the pro-
posed role of RhIG protein in the rhamnolipid biosynthesis
pathway. At present, we do not know whether the RhiG sub-
strate is B-kctoacyl linked to ACP or to CoA. Qur model (Fig.
1) shows the substrate 1o be B-ketoacyl-ACP, because most of
the RhIG homologs are FabG-like cnzymes (Fig. 3). We pro-
pose that CoA-B-hydroxyacids are the precursors of rhamno-
lipids, since the PHA synthases only usc as a subsirate the
CoA-linked fatty acids (31), and the lipid moicty of rhamno-
lipids (B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate) scems to be
the product of these enzymes.

In summary, a new gene, filG, involved in rhamnolipid bio-
synthesis has been identified. The deduced RBG protein
shows significant sequence homology with numerous NADPH-
dependent ketoacyl reductases. Complementation studics and
measurcment of the #G mRNA suggest Lhat the Rh1G pro-
tcin is required for rhamnolipid biosynthesis and can be uscd
in PHA production, but is not neccssary for fatty acid synthesis.
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13.- DISCUSION Y CONCLUSIONES ADICIONALES DEL ANEXO 1.

Puesto que el analisis de secuencias mostré que el gen cirA no mostraba homologia
significativa con alguna proteina que pudiera correlacionar su funcién con el fenotipo de
la mutante, se procedié a la caracteriacion del gen rhiG encontrado adjunto a ctrA. Al
presentarse la insercién del transposén dentro del gen ctrA existia la posibilidad de que
la transcripcién de rhiG fuera impedida (Figura 21). Ademas, los alineamientos ralizados
para el gen rhiG mostraron una similitud significante con proteinas del tipo ACP-
reductasas, involucradas en la sintesis y degradacion de acidos grasos, por lo que se
podria correlacionar la funcién de la proteina RhIG en la asimilacién de citronelo! via
mecanismos catabdlicos similares. Para demostrar esta hipétesis se prosiguio a la
interrupcién del gen rhiG en la cepa silvestre. Mediante PCR se amplificé un fragmento
interno del gen rhiG , se clond en un vector suicida y se le inserté un gen reportero, la
construccién resultante se usé para obtener dobles recombiantes de la cepa silvestre, a
las cuales les fue probado el fenotipo de incapacidad de degradar citronelol como se
habia hipotetizado. El resultado mostré que las recombinantes no poseian el fenotipo
esperado; concluyendo de esta manera que el gen rh/G no estaba involucrado con el
mecanismo de asimilacion de citronelol. Sin embargo debido a ia gran similitud con
enzimas involucradas en reacciones de sintesis de acidos grasos y pha’s se probd si la
mutante en rhiG obtenida podria presentar un fenotipo por el cual fuera relacionado a
alguno de estos sistemas. Se encontré que la recombinante de la cepa W51D
presentaba un fenotipo de disminucién en la produccién del biosurfactante ramnolipido,
aunque la cepa W51D produce niveles muy bajos de ramnolipidos. Esta diterencia
fenotipica respecto a la silvestre nos hizo suponer que probablemente la proteina
codificada por el gen rhiG podria estar involucrada en la sintesis de la porcion
hidrotobica del biosurfactante ramnolipido. El hecho de que la cepa W51D produciera
cantidades considerablemente menores de ramnolipidos respecto a otras Pseudomonas
aeruginosa, asi como por conocer la mayor parte de la secuencia del genoma de P
aeruginosa PAO1, nos motivd a la obtencion de ia recombinante interrumpida en el gen
rhiG en la cepa PAO1. En este caso, el resuitado fue satisfactorio, ya que la recombiante
presentd un claro fenotipo de incapacidad de produccion del biosurfactante ramnolipido
(Campos-Garcia et al. 1998; Anexo 1).

Las principales aportaciones y conclusiones de la caraterizacion del gen rhiG por un lado
representaron hallazgos interesantes de la region secuenciada entre ambas cepas,
haciendo notar que el arregio genético es diferente entre ellas (Figura 21). El arreglo
genético en la cepa PAQO1 es rhiG, rcsFy nosR; mientras que en otra region cromosomal
se encuentran los genes flhA, fhiF, ctrA y rpoF (Pseudomonas sequencing project). A
diferencia, en la cepa W51D el arreglo genético es rhiG, rcsF y en antisentido fhIF
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(truncado), crtAy rpoF. La diferencia radica esencialmente el la region 5° del gen rhiG.
En la cepa PAO1 la proteina RhIG mostré una region amino terminal divergente con
respecto al producto de la cepa W51D. Aunque en cierta region ambas secuencias
proteinicas son altamente homoélogas, esenciaimente conservando las regiones
implicadas en la funcion de la proteina (sitio conservado en deshidrogenasas y sitio de
uniéon a NAD(P)H) (Anexo 1). De tal manera, existe la posibilidad de que la diferencia
entre ambas regiones sea constituida por la divergencia evolutiva entre ambas cepas;
esto basado en el hecho caracteristico del género Pseudomonas, en el cual su
cromosoma se plantea como dos regiones de importancia, una region altamente
conservada donde se encuentran los genes “house keeping” y una region variable
destinada a la adquisicién y transferencia genética, generalmente encontrandose genes
relacionados con metabolismo secundario y sistemas degradativos (Holloway, 1996).

La caracterizacion del gen rhiG representa el primer reporte en Pseudomonas aeruginosa
de una ramificaciéon de la via biosintética de acidos grasos especificamente involucrada
en la sintesis de ramnolipidos por lo que es considerada una aportacion relevante (Anexo

1).

“ En las ciencias abstractas se va de definicién en definicion;
en las experimentales se camina de observacion en observacion.
En las primeras se llega a la evidencia y en las ultimas, a la certeza”
George-Louis Leclerc ‘
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Branched-chain dodecylbenzene sulfonates (B-DBS) are a scries of recalciirant compounds used as
surfactant in some domestic detergents. Pseudomonas aeruginosa WS5SID is able to degrade these
compounds even when they are Bresent at relativelf high concen{rations. As a maodel compound
to siudy the degradation of the B-DBS branched laleral alkyl chain we used the ramified alkene
citronellol (3,7-dimethyl-6-octen-1-0l), Citronellol is used by strain WS51D as the sole carbon
source upen oxidation to citronellal, citronellic acid and finally converted to geranic acid which
is further caiabolized to central metabolites. A mini-Ta5-11g mutant derivative of P. aeruginosa
WS5ID (WS51MI1) was isolated as unable 1o degrade citronellol. Enzymalic determinations showed
that mutant W51M1 lacked the citronellal dehydrogenase activity. The mini-Tu5-Hg insertion in

WS51IM1 genome was located at the ctrA gene which, according with the results shown here,
encodes for the citronellal dehydrogenase. Mutant W51M1 exhibited a reduced capacity to utilize
B-DBS as carbon source, which suggests that the citronellol pathway is only one of the
degradation routes, but not the only one involved, in the deﬁradnlion of the surfactant alkyl

lateral chain. To further learn about the degradation of the

DBS branched lateral chain we

purified from W5ID culture supernatants by IIPLC the aromatic compounds produced by the
surfactant degradation, and determine their structure by gas chromatography and mass
srectroscopy. We thus identified d4-hydroxyphenylpropionate and 4-hydroxybenzoate and show
that both compounds are used as carbon sources by strain W351D. Thus, bolh compounds are

likely to be RB-DBS catabolic intermediates. To explain their production [rom DB-DBS we pro(pose
that strain W51D exhibits a B-oxidation pathway that is able to remove two carbon unils fr
a methyl ramification. The {two latter aromaltic

the main hydrocarbon chain together with

om

compounds seem {o be oxidized (o produce protocachuate, which is finally mectabolized to central

metabolites.

INTRODUCTION

Alkylbenzene-sulfonates are the most commonly used

- surfactants in domestic detergent formulations (10). In the

U. S. A. and the European countries linear alkylbenzene-
sulfonates (LAS) have been used since the carly sixties,
when the branched chain alkylbenzene-sulfonates (BAS)
were recognized as recalcitrant compounds (2, 3, 4, 10). In
some Latin American countries BAS are currently used in

"different detergent formulations due to their lower costs,

Water pollution by BAS is a significant environmental
problem in these countries,

We have previously reported the selection of a
Pseudomonas aeruginosa strain (W51D) which is able to

mincralize at least 70% of a BAS commercial mixture and.

is resistant to high concentrations of these surfactants (20).
P. aeruginosa W51D is the only reported bacterium able to
mineralize BAS at a significant rate. A nutritionally
versatile LAS-degrading Pseudomonas, strain C12B, barely

degrades BAS (3, 14, 23). )

LAS arc completely degraded in waste waler trealment
plants. In their mineralization different organisms
participate, each degrading a part of the molecule. A four
member consortium was identificd as responsible in one
study (11), and a larger consortium was found to be
involved in mineralization in a marine envirenment (19).
In these consortia, some members attacked the side chain
while others degraded the aromatic moiety. No consortium
able to degrade BAS has been described, -

The biological recalcitrance of BAS is duc to the presence
of highly branched alkyl groups (2, 22). Branched alkanes
are generally less susceptible to biodegradation than are n-
alkanes and certain methyl branched alkanes. Specially 3-
methyl-branched and quaternary substituted alkyl chains can
result in environmental recalcitrance (2, 8, 15, 16, 18, 22).

Some Pseudomonas strains degrade branched alkanes and

alkenes, like 3,7-dimethyl-6-octen-1-ol (citronellol). This
compound has been used as a model to study the route of



degradation of branched alkencs (8, 16, 18). The genes
encoding the enzymes participating in this pathway have
not been reported. We have previously reported that P.
aeruginosa W51D is able to use citroncllol as the sole
carbon source (20). Here we report the cloning and
sequencing of the W51D gene cncoding the enzyme
citronellal dehydrogenase (ctrA).

The aim of this work was to determine the B-DBS
degradation pathway of P. aeruginosa W51D evaluating the
contribution to this pathway of the reported route for
citronellol degradation. The direct identification of the

degradation intermediates by mass spectroscopy and the -

quantification of the B-DBS degradation ability of a mutant
unable to use citronellol as carbon source led us to the
proposition of a B-DBS catabolic pathway. Olr results
show that strain W51D posses a novel capability to degrade
the B-DBS lateral chain, and that the enzymes involved in
citronellol degradation dare only one of the pathways
involved, yielding 3,4-hydroxybenzoic acid.

MATERIALS AND METHODS

Microbiological methods. Strains and plasmids used
in this work ar¢ shown in Table 1. P. aeruginosa W51D
was grown at 300C on modified M9 minimal medium (1)
supplemented with one of the following carbon sources:
branched chain dodecylbenzene-sulfonate (B-DBS) 0.2%
(wi/vol); glucose 0.2% (wu/vol); phenylacetate 3 mM;
cinnamic acid § mM; 4-hydroxyphenylpropionate 5 mM.
HgCl, was used at a concentration of 12 pg/ml. Antibiotic

concentrations in {g/ml, uscd for P. aeruginosa strains
PAQO1 and W51D, respectively, were: carbenicillin {Cb)
250 and 50 and tetracycline (Tc) 150 and 50.
Microaerophilic conditions were achieved by incubating 15
ml of inoculated medium in a 125 ml Erlenmeyer flask
without agitation, These conditions were necessary to grow
W51D strain on B-DBS, because shaking of these cultures
arrested the growth of cells.

Matings were performed mixing a l:1 proportion
donor:recipient strains and incubating them overnight at
300C onto agar LB medium. Appropriate dilutions were
made on selective media in order to isolate transconjugants.
Controls were not-mixed donor and recipient strains treated
identically to the mixture.

Respiration rate determination was done with cells grown
on M9 medium supplemented with B-DBS for 48 or 72 h.
The cells were washed twice with 100 mM Tris-HCI buffer
pH 7.2 and resuspended in 10 m! of the same buffer, The
cell suspension was agitated at a constant rate, sclting the
electrode at an O initial concentration of 220 pM. A class
II-tyr clectrode to measure oxygen from Hansatech
Instrument LTD Type: CBI-D2, Kings Lynn England, was
used. The compound to be tested as substrate was added at a
final concentration of 5 mM.

TABLE |, Pseudomonas aeruginosa strains and plasmids used in this
study

Strain or Relevant charactensticsa Reference

Plasmid

Psendomonas aceruginosa:
W51D  Strain able to degrade surfactants 20

WSIM1L  W35ID cirA:mini-TnS-Hg mutant This work
PAOL Wild type strain Holloway
Plasmids:
pUT mini- Suicide vector for mutagenesis with
TnS-Hg  mini-Ta5-1ig unable to replicate 7

in P. aeruginosa, Hgr.

' pKOK4  pBR325 derived mob+ plasmid, Ter, .

Apr, Cioe, 13
pICS pKOK4 plasmid with cirA gene

interrupted with mini-Ta5-Hg This work
pCP13 RK2 derived cosmid vector, Ter 6

pIC6 Cosmid containing 20 kb of W51D DNA,
with the ctrA, and rilG genes, Ter  This work

» Abbreviations used: Resistance to: ampicillin (Apr} chloramphenicol
(Cinr), mercury (Hgr) and tetracycline (Ter). :

Analytical methods. The culture supernatant of strain
W51D grown for 24 h on B-DBS or on an identified
degradation intermediate (such as 4-hydroxyphenylpropionic
acid) was obtained by centrifugation of the cultures and was
used to analyze the degradation intermediates as follows:
High performance liquid chromatography (HPLC) was used
to quantify the B-DBS degradation and to separate the
degradation intermediates which were later anatyzed by gas
chromatography and mass spectroscopy (GC-MS). Fifty
microliters of the supernatant were injected on a reverse
phase Nova-Pak C18 3.9 x 150 mm. column (WATERS),
the elution program was the following: A:B 80::20
(A=CH3COOH 1%, acetonitrile [ACN] 5%, HyO 94%;
B=ACN 100%) for 3 min, followed by a linear gradient till
reaching in 6 min A::B 0::100. The column was recovered
for 3 min to the slarting solution, The {lux used was |
ml/min and the elution was monitored at 254 nm with a
Hewlett Packard 1050 diode array UV detector.

GC-MS was used to identifly some of the B-DBS
degradation intermediates. A 48 or 72 h culture supernatant
of cells grown on B-DBS was acidified with HCI to pH 3
to eliminate the extracellular matrix of the biofilm formed
in this condition. The acidified supcrnatant was centrifuged,
the supernatant was cxtracted three times with ethyl acetate,
the organic fraction was concentrated by evaporation and
the extracted product was dried with Ny.. The dried product
was resuspended in methanol at a final concentration of 1
mg/ml. This sample was sililated with CISi(CHj)3
(SIGMA) according to the manufacturers instructions. 1 pl
of the sililated samplc was injected in a gas chromatograph
coupled with a mass spectroscope sclective detector
(Hewleu Packard HP6890 GC-MS system}.

Enzymatic assays. The enzymcs citronellol
dehydrogenasc and citronellal dehydrogenase were measured
by specific NADH production, by the absorbance at 340



nm, of the supernatant of the cell extract centrifugation at
40,000 g.

B-DBS purification. The commercial BAS mixture
used as source of B-DBS was obtained from a Mexican
detergent manufacturer, It was prepared by mixing 1-
propene with benzene-sulfonate in the presence of
hydrofluoric acid, at appropriate stoichiometric proportions.
The reaction yields a BAS mixture with a high proportion
of B-DBS, which eluted as a single peak in HPLC on a
semipreparative (250 x 22 mm) ECONOSIL C18 column
(Alltech, Ass. Inc.) using the following procedure: starting
with 60:40 H;O:ACN for 10 min and followed by a linear

gradient reaching pure ACN in 5 min and keeping this

. solvent for an additional 2 min. The flux used was 5

ml/min and the elution profile was monitored as described

above. The peak corresponding to B-DBS was identified by

foam formation. The mass-spectroscopic analysis of the
peak eluted from HPLC confirmed that it corresponded to
B-DBS (Fig. 1). .
Nucleic acid procedures. DNA isolation, cloning and
sequencing, Southern blotting and nick translation
procedures were carried out as described previously (17).
The sequencing reactions were done using Tagfs DNA
polymerase and fluorescent dideoxy terminators in a cycle
sequencing method; the resultant DNA fragments were
scparated by electrophoresis and analyzed using an
automnated Applied Biosystems 377 DNA sequencer.

Total DNA library construction. Total genomic
DNA from P. aeruginosa W51D was partially digested with
Sau3A and ligated to cosmid pCP13 (6) digested with
BamH]1 endonuclease. Cosmids werc packaged onto A heads
and transfected as described previously (17). About 5000
clones were obtained, which represent at least 10 times the
size of the bacterial genome. :
Computer analysis of the DNA and protein
sequences. Computer analysis of the sequences were
carried out by using GENE WORKS program
(IntelliGenetics, Inc.) and the University of Wisconsin
Genetics Computer Group (UWGCG) programs. The
sequence of the P. aeruginosa PAOI contigs were oblained
from the web site “Pseadomonas Genome Project”
(http:/fwww. pseudomonas.com),

Nucleotide sequence accession number. The
nucleotide sequence of the P. aeruginosa W51D ctrA genc
encoding for the enzyme citronellol dehydrogenase which is
reported here, has been deposited in the GenBank database
under accession number AF052586.

RESULTS AND DISCUSSION

B-DBS structure. To study the P, aeruginosa W31D
pathway for the degradation of branched-chain
dodecylbenzene sulfonate (B-DBS), this compound was
purified by HPLC from a commercial mixture of branched-

|

chain alkylbenzene-sulfonates (BAS). The mass
spectroscopic {(MS) analysis of the purified B-DBS was
compatible with the two isomers shown in Figure 1. The
gas chromatography (GC) and MS analysis of the detected
B-DBS degradation intermediates shown below did not gave
tight on which of the isomer is primary used by strain
W51D, but it is clear that whatever the molecule degraded,
this strain is able to catabolize the surfactant lateral chain
conlaining at lcast two methyl ramifications.
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Figure 1. MS spectra of the purified B-DBS, the two possible structures

of the molecule are shown.

Isolation and characterization of a WSI1D
mutant (W51M1) unable to degrade citronellol,
P. aeruginosa W51D is able to degrade the branched alkene
3,7-dimethyl-6-0cten-1-0l (citronellol), which has been
used as a model to study the route of degradation of
branched alkyl chains (8, 15, 16). To determine if the
citronellol catabolic pathway was responsible for the
degradation of the B-DBS lateral chain, a mulant unable to
grow in this compound (W51M1) was isolated after mini-
Tn5-Hg transposon {7) mutagenesis. Mutant W5IM1
seems to be the product of a single lransposon insertion,
This conclusion is drawn from the analysis by Southern
blot hybridization and PCR amplification as shown in
Figure 2.

Figure 2, Characterization of mutant W51MI. Panel 1) Southern blot
analysis of witd type strain W51D and mutant W51M| using plasmid
pUT mini-Tn5-Hg as probe, Lanes correspond to: 1) W31D total DNA



digested with Pssl endonuclease, 2) W5TM1 iotal DNA digested with
Pstl endonuclease, and 3) plasmid pUT mini-Tn5-Hg digested with
EcoRl enzyme. Panel [I) PCR products amplified with the L] and R1
oligonucleotides internal to the cirA gene (shown in Figure 4). Lanes
correspond to; 1) phage A DNA digested with Hindtll enzyme, 2) PCR
product using as templatc the WSID total DNA, and 3) PCR product
using as template the WSIMI total DNA. The migration of different
DNA size standards in kb is shown.

Mutant W51M1 is unable to use citronellal as well as
citronellol as carbon source, but can grow with citroneilic
and geranic acids as substrates (Table 2). These growth
characteristics suggested that strain W51M1 was deficient
in the conversion of citronellal to citronellic acid, catalyzed

by the enzyme citronellal dehydrogenase, according to the -

proposed route of citronellol degradation (19). To obtain
additional evidence in this respect, the accumulation of the
citronellol degradation intermediates were identified by GC-
MS analysis (Fig. 3) from the cultures supernatants of
strain W51M1 grown for 72 h on M9 + glucose +
citroneliol, compared to that of the wild type W51D strain.
According to our hypothesis, citronellal is much more
accumulated in mutant W51M1 than in the wild type strain
WS51D (Table 3). To further confirm that mutant W51M1
was deficient in the enzyme citronellal dehydrogenase, the
activity of this enzyme and that of the citronellol
dehydrogenase were determined. As expected, mutant
W51M1 has a much lower citronellal dehydrogenase
activity than strain W51D, while the citronellol
dehydrogenase activities are similar (Table 4). It is
interesting that the activities of both the citronellol and
citronellal dehydrogenases of strain W51D are induced in
the presence of citronellol (Table 4).

TABLE 2. Growth characteristics of strain W51D and mutant W5IM1
on M9 medium supplemented with diffcrent substratesa,

Strain citrol  citral  citrllic ac, geranac  B-DBS
W5iD +H ++ +++ +
WS5IMI1 - - ++ ++ +
WSIMI/pICE - ++ ND ND ND ++

" aAbbreviations used are: citrol: citronellol; citral: citronellal; citrllic ac:

citronellic acid; geran ac: geranic acid; B-DDS: branched-chain
dodecylbenzene sulfonate. The number of + represent the qualitative
detertnination of the amount of biomass produced on cach medium, -
means no growih detected. ND means not deteninined,

TABLE 3. Accumulation of compounds in culture supernatants of cells
grown for 72 h on medium M9 + glucose + cilronellola, .

Strain citronellol citronellal geranic acid
WSID 258 624 >1
W5iMI " 53 92,9 ND

2The accumulation is expressed as the % of the area of the peak
corresponding to each compound with respect to the addition of the area
of all the compounds detected in the gas chomatographic profile. ND
means not determined.

TABLE 4, Enzymatic activity of citronellol dehydrogenase and.
citroncllal dehydrogenase of P. aeruginosa strains grown on different
median,

citrol dehya citral dehys citrol dehya citral dehya

Strain LB M9 + citranellol
WsID 0.144 0.128 0.42 0.33
W5IMI 0.102 0.012 NA NA

sAbbreviations used: citrol dehy for citronctlo] dehydrogenase, and
citral dehy for citronellal dehydrogenase. The enzymatic activity is
expressed as NADH produced (absorbance at 340 nm)/min./mg of
protein. Cells used for enzymatic deterinination were harvested at the
early-stationary stage of growth. NA means not analyzed, since mutant
WS51MI is not able 1o grow on M9 + citronellol.

Even though mutant W51M1 is unable to use citronellol
as carbon source it is still able to grow with B-DBS, albeit
to a lesser extent (Table 2). The amount of B-DBS
degradation by mutant W5IM1 on M9 + glucose + B-DBS
is reduccd by 40 % compared to that of the wild type strain
W51D, as judged by the HPLC analysis of culture
supernatants (data not shown). These results show that the
cnzymes involved in citronellol degradation are involved in
B-DBS degradation, but that this catabolic pathway is not
the main route involved in B-DBS degradation by strain
W51D.

We determined that the wild type strain PAOI is able to

grow wilth citronellol as the sole source of carbon, but is
unable to degrade B-DBS. These results suggest that the
capability of strain W51D to degrade B-DBS is mainly due
to the presence of a route of degradation of the B-DBS
lateral chain different from the citronellol pathway, which
is not present in strain PAO1,
Nuclcotide sequence of the P. aeruginosa ctrA
gene coding for citronellal dehydrogenase. To
determine the nucleotide sequence of the ctrA gene encoding
the W51 citronellal dehydrogenase, the DNA sequences
flanking the mini-Tn5-Hg transposon insertion in strain
W51MI1 were cloned, rendering plasmid pJCS. The
nucleotide sequence showed an open rcading frame with the
characteristic codon usage and bias of its GC composition
in the third position of cach codon, of the Psexdomonas
genes (26) which was named ctrA. This gene showed no
overall homology with genes present in the GenBank data
base, but the deduced amino acid sequence of the CirA
protcin presented all the amino acid residues which are
know to be involved in NADH binding and in
dehydrogenase catalysis (Fig. 4).

The analysis of the 5’ ctrA regulatory region revealed the
presence of a putative ¢34 promoter, but we detected no
sequence resembling an “upstream activator sequence”
{UAS) TGTNgACA, which is known to be recognized by
the NtrC family of transcriptional activators that activate
transcription at a distance of more than 100 base pairs from
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P. aeruglnosa
W51D (AF052586)

P. neruginosa

PAOT"’
Contig 292
Contig 279

Figure 4. A) Nucleotide sequence of WS1D ctrA gene and its regulatory sequences. The sequence and position of the oligonucleotides used during this
work are shown in the figure and identified as L1 and R1 depending on their potarity (L1 oligonucleotide amplify the scquence from 5" 10 3 and R1
has the opposite polarity). A putative g34 promoter is shown. The sequence corresponding to the *“lux box" is underlined with two lines. The triangle
shows the site of the mini- Ta5-Hg insertion in mutant WSIMI. 5D means the ribosome binding site sequence for mRNA translation. The scquences
corresponding to putative transcriptional termination sites (term) are marked by a dotied line. The sequence of the CirA protein deduced from the
DNA sequence is shown, the residues which form the NADPH binding signature are shown within a square, and the amino acids conserved in
dehydrogenases are circled. B) Schematic represeniation of the chromosemal arrangement of cirA and rhiG genes and adjacent sequences in the
W51D and PAO] genomes.



¢34 promoters, and to be indispensable for transcription of
these promoters (25). It is interesting that we detected a
sequence showing overall homology o “lux boxes” (9),
where transcriptional regulators of the family of LuxR
regulators are bound to activate transcription. The
functionality of these regulatory sequences remains to be
determined.

We identified the PAOL cfrA gene as part of contig 279 of
the “"Pseudomonas genome project”, coding for a protein
91% identical to CtrA of strain W51D. The presence of the
ctrA gene in PAOIL genome is in accordance with the
ability of this strain to degrade citronellol.

Cosmid pJC6 (Table 1), which contains 20 kb of P.
" aeruginesa W51D genome including the ctrA gene,

complements mutant W51M1 for growth on citronellol and
B-DBS as sole sources of carbon (Table 2). We have
recently reported the characterization of the rhlG gene
involved in rhamnolipid production (5) which is closely
linked to ctrA (Fig. 4). It is interesting to point oul that
the rhlG and ctrA genes are not linked in PAQL
chromosome (Fig 4). The fact that two bacterial isolates
belonging to the same species and sharing a high degree of
DNA sequence homology present a different genomic
structure is striking. The significance of this genetic
divergence is not clear to us,

Analysis of the WS5ID pathway for B-DDBS
degradation. To obtain some information on the W51D
route for B-DBS degradation, which is independent of the
citronellol pathway, we determined the structure of the

degradation intermediates purified by HPLC from culture .

supernatants of W51D cells grown on M2 + B-DBS using
GC-MS analysis. Figure 3 shows the MS data and the
deduced structure of some of the compounds thus identified.
in some cases after the identification of a degradation
intermediate, this molecule was used as carbon source to
further identify other intermediates. This was the case of
phenylacelate and 4-hydroxyphenylpropionate. .
The compounds identified led us to propose the route
shown in Figure 5 for one of the B-DBS isomers delected,
but both B-DBS molecules could be degraded by the
proposed pathway. The first step in the B-DBS degradation
is the desulfonation of the benzene ring and its concomitant
hydroxylation, This proposition was made based on the
finding that all the degradation intermediates detected were
hydroxylated derivatives, and no sulfonated molecules were
found. Desulfonation with the concomitant hydroxylation
of the aromatic ring is the first step in LAS degradation by
different bacteria (12)
The GC-MS analysis of the culture supernatants of W51D
cells grown on M9 + B-DBS, showed the production of 4-
hydroxy phenylpropionate, 4-hydroxybenzoate (Fig. 3 E
and H), and 3,4-dihydroxybenzoate. The identification of
these compounds as B-DBS degradation intermediates,
shows that strain W51D catabolizes the B-DBS lateral

chain, despite the methyl ramifications, prior to the
wweomatic ring cleavage. We determined that strain W51D is
unable to use isophenylpropionate as carbon source, while
readily degrades the linear isomer, thus we include the
linear 4-hydroxyphenylpropionate as the B-DBS degradation
intermediate (Fig. 5).

To explain how strain W51D degrades the B-DBS laicral
chain yielding 4-hydroxyphenylpropionate, independently
from the citronellol pathway, we propose the presence in
strain W51D of a modified B-oxidation degradation of the
surfactant lateral chain that removes two carbons from the
main alkyl chain together with a methyl-branching (Fig.
5). The existence of this pathway is further supported by
the detection by GC-MS of branched-chain 4-
hydroxyphenylhexanoate (Fig. 3 D, shows the mcthyl-ester
derivative of this compound produced by the conditions of
extraction of the sample that was not sililated), which has
three carbon atoms removed from the branched-chain 4-
hydroxyphenyl nonanoate, which is the expected previous
degradation intermediate (Fig. 5). The proposition that
strain W51D has the ability to degrade methyl-branched
alkanes removing two carbons from the main hydrocarbon
chain together with a methyl ramification remains to be
experimentally validated. There is a single previous report
suggesling the existence in a unclassified gram-positive
bacterium of the modified B-oxidation pathway proposed by
us (15), but the only pathway characterized so far for the
degradation of branched alkanes is the citronetlol pathway.
Therefore, whatever roule for the degradation of B-DBS is
used by strain W51D, its characterization will reveal a
novel catabolic pathway.

The proposed route of W5ID degradation of 4-
hydroxyphenylpropionate (Fig. 5}, was elucidated using
this compound as carbon source and identifying the
intermediates by GC-MS (Fig. 3). We found that the
propionate moiety of this molecule is completely oxidized
and degraded to 4-hydroxybenzoate, prior to the aromalic
ring cleavage.

It has been reported that cinnamic acid is accumulated as a
non-metabolized by-product of the degradation of long-
chain alkyl-benzenes (22). We determined that P,
aeruginosa W51D is able to metabolize cinnamic acid to
certain extent when bacteria are cultured on M9 + glucose
+ cinnamic acid, and that it might be an intermediate in B-
DBS degradation (Fig. 5). The oxidation of cinnamic acid
lateral chain by WS51D, as judged by the dectected
degradation intermediates of cells grown on M9 + glucose
+ cinnamic acid, is similar to that of styrene lateral chain
oxidation by Pseudemonas sp. strain Y2 (24),
We have identified 4-hydroxybenzoate as a B-DBS
degradation intermediate. To obtain additiona) information
about the position of the hydroxyl-moieties in the last B-
DBS aromatic intermcdiate, we measured the W51D
respiration rate using diffcrent hydroxylated aromatic
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compounds (Table 5), and concluded that 3,4 di-
hydroxybenzoate seems to be the substrate for the
oxygenase which cleaves the aromatic ring.

" . TABLE 3. P aeruginosa W51D oxygen consumplion using different
* compounds as substratess,

Substrate Basal (BOC)»  Total (TOC)» TOC/BOC
4-hydroxybenzylaldehyde 242 528 2.1
3-hydroxybenzonte 175 532 10
2,4 di-hydroxybenzoate 266 363 1.3
3,4 di-hydroxybenzoate 236 417 1.7
4-hydroxyphenylacetate 254 416 1.7
1,4 di-hydrxyphenylacetate 174 290 1.6
2-hydroxybenzoate 163 163 Lo
2,5-di-hydrxybenzoate 263 263 1.0

4 L)

#

sOxygen consumption is expressed in uM/mg of protein per hour at
300C, BOC represent basal oxygen consumption and TOC is the total
oxygen consumed.

Thus we conclude that strain W51D presents a novel
catabolic capability to metabolize the surfactant branched-
chain dodecylbenzene sulfonate. We hypothesize the
existence in strain W5ID of a modified B-oxidation
degradation of the hydrocarbon lateral chain which removes
three carbons at each step. The complete elucidation of the
novel catabolic pathway present in strain W51D is a matter
of great importance which remains to be further analyzed.
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14.- DISCUSION Y CONCLUSIONES ADICIONALES DEL ANEXO 2.

14.1 EFECTO DE LA MUTANCION EN ctrA SOBRE LA DEGRADACION DEL
DETERGENTE B-DBS

Resultados previos en los que se analizé la degradacion en cajas de medio minimo con B-
DBS como fuente de carbono y energia mostraron la presencia de un halo de
degradacion alrededor de la colonia bacteriana. La mutante a citronelol (W51M1)
mostré un halo degradativo menor que el mostrado por la silvestre, cualitativamente
este resultado fue un indicio importante en la implicacién de la via degradativa del
citronelol sobre la degradacién del detergente B-DBS. La caracterizacion del efecto
causado por la insercién en el gen ctrA sobre la degradacion del detergente B-DBS se
realizé mediante estudios degradativos del detergente analizados mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Para lo cual se compararon los
porcentajes de surfactante degradado entre las cepas silvestre (W51D) y ia mutante.a
citronelol (W51M1). Los perfiles cromatograficos correspondieron a [0s sobrenadantes
de los cultivos crecidos en medio minimo con 0.3% de una fraccién purificada del
detergente B-DBS. Los resultados obtenidos mostraron un porcentaje de degradacion
para la cepa silvestre de un 35% de B-DBS en 48 hrs de incubacion, mientras que el
porcentaje de B-DBS degradado por la mutante W51M1 bajo las mismas condiciones
mostré un 22% de degradacion del detergente; representando una disminucion de
alrededor del 40% (Anexo 2). Estos datos demostraron que de alguna manera la
mutacién en el gen cirA afecta considerablemente la degradacion del detergente B-DBS.

14.2 CARACTERIZACION DE CtrA

Un andlisis detallado de la proteina CtrA identificé dominios presentes en otras alcohol
deshidrogenasas y el sitio de union de nucledtidos como NAD(P)+ (Anexo 2). Este
hallazgo hizo suponer que probablemente la actividad de la proteina involucrada en la
asimilacion del citronelol fuera del tipo oxido-reductasa. Un dato importante que apoyd la
anterior suposicion fue que la mutante W51M1 ademas de ser incapaz de crecer en
citronelol también presentd afeccién en la asimilacién del aldehido (citronelal), pero el
acido citronélico fue asimilable; lo cual podria indicar que la afeccion de la cepa W51M1
en la degradacién del citronelol sea entre la asimilacion del aldehido al acido. En base a
ésto se procedié a identificar la etapa afectada en el sistema, para lo cual se
implementd un método de determinacion enzimatica que nos permitiera monitorear la
enzima afectada en el mecanismo de asimilacién del citronelol. Tanto la citronelol como ia
citronelal deshidrogenasa mostraron especificidad por la utilizacion del cofactor NAD+;
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ademas, ambas actividades enzimaticas se encontraron en la fraccion citoplamica del
extracto. Los resultados encontrados indicaron que la actividad enzimatica afectada en
la mutante W51M1 fue la citronelal deshidrogenasa (afeccion en la conversion de NAD+
hacia NADH usando citronelal como substrato).

Un resultado que apoy6 fuertemente a los datos enzimaticos anteriores fue el analisis de
los niveles de acumulacion de metabolitos en cultivos crecidos en medio minimo con
citronelol suplementado con glucosa (Anexo 2). Por un lado la cepa silvestre mostro
acumulacién de los compuestos citronelol (25.8%), citronelal (62.4%) y &cido geranico
(<1%), mientras que la acumulacién por la cepa mutante W51M1 mostré para citronelol
(5.3%), citronelal (92.9%) y el acido geranico no fue detectado. Con estos resultados
apoyados con los enzimaticos podemos concluir que la enzima afectada es la citronelal

deshidrogenasa (Anexo 2).

14.3 CATABOLISMO DE B-DBS POR P. aeruginosa W51D.

Experimentos de proteccién del grupo sulfonato en la molécula de B-DBS dilucidaron que
la primer etapa en la degradacion de B-DBS por la cepa W51D consistio en la
desulfonacién del detergente, formando de tal manera un compuesto p-hidroxi-
fenilalcanoato, semejante al mecanismo referido por Cain, 1987 (figura 8). El
intermediario p-hidroxi-fenilalcanoato subsecuentemente asimilado por las vias del
citronelol y oxidacién B-modificada hacia la convergencia de un metabolito con el tamano
minimo en la cadena alquilica; dato apoyado por la identificacién de los compuestos 3-
metil-4-p-hidroxifenil-2-pentenoato, 4-hidroxi-3-feniipropionato) y p-hidroxifenilbenzoato
(Anexo 2). Cabe mencionar que no fueron identificados metabolitos p-fenilhidroxilados
con cadenas mayores, probablemente por la extraccion poco selectiva de este tipo de
compuestos, los cuales podrian encontrarse en concentraciones trazas imperceptibles
para el método de separacion (cromatografia de gases). Posterior a la identificacién de
los compuestos p-hidroxifenilalcanoatos se utilizé el acido 4-hidroxi-3-fenilpropiénico (4-
OHPHPr) para el estudio de etapas posteriores de degradacion. Los resultados
encontrados mostraron claramente que el compuesto hidroxilado es asimilado
efectivamente por la bacteria, presentando proporciones degradativas de 15% en 48
hrs de cultivo y un 28% al ser utilizada glucosa como suplemento energético. Al analizar
éstos extractos mediante perfiles de HPLC se encontré que existe una clara
transformacién del 4-OHPHPr en por lo menos dos intermediarios degradativos
acumulados eventualmente. Por otro lado, se encontré que al utilizar los compuestos B-
DBS y 4-OHPHPr como fuentes de carbono y energia en cultivos de la cepa W51D se
identifico el acido p-hidroxibenzoico como metabolito comin (Anexo 2). Lo anterior indica
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fuertemente que el surfactante B-DBS es degradado hacia la formacion del p-
hidroxifenilbenzoato, que es semejante a uno de los mecanismos referidos en la
degradaciéon de LAS por un consorcio bacleriano (Sigoillot & Nguyen, 1992; Figura 9) y
contrario al sistema degradativo de LAS en Pseudomonas testosteroni PtS-1 (Cain,
1987, Figura 7).

Aungue el mecanismo de asimilacién del anillo aromético no fue dilucidado, se intentaron
varias estrategias para lograr identificar el tipo de ruptura del anillo bencénico (orto o
meta). Experimentos tales como la identificacion de metabolitos degradativos del tipo 2-
hidroximuconico semialdehido evidenciando ruptura meta (compuestos que absorben a
Amax = 375 nm). De igual manera, la blusqueda de metabolitos producto de actividades
meta a partir de substratos como catecol, en la cual se esperaria la aparicion de
compuestos coloridos del tipo HOMODA (2, hidroxi-6-oxo-7-metilocta-2,4-dienoato), o
bien, la oxidacién de Indol hacia indigo como evidencia de la ruptura meta (Pflugmacher
et al. 1996; Kohler et al. 1993). Ya que los experimentos realizados mostraron
resultados negativos sugerimos que la ruptura del anillo bencénico (asimilacion del 3,4-
dihidroxibenzoato), probablemente ocurre via ruptura orto por la accion de una intradiol
dioxigenasa. Sin embargo, es evidente que son necesarios ensayos enzimaticos
especificos que confirmen la ruptura del anillo para cualquiera de las vias de asimilacion
de compuestos bencénicos.

Finalmente, concluimos que la degradacion del detergente B-DBS por la cepa P.
aeruginosa W51D ocurre por lo menos por dos vias principales que convergen en un
metabolito comun, en cuyo mecanismo se involucra el sistema de degradacion de
citronelol y una segunda via de asimilacién basada en una oxidacion tipo B-modificada
que elimina las ramificaciones de la cadena alquilica como propiolil-CoA, aunque
enzimaticamente restan por ser corroboradas (Anexo 2).

“El misterio es la cosa mas bonita que podemos experimentar.
Es la fuente de todo arte y ciencia verdaderos.
Albert Einstein
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ANEXO 3

(Para ser enviado a la revista Journal of Bacteriology)
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enzyme stabilization.
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among other heat-shock proteins, the Hsp70

molecular chaperonc {DnaK) which is involved in protein stabilization. It has been shown that
some bacteria present a Hsp70 homolog called Nsc66, which in Escherichia coli is unot induced
by hecat-shock. We report here the isolation of a Pseudomonas acruginosa W51D mutant
(W5iM22) by insertion of the mini-TnS5-Hg transposon, which was unsable to grow on ethanol as
sole source of carbon, showing that the transposon insertion in this mutant was located in the
hscA gene. We report that the hscA gene transcription is induced by ecthanel and heat shocks
and that the NAD dependent ethanol dehydrogenase activity of mutant W51M22 is temperature-

and ethanol-sensitive. These results strongly suggest that the P. aeruginosa Hsc66 protein is a
functional molecular chaperone which is involved in the stabilization of the enzyme alcohel
dehydrogenase, and possibly of other proteins, under some stress conditions.

INTRODUCTION

The 70-kDa heat shock proteins {(Hsp70) make up an
ubiquitous multigene family of highly conserved proteins.
In fact, Hsp70 is the most conserved protein known to date
which is found in all biota (10}, Hsp70 is known to act as
a molecular chaperone under normal and stress conditions,
stabilizing protcin folding intenmediates, and (o play a
major role in thermo-tolerance (25). Eukaryotic organisms
have been found to contain multiple Hsp70 family
members, while bacteria contain only two (10), and among
these, only one, Dnak, has been reported to be functional
as a molecular chaperone. The second DnaK homolog,
called Hsc66, has been reported in the bacteria Escherichia
coli (12, 29), Haemophilus influenza (9), Azotobacter
vinelandii (36) and Pseudomonas aeruginosa (32). The only
case in which there is some evidence suggesting that the
Hsc66 protein actually functions as a molecular chaperone
is E. coli, where it has been purified and show to have a
characteristic ATPase activity (34). The hscA gene is also
found in a wide range of eukaryotic organisms as yeast,
Drosophila and mamimals (14, 15). In all organisms where
the iscA gene is found, its complementary DNA strand
presents an open reading frame that could encode a protein
homologous to the enzyme glutamate dehydrogenase (12,
14, 15, 29). The function of this unusual genetic structure
has not been determined. In the case of bacteria, a

ferredoxin is encoded downstream of the fiscA gene and
both genes are transcribed as an operon (9, 12, i6, 29, 32,
36}, the functionality of this arrangement is also unknown.
In A. vinelandii it was suggested that the role of the Hsc66
protein was 1o stabilize proteins containing an iron-sulfur
group, such as one involved in oxygen protection of the
nitrogenase enzyme (36).

Induction of heat shock proteins under heat and other stress
conditions, as in the presence of ethanol (33), represents an
ubiquitous cellular response that occur at the level of
transcription (17). In gram-negative bacteria the rpoff gene
cncoding a ¢ factor of 32 kDa (¢ 32) plays a major role in
this homeostatic process. In E. coli 632 is not only
required for recognizing promoters for transcription, but
functions as the central regulatory factor in response to hcat
stress (31). The P. aeruginosa rpoff gene has been cloned
by its ability to complement an E. coli rpofi mutant (3,
21). The high degrec of homology between the P.
aeruginosa and E. coli 632 proteins (61% of amino acid
sequence identity} and the conservation of certain structural
features (21, 22, 23) strongly suggests that in the former
bacteria, 632 also has a central regulatory role in heat stress
response.

oF is an alternative sigma factor involved in heat-shock
response at high tempcratures (19). In E. coli GE controls
the extracytoplasmic stress response, accordingly its
aclivity is not only induced by ethanol and heat shock, but



also by disruption of protein folding in the periplasm (19).
In P. aeruginosa and A. vinelandii ot is involved in the
expression of the exopolysaccharide alginate (8, 18, 28),
and, in the former bacterium, plays a central role in cyst
formation (20). In E. coli, o©EF is an essential sigma factor

(6).

In E. cofi, the hscA gene transcription has been shown to
be induced by cold shock and not by heat shock (16), but
the level of the Hsc66 protein is maintained at a high level
in all culture conditions tested, including different
temperatures (16). An intriguing observation is that an
hscA mutant has no growth defect phenotype detected (12).

Here we show that in P. aeruginosa WS1D Hsc66 is
induced by the presence of ethanol- and heat-shocks, that an
hseA mutant (W5 1M22) is unable to use ethanol and other
short chain alcohols as carbon sources, presenting an
ethanol- and temperature-sensitive NAD-dependent ethanol
dehydrogenase enymatic activity, and that the-inability to
use cthanol as substrate of mutant W351M22 is
complemented by the E. coli hscA gene. Taken together,
these results suggest that in P. aeruginosa the Hsc66
protein is functional as a molecular chaperone which
stabilize the enzymc alcohol dehydrogenase, and possibly
other proteins.

MATERIALS AND METHODS

Microbiological methods. Strains and plasmids used
in this work are shown in Table L. P. aeruginosa strains
were grown at 300C on one of the following media: LB,
Pseudomonas Isolation Agar (PIA Difco), or modified M9
minimal medium (1) supplemented with one of the
following carbon sources: glucose 0.2% (wti/vol), ethanol
1% (vol/vol). Mercury (Hg) was used at a concentration of
12 pul/ml. Antibiotic concentrations in pg/ml, used for P.
aeruginosa strain W51D  were: carbenicillin {Cb} 50,
gentamicin (Gm) 30, kanamycin (Km) 109, tetracycline
(Tc) 50. Chloramphenicol was used at 50 pug/mi in the
experiment to test /sscA mRNA induction. When /fiscA
mRNA was quantified, strain W51D was cultivated on LB
medium at 30°C and when the culture reached a density of
0.6 at 600 nm, different treatments were applied for 3
additional hours.

Enzymatic assays. Ethanol dchydrogenase was
measured as previously reported (13), measuring NADH
ptoduction at a wave length of 340 nm.

Nucleic acid procedures. DNA isolation, cloning and
sequencing, Southern blotting and nick translation
procedures were carried out as described previously (27}.
Primer extension analysis was done with R1 primer (Fig.
1) located in the 5' region of the hscA gene from P.
aeruginosa W51D. The sequencing reaction shown in the

primer extension analysis was done with Thermo
Sequenase radio labeled terminator cycle sequencing kit
{Amersham Life Science, Inc.). Other sequencing reactions
were done using Tagfs DNA polymerase and fluorescent
dideoxy terminators in a cycle sequencing mecthod; the
resultant DNA fragments were separated by electrophoresis
and analyzed using an automated Applied Biosystems 377
DNA sequencer.

TABLE |. Pseudomonas aeruginosa strains and plasmids used
in this study

Strain or Rclevant characteristics? Refercnce
Plasmid
wW51D Strain able to degrade surfactants 28
WiIM22 WSID hscd::mini-Ti5-Hg mutant This work
W51M23 WSID fdxA::Km mutant This work
Plasmids
pUT mini-  Suicide vector for mutagencsis with
Tn5-Hg mini-Tn5-Hg unable to replicate

in P. aeruginosa, Hg'. 7
plQ200 Cloning vector Gmr, unable lo
mpi8 replicate in Pseudomonas 24
pCri3 RK2 derived cosmid vector, Tcr 5
plC7 Cosmid containig 20 kb of W51D This work

DNA, including hscB, hscA and

fdx, Ter This work
pJC8 pJQ200mp18§ with 1223 bp including

the fidxA gene and flanking regions This work
pICo pJC8 with a Kmr cassetic cloned in

the fdxA gene This work
pMP220 Cloning vector able to replicate in

Pseudomonas, Ter 29
pCIo pMP220 with kb of E. celi DNA

including the AseB, hsed and

JdxA genes This work

aAbbrcviations uscd: Resistance to: kanamycin (Km")
gentamicin (Gmr), mercury (Hgr) and tetracycline (Tcf).

Genetic manipulations. P. aeruginosa matings (30)
and transformation (24) were dong as reported previously.
The W51LD hscA::mini-Tn5-Hg insertion was constructed
using the pUT-Hg plasmid. The fdx4::Km mutant was
constructed by selection of double recombination events
with plasmid pJC9. This plasmid is a derivative of plasmid
pJC8 which contains 1223 bp of the W5ID DNA
amplified by PCR using oligonucleotides L2 and R4 (Fig.
1), with a Kmr cassette (2) cloned in fdx4 genc. These
plasmids include the entire fdxA genc and its flanking
sequences. The E. coli hscB, hscd, fdxA operon was
subcloned from plasmid pTHK100 (12) to the vector
pMP220 rendering plasmid pJC10.



L
GGAGGCTACGGTGCAGGATCCGRAGTTTCTCCTECAGCAGATGCAGCTGOGCGAGRAACTGGAGGAGTTGCAGGACAGCGCGGACCTGGCCEGCETGGCGACCTTCAAGCGTCGGCTCAA 120
EATVQDZPTETFTLTLG OOQMOQLREETLEETLO DSADLAG YA ATTFTEKTE RTEHLEK
hscB -35
GGOCGCCCAGGCCGAGCTGGAGCGTGAGTTCGCCGCE TR TGGAACGATGCGLAGCGCCGOGAAGAGGCCGAACGCCTGGTCCOTCGCATGCAGTTCCTCGACAALCTGGCGCAGGAAGT 240

A AQAEL EREVPAAMLCMWDDAGQIRRBRETEHAERILWWRRMOQTFTLDIEXTLAZOQE/V

-10 ¥ A& y da R
GOGCCAGCTOGAAGAGCGACTC GACGATTAATCOCTGCRGCCCCOG0GCCGCACCCCATAGTTAAGACAGAGCATGGCCCTACTGCAGATCGCCGAGCCCGGTCAGAGTCCCARGECCCA 160
RO¢LEERTLTDTOD. 35 W0  hscA SDM AL LOQTIARETP®PG® QSPEKTEH

TGAGCGTOGCCTGGCGETTGGGATCGACCTGGGTACCACCAATTCCCTGGTCGCTGCCG TGCECAGCEGCETCGCGGCTCCGTTGCCGGACGACCGCGECGANGTGATCCTGCCTTCCGE 480
ERRLAVGIDLGTTHNSTLVARANVERESGVAAPLZPDDRGEVTIULEPEPSA

GGTGCGTTACCTIGCCGATCGCATCGAGGTGGGTGAGAGCGTTCGCGC TAACGCCTCGUAAGACCCGCTGAACTCAATCATCTCGGTCARGCGC TTCATGGGCCGTGGCCTGGAGGACGT 600
VRYLADRTIEVGEZSVYRAMNASOQDPLWMNSTIISVIEKRTFMGRSGLETDYV
R2
GAAGCAGTTGGGCGGCCAATTGCCGTACCGC TTCACCCAGGGCGAGTCECACATECCCTTCATCGAGACCGTCCAGGGCGCCAAMAGTCCGGTGGAAGTCTCGGLGGAAATCCTCCGTGT 720
KQLGGQLPYRVFTOQOGESHM?PFIETV(QGAERKS?PVEVSAETITLRYV

CCTGOGTCAGCGCGCCGAATCCACCCTGEETGRCEAACTGATGRGCGCRETEATCACCOTTCCOGCCTATTICGACGATGCCCAGCGTCAGGCCACTARGGACGUCGLGUGTTICEC0GE 840
LRQRAMEZSTULOGGEULVVGAVVITVPAYTFDDAMOQRTOGQGATTE ERTDA MARILAG

TCTGCACGTGCTGLGCCTGCTCAATGAGCCGACCGCTGCCCCTETGGCATACGETCTGGACAAGAGCCCCGARGCC TTGGTCGCCATCTATGACTTGEGTCGCGGTACATTCGATATCTC 960
LKEVLRLLNEZPTARAMAMVAYGLDERKSAEGLVAIYDLGSGGTT FTDTIS

CA'lCC"I‘GCGCC'PGACCCG'IGGCGTC'I"I’CGMG'ICC’IGGCCACCGG'IGGOGACACCGCCC'IGGGCGGCGACGACTICGACCATGCCA’I‘I’GCCGGC'IGGATCATCGAGCAGGCCGGTA’I‘C’I‘C 1080
I LRLTRGVFEVLATG®GDTALGSGDDTFDHATLIAGWTITIETQ QAMGTIS

GGECTGACCTCGATCCGOETGCCCAGCGCCETC TECTGCAGACTOCCTGCGCCGCCAAGGAGGCGTTGACCGACAGCGCCAGC GTCGCTGTTGCCTACGACAGCTGGACCGGCGAGCTGAC 1200
ADLDPGAQRRLLZGOQTACAAMEKEA RALTDSASVAVAYDSWTSGETLT

CCGTGCCCAGATGGACTCGCTGATCGATCCGCTRATCCAGCGCAGCCTCAAGTCCTECCECCGCRUGGTACGTGAT TCTGGCATCGAGCTC GAAGAAGTC AGTGCCGTGGTCATGGTCGG 1320
RAQH¥DSLIDPLIGQRSLZEKSCRERAMYVEDSGTIETLETEVWVSAVVHEVWVG

TGGTTCCACCCGAGTGCOGCGOGTTCGOGAGETGETEGREGAGCTGTTOGETCGC GAGCOGCTGACCGATATCGACCCGGACCAGETGGTTGCCATTGGTGCTGCCATCCAGGLCGATGE 1440
G STRVPRVRELVGELTFOGRETPLTHDTIDZPDOGQVVATIGHAATIA® QA ATDAR

CCTGGCTGGCAACAAGCGCGECEAAGAGCTGC TGCTGCTGGATCTGATICCCTTG TCGCTCGECCTGGAAACCATGUGC GGGC TGATGGAGAAGGTGATTCCGCGCAACACCACCATCCC 1560
LAGNUHKRGETELTLLULDVTI®P?PULSLGLETMEMGOGLMETZ KVYTIPRNTTTITP

L2
GGTGGCGCETGCCCAGGAGTTCACCACCTACAAGGATGGCCAGACGGCCATGATGATTCACGTGCTGCAAGGL GAGCGTGAGE TGGTCAAGGACTGCCGGTCCCTGGCGCGC TTCGAGCT 1680
VARAMOQETFTTYZXDGQTAMMTIMHVYLQGERETLVEDCRSIELARTEFEHL

GCGCGGCATTCCGCCGATGETGGUGGECGCGECGAAGATCCGCGTCAGTTTC CAGGTCGACGUCGATGG TC TEC TEGGCGTGTCCELCCGCEAGTIGTCC TCCGGCGTCGAGGCGAGCAT 1800
R G1PP MV ACGCAAEKIRYS SFOQVDADGULLG® GEVSARETLSSGVE-ASTI

CCAGGTCAAGCCGTCCTACGGCCTGACCGACGGOGAGATCGCCCGEATGCTCCAGCATTCCTTCCAGTACGCCGGTGATGACATGGCCGCCC CTGCGCGAACAGCAGGTCCAGGC 1920
¢ VKPSYCGCLTDGETIARMLOGOEDSPFQYAGDDHMMARAZRTLRETSEUOVEA

CCAGCGTCTGCTCGAAGCCGTGCAGTCCOCGCTEGACGTCGATGGCGAGC GTC TG  TCGATGC TRACGAGCG T TEG TCATCGATECCGGRATGGACTCGCTGC GCGAACTGGCTACCGG 2040
Q RLLEAVYQSALDVDGERTILLDAMDERLELYVIDAGHMDSLERETLATSEG

CAGCGATGCCTCTCCCATCGAACTACAGATCAAGCGTC TG TCCCAGCTRACCRACGCC TTTGCCGCGCGCCGTATGGACGCCACCGTCARAGCCGCACTGGCCGGTUGCCGGCTCAACGA 2160
S DASAIELGQIKRLSOQLTODAPA ARAMREREMDATVEHABAALABAGRTRILINE

AATCGACGAATAAGCGAAGATCCCGCAGATTGTCTTTCTGCCCCAC GCCGAGCACTGCCOCGAAGGCGCGGTGATCGAAGCC CAGCCGGECGARACCATCATGAAGGCGGCGCTGCGCAA 2280
I1 EE . fdxMPQ1VFLPHRBAEHCPETGAVIEHAGORPGETTIMMEKAALTERHE

COGCATCGAGATOGAGCACGCCTGCGAGATETCCTE TGO TGCACCACCTGCCATG TGGTCGTROGCGARGGTTTCAATTCCATGGAAGCC TCCGACGAGCTGGARGACGACATGCTCGA 2400
G I EIEHACEMSCACTTCHYVYVREGTFNSMEAMADSDETLETPDIDMTLD

CARGGCCTGEEGCCTGGAGCCGGATTCGOGCCTGTCCTGC CAGGCCGTORTCGECGAGACCGATC TGETGGTGGAAATCCCGAAATACACCATCAACCAAGTGTCCGAAGGTCACTGAGA 2520
K AWOGLEPDSRLSCQAVYVYGETDTLVVEIUPIEKTYTTINO QVSESGH

R3
CGGAGCGCTCACATGAGTC TGAAATGGG TTGATCTCCTCGAAATCGCCATCCAGTGACCGARACCAAGCCGGACGTCGATCCOCGC TACGTGAATTTCGTCGATC TGCACCGCTGGETGE 2640

TGGCATTCCCGGAGTTCAGCGACGATCCGTCCCOCGGCORAGANAAGGTCCTGGAGGC CATC CAGGCCGCCTGGATCGAAGAAGCCGACTAGAGGGC CTCCACCAGAGCCGCGTACCCAT 2760
TIGTCATGARCCCGCGTATAATTCGCGGGT TTTATC TTTAGGTGAGC TG TCGAAA TTTCCCGAGGGAT TTCCAGTC GCCGGCCTETCGCAGTCGCGCCGGTTTCGOGGCTTTGCTACGGS 2880
R4

Figure i. Nucleotide sequence of the P. aeruginosa W51D hscA and fdxA genes and regulatory sequences. The sequence of the 37

end of the hscB gene is also shown. The sequence and position of the oligonucleotides used during this work are shown in the
figure and identified as Ln or Rn depending on their polarity {L oligonucleotides which amplify the sequence from 5° to 37 and the
R ones have the opposite polarity). Arrows indicate the two transcription start sites detected (P1 [o32-dependent] and P2 [of
dependent], respectively). SD means the ribosome binding site sequence for mRNA translation. The triangle shows the sile of the

mini-Ta5-Hg insertion in mutant W51M22.



Computer analysis of the DNA and protein
sequences. Computer analysis of the sequences were
carried out by using GENE WORKS program
(IntelliGenetics, Inc.) and the University of Wisconsin
Genetics Computer Group (UWGCG) programs. The
sequences of P. aeruginosa PAOI contigs were obtained
from the web site “Pseudomonas Genome Project”
(http://www. pseudomonas.com) released at September 15,
1998,

Nucleotide sequence accession number. The
sequence of the W51D chromosomal region including the
hseB, hscA and fidxA genes which is reported here has been
deposited in the GenBank database under accession number
AF096864.

RESULTS AND DISCUSSION

Selection and characterization of mutant
W51M22. We have previously reported the selection of a
Pseudomonas aeruginosa strain (W51D) which is able to
mineralize at least 70% of a branched-chain alkylbenzene-
sulfonate commercial mixture and is resistant to high
concentrations of these surfactants (4, 30). In order to
determine the surfactants degradation pathway, we selected a
mutant (W51M22) by insertion of transposon mini- Tn5-
Hg, which was unable to grow on 2-phenyl-propionate, a
presumed surfactant degradation intermediate. Further
characterization of mutant W51M22 showed that it was
impaired in ethanol utilization (Table 2), the solvent which
was used to solubilize 2-phenyl-propionate. Neither the
parental strain W51D, nor the W51M22 mutant were able
to use 2-phenyl-propionate as a growth substrate (4). We
rule out that mutant W51M22 was ethanol-sensitive, since
it is able to grow in the presence of this alcohol on LB
media at a concentration of 2.5%, the sam¢ concentration
which resisted the wild type strain W5 1D, The inability of
mutant WS1M22 to degrade ethanol was studied further.

The nucleotide sequence of the W51D genome adjacent to
the mini-Tn5-Hg transposon insertion allowed the
identification of the hscd gene and, further downstream,
apparently forming part of the same transcriptional unit,
the fdxA gene (Fig. 1). We found the /iscA and fdxA genes
in the PAO! genome sequence as part of contig 210 of the
“pPseudomonas Genome Project” (Fig, 2). The W51D and
PAOI hscA genes have a sequence 91% identical, and both
present the antisense ORF encoding a putative glutamate
dehydrogenase. In E. coli (16) and A. vinelandii (36) the
hscA gene is the second gene of an operon, hscB, a Dnal
homolog, being the first transcribed gene. This genetic
arrangement is also conserved in the P. aeruginosa genome,
since the hiscB gene is also present in this region (Fig. 2).

The PAQ1 genomic structure in this region is very similar
to that reported for A. vinelandii (36), containing upstreain
of the hscBA-fdx gene cluster, the iscSUA genes, which are
involved in the formation of the iron-sulfur cluster of a
protein involved in nitrogenasc protection to oxygen
damage (Fig. 2). P. aeruginosa is unable to fix nitrogen, so
the iseSUA genes might participate in the formation of the
active site of other proteins containing an Fe-S cluster.
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Figurc 2. Schematic representation of the P aeruginosa W51D
{(upper) and PAOI1 (lower) chromesomal regions where the
hscA genes are encoded. The sile of the transposon mini-Tn5-
Hg inscrtion in mutant W51M22 is shown.

]s: { hsea > i hscA

The deduced P. acruginosa Hsc66 amino acid sequence
shows that it belongs to the family of Hsp70 proteins
(Fig. 3), showing 64% sequence identity with the E. coli
Hsc66 protein.

The mini-Tn5-Hg insertion within the hscA4 gene was the
only insertion of the transposon in mutant W5iM22 (Fig.
4), suggesting that the inability to degrade cthanol was due
to inactivation of this gene. This conclusion is sustained
further by the complementation of ethanol utilization by
introduction of plasmid pJC7 (Table 2).

TABLE 2. Ability to grow on different media.

M9 medium supplemented witt
Strain LB pglua ctha propa  decaa nonaa
WS5ID + + + + + +
W51M22 + o+ - - + +
W51M23 + + + NDa NDa NDa
WSIM22/pICT + + + NDa NDa NDa
W5IM22/pICIO + + + NDa NDa NDa

aAbbreviations used: + or - refers to the strain ability or inability to
grow. M9 minimal mcdium was supplemented with ghu: glucose, eth:
cthanol, prop: propanol, deca: decanol, or nona: nonanol. ND means not
determined.

Sclection of the fdxA::Te mutant WS1M23,
Theoreticaily a ferredoxin could be involved in the
mechanism of alcohol degradation by P. aeruginoesa, and
the mini- Tn5-Hg insertion within the Ascd gene could
have a polar effect on the expression of the fdxA gene. To
determinc whether the W51M22 phenotype was due to the
lack of fdxA expression we constructed an fdxA:: Km
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Hsp70Akleb ‘ T(NTTNDRG EANNVRIEAKNGLENYAYNL EKLOGKIDESDKKV 572
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Figure 3. Multiple alignment of the P. geruginosa W31D HscA deduced amino acid sequence with some homologuc proteins. The
signatures which have been shown to be important for Hsp70 activity arc underlined. Residues within squares correspond lo
identical amino acids and those shaded arc conserved among most of the proteins analyzed. Abbreviations used are: DnaKBsub:
DnaK from Bacillus subtilis; Hsp70Akleb; Hsp70 from Arabidopsis klebsiana, DnaKAtwm: DnaK from Agrebacterium
tumefaciens; DnaKStypm: DnaK from Salmonella typhimuriwm; DnaKMaz: DnaK from Mycobacterium; DnaKTtherm: DnaK {rom
Thermobacterium thermophilus; HscAHinf: HscA from Hemophilus influenza; HscAEcol: HscA [rom Escherichia coli; HscA
Paerug: HscA from Pseudomonas aeruginosa W31D.



mutant (W51M23) according to the strategy shown in
Fig.5. Mutant W51M23 has not growth defect detected
(Table 2), thus the inaciivation of the /iscA secms to be
responsible for the mutant W5IM22 inability to use
ethanol as carbon source. Strain W51D possesses multiple
ferredoxins as evidenced by Southern biot hybridization
using the fdx4 gene as probe (Fig. 5, Panei 1}.
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Figure 4. Molecular charactenization of the W31D hscA mutant
W51M22, Panel 1) Southern blot hybridization using the mini-
TnS-Hg transposon as probe. Lanes corrcspond to 1) W51D
DNA digested with EcoR| enzyme and 2-4) W5iM22 DNA
digested with the following enzymes 2) EcoRl, 3) BamHl, and
4) Pstl. Pancl 1) hsc4 amplification by PCR of W51D {lane 2)
and W51M22 (fane 3) DNAs, using L2 and R3 oligonucleotides
shown in Fig. 1. Lancs | and 4 correspond to DNA size
markers.

Expression of the P. acruginosa W31D hscA
gene. The results presented above led us to the hypothesis
that Hsc66 was a functional molecular chaperon which
stabilizes the enzyme ethanol dehydrogenase in the presence
of its substrate, To obtain evidence which sustained this
hypothesis, we measured by Northern blot hybridization in
RNA dots, the level of AiscA expression on different cuiture
conditions. Table 3 shows that the W5ID /fiscA mRNA
concentration is induced by heat (429C} and ethanol (325
mM ethanol) shocks, but is unaffected by cold shock
{108C) or chloramphenicol treatment, which is known to
induce cold shock genes (16). These results are in
agrecement with the possible function of Hsc66 as a
molecular chaperone, and show that the £ cofi and P.
aeruginosa hscA genes are regulated in a different manner.
It is interesting, though, that the E. coli hscAB-fixA genes
contained in plastid pJC10 (Table 1) complemented the

ability of mutant W51M22 to use ethanol as carbon source
(Table 2), thus suggesting that the E. coli and P.
acruginosa Hsc66 proteins have a similar function.
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Figure 5. Molecular characterization of the W31D fux4 mutant
W51M23. A) Schematic represcntation of the strategy to
construct the mutant W51M23. B) Southern blot hybridization
of W51D DNA using as probes the WSID fdxA internal
fragment (Pancl 1), the W51D chromoesomal region cloned in
plasmid pJC8 (Panc 1), or the Kmr resistance cassctte (Pancl
i11). Lanes in pancls 1T and [ correspond to DNAs from: 1)
mutant W5iM23, 2) W51D, and 3) plasmnid uscd as probe in
each experiment.

Primer extcnsion analysis of the fscA gene region revealed
the presence of two mRNA start sites (Fig. 6),
corresponding to promolers recognized by RNA polymerase
containing cither 632 (P1) or oE (P2) subunits (Fig. 1).
The presence of these promoters is consistent with the
induction of the hscA gene transcription by heat and



ethanol. No sequences with homology to known
transcriptional activators binding sites were detected in the
hscA 5' region (Fig. 1). Besides the mentioned promoters
there is also evidence of AscA transcription coming from
the hscB 5° region (data not shown), as has been reported
for E. coli hscBA-fdx gene cluster (16).

TABLE 3. Relative concentration of P. aeruginosa W51D hscA
mRNA after 3 hours of different treatments?,

Strain  100C  300C  420C Cm  Ethano!

WwWs5ID 125 120 3717 80 225

2 ;nRNA concentration is expressed as the ratio of the detected
RNA hybridization by autoradiography scanning to total RNA
concentration used in the experiment. The probe uscd was the
PCR product of the DNA amplified with oligonuclcotides L1
and | (Fig. L).
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Figurc 6. Primer extension analysis of the #scA gene using
oligonucleotide R1 (Fig. 1), and the DNA sequence ladder made
with the same oligonucleotide. The RNA was extracted from P.
aeruginosa W51 D grown on M9 + ethanal.

Stability of the cnzyme ethanol dehydrogenase.
There are different classes of alcohol dehydrogenase
enzymes. The E. coli adhC gene encodes an alcohol
dehydrogenase of the class-I11 subfamily which uses NAD
as cofactors in the oxidation of simple alcohols and
contains an Fe-S cluster (11). This enzyme has a very low
affinity for ethanol and other short-chain alcohols (11). We
scarch for homologs of the E. coli AdhC enzyme in the
PAQI genomc and found a gene in contig 227 which is
72% identical and has a similarity of 85%. Based on the
high degree of homology between these genes, we
hypothetized that the P. aeruginosa Hsc66 protein was

involved in the stabilization of the alcohol dehydrogenase
class 111 (AdhIll) enzyme. If this hypothesis was correcl
mutant W51M22 should be deficient in the assimilation of
other short-chain alcohols, but not of long-chain alcohols,
which are much better Adhlll substrates. Accordingly with
our prediction mulant W51M22 is unable to grow with
C2-C4 alcohols, but can readily use decanol and nonanol
(Table 2). These results suggest that AdhlIl activity is
deficient in mutant W51M22, but it is still possible that a
different alcohol dehydrogenase is the onc affected in this
mutant.
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Figure 7. Stability of the enzyme cthanol dehydrogenase of P,
aeruginosa W51D (O ) and mutant W51M22 (@ ) at 420C
(upper pancl) and in the presence of 250 mM cthanol at 250C

(lower pancl).

We determine the stability, in the presence of 250 mM
cthano} or at 420C, of the NAD-dcpendent cthanol
dehydrogenase aclivity of strains W51D and W51M22,
grown on M9 + glucose. Both bacteria present a similar
specific activily in this medium, but it was apparent that
WS51M22 enzyme was more sensitive to heat or ethanol
treatments than the W51D enzyme (Fig. 7). These rcsults



sustain the hypothesis that Hsc66 stabilizes an alcohol
dehydrogenase in the presence of its substrate.

In agreement with its function, the NAD-dependent cthanol
dehydrogenase activity of strain W51D is three fold higher
when this strain is grown with ethanol as carbon source
compared to the activity when glucose is used as substrate.

It has been suggested that in A. vinelandii the protein
products encoded by the JiscA and hscB genes function as
chaperones involved in the maturation of iron-sulfur
cluster-containing proteins (36), and, as mentioned above,
the enzyme Adhlll contains an iron-sulfur cluster (11). The
genetic arrangement of the PAO1 iscUA and hscBA-fdxA
genes (Fig. 2) is consistent with the proposed role of
Hsc66 in the stabilization of Fe-S containing proteins.
Taken together the results reported herein, strongly suggest
that the P. aeruginosa Hsc66 protein is a functional
molecular chaperone important for the stabilization of an
alcohol dehydrogenase in the response to the siress
produced by ethanol. It is tempting to speculate that Hsc66
is specific for the stabilization of proteins containing an
Fe-S cluster, but this hypothesis remains to be
experimentally validated.
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15.- DISCUSION ADICIONAL DEL ANEXO 3.

15.1 CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA CLONA
pUCP20:PL70

El analisis y caracterizacion de la region de ADN subclonada de la mutante W51M22
(incapaz de asimilar acido 2-fenilpropionico) es abordado en el anexo 3; sin embargo se
comentaran algunas de las conclusiones finales.

Los resultados obtenidos en la caracterizacién de la mutante W51M22 mostraron el
involucramiento de una proteina con caracteristicas estructurales y funcionales de
chaperona, que probablemente funcional en el plegamiento y estabilidad de proteinas.
Para entonces los indicios mostraban que probablemente esta chaperona podria estar
involucarada en el mecanismo degradativo de compuestos del tipo fenilalcanoatos de
cadena menor de 4 carbonos ya que la cepa crece en los &acidos fenilhexandico y
fenilbutanoico, pero no en el acido fenilpropidnico. Sin embargo, ensayos finales
mostraron que el método de seleccion no fue el adecuado, ya que el compuesto 2PHPr
posee una relativa hidrofobicidad por o que en la preparacion de medios de seleccion fue
necesario disolverlo en pequefias cantidades de etanol. El resultado final fue el aislamiento
de una mutante afectada en la degradacion de etanol y no especificamente en la
degradacion del acido 2-fenilpropidnico. En presencia tanto de etanol como del acido 2-
fenilpropiénico el fenotipo de la cepa W51M22 fue mas claro, por [o que no se descarta
la posibilidad de que la proteina HscA esté involucrada en un mecanismo de respuesta a
la accién téxica del acido 2-fenilpropi¢nico y compuestos relacionados. Los resuitados
mostraron una induccién de la expersion del gen hscA cuando la cepa W51D fue
sometida a un shock de etanol y temperatura (42°C); resultado que estd de acuerdo
con la funcién de la HscA como chaperona molecular. El analisis transcripcional mostrd
dos sitios promotores tipicos del reconocimiento de los factores ¢32 y oF que podrian
correlacionarse con la induccion por calor y etanol (Anexo 3). Finalmente, concluimos que
el producto del gen hscA funciona como una chaperona involucrada en el fenémeno de
respuesta generado por estrés desnaturalizante causado por calor o compuestos
como el etanol y probablemente fenilalcanoatos.

“La tierra es para quien la trabaja”
Emiliano Zapata
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VI.- PERSPECTIVAS EXPERIMENTALES

ANEXO 1

- Confirmacion de la funcion de la proteina RhiG mediante el andlisis de la actividad
enzimatica involucrada en la sintesis de ramnolipidos y PHAs en Pseudomonas aeruginosa

PAO1.

- Caracterizacion genética de la afeccion de produccién de ramnolipidos y otros factores
en la cepa Pseudomonas aeruginosa W51D.

ANEXO 2

- Caracterizacion de la regulacion del gen ctrA en Pseudomonas aeruginosa W51D.

- Confirmacién de la funcién de la proteina CtrA sobre la degradacion del surfactante B-
DBS mediante analisis enzimaticos, utilizando substratos similares a los propuestos en la
via degradativa.

- Caracterizacién de los genes restantes de la via degradativa del citronelol.

- Caracterizacion genética y dilucidacion del segundo mecanismo que interviene en la
degradacién de la cadena alquilica del surfactante B-DBS en la cepa W51D.

- Dilucidacion de la asimilacién de compuestos bencénicos por la cepa W51D.

- Cuantificacién de la virulencia de la cepa W51D que permita potencialmente ser utilizada
en procesos de biorremediacion de surfactantes y otros hidrocarburos.

- Expresion de los genes involucrados en la degradacion del surfactante B-DBS en otros
microorganismos heterdlogos.

- Caracterizacion de la formacién de biofilm en la cepa Pseudomonas aeruginosa W51D.

ANEXO 3

- Estudio de la funcién de la proteina HscA como chaperona molecular en respuesta a
estrés por compuestos aromaticos.

- Caracterizacién de los genes involucrados en la termosensibilidad a 42°C en la cepa
Pseudomonas aeruginosa W51D.
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