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% piv: porcentaje peso en
volumen.

% viv: porcentaje volumen en
volumen.

UM: micromolar.

pCi: microCurie.

pF: micro Faraday.
pgr: microgramo.

pm: micrometros.

14C: carbono radiactivo.

aacC1: gen codificante para la
resistencia a Gm.

ADN: acido
desoxirribonucleico.

AE: actividad especifica.

Al o AI'*: aluminio.

Amp: ampicilina.

AmpR: ampicilina resistente.

aph(3’)-lla: gen codificante
para la resistencia a Km.

C: carbono.

Cb: carbenicilina.

Cb®: carbenicilina resistente.
CL.: cardiolipina.

Cm: cloranfenicol.

cm®: cloranfenicol resistente.
CLs: cardiolipina sintasa.

cls: gen para cardiolipina
sintasa.

cm: centimetro.

DMPE:
dimetilfosfatidiletanolamina

DO: densidad optica.

Gbq: Giga Beckerel.

Gm: gentamicina.

Gm": gentamicina resistente.
h o hs: hora u horas.

HPi-BSM: Medio salino basal
de alto contenido en fosfato.

HPLC: cromatografia liquida de
alta precision.

IPTG: isopropilo-B-D
tiogalactosido.

Kb: kilo base/s.

Km: kanamicina.

Km": kanamicina resistente.
kV: kilo voltios.

I: litro.

LacZ: promotor inducible por
IPTG.

LB: medio rico Luria-Broth.
LPE: lisofosfatidiletanolamina.
M: molar.

mg: miligramo.

min: minuto.

ml: mililitro.

mM: milimolar.

mm: milimetros.

mM: milimolar.

mmol: milimol.
MMPE:monometilfosfatidil-
etanolamina.

N: nitrégeno.

N: normal.

NAO: 10 N-nonil naranja de
acridina.

nCi: nanoCurie.
ngr: nanogramo.
nm: nandémetros.
nM: nanomolar.

ORF/s u orf/s: open reading
frame (marco de lectura
abierto).

PA: acido fosfatidico.
pb: pares de bases.
PC: fosfatidilcolina.

PCR: Reaccion en Cadena de
la Polimerasa.

PCS o pcs: fosfatidilcolina
sintasa.

PE: fosfatidiletanolamina.
PG: fosfatidilglicerol.
PGsA: fosfatidilglicerol sintasa.

pgsA: gen para fosfatidilglicerol
sintasa.

Pi: fosforo inorganico.
PL.: fosfolipidos.
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PLD: Fosfolipasa D.
pmoles: picomoles.

PMT: fosfolipido N-metil
transferasa.

poliP: polifosfatos.
prot: proteina/s.
PS: fosfatidilserina.

PSsAl: fosfatidilserina sintasa,
clase I

pssAl gen para fosfatidilserina
sintasa, clase |I.

PSsAll: fosfatidilserina sintasa,
clase ll.

pssAll gen para
fosfatidilserina sintasa, clase |1

QACs: compuestos de amonio
cuaternario (Quaternary
Ammonium Compounds).

rpm: revoluciones por minuto.

sacB: gen que codifica para la
levanosacarasa.

Sac®: sacarosa sensible.

Sac®: sacarosa resistente.
SAM: S-adenosil metionina.
Sm: estreptomicina.

sm™ estreptomicina resistente.
sm*®: estreptomicina sensible.
TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA.
TCA: tricloroacético.

TDTMA:
tetradeciltrimetilamonio.

TEM: Microscopia electronica
de transmision.

TLC: cromatografia en capa
delgada.

Tm: temperatura de fusion
(melting).

TY: medio rico triptona/extracto
de levadura.

U: unidades de enzima.

ufc: unidades formadoras de
colonias.

UV: luz ultra violeta.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranésido.
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En este trabajo de tesis se analizaron los mecanismos adaptativos que le permiten a
Pseudomonas putida A ATCC 12633 contrarrestar el dafio ocasionado por agentes que
perturban la integridad de su membrana. Particularmente se estudiaron los cambios a nivel
de fosfolipidos y las actividades enzimaticas involucradas en la respuesta de P. putida A
ATCC 12633 frente al estrés ocasionado por la presencia del detergente catidnico sintético
Br-tetradeciltrimetilamonio (TDTMA) y la del metal téxico aluminio (AI*®).

En células de P. putida A ATCC 12633 expuestas a TDTMA durante cortos periodos
de tiempo, el contenido de cardiolipina disminuyé un 60 %, mientras que los niveles de
fosfatidilglicerol y acido fosfatidico incrementaron con valores superiores al
100 %, respecto a lo detectado en células no expuestas al detergente. En células crecidas
con TDTMA como unica fuente de carbono y nitrégeno, los cambios mas significativos
fueron también aumento de acido fosfatidico y fosfatidilglicerol, pero el contenido de
cardiolipina no se modificd. Estos resultados permitieron implicar a los fosfolipidos anionicos
en la respuesta bacteriana a TDTMA, utilizando principalmente acido fosfatidico para
neutralizar la alta densidad de carga positiva presente en la molécula del surfactante. La
actividad fosfolipasa D (PLD) detectada en células de P. putida A ATCC 12633 crecidas con
fuentes preferenciales de carbono y nitrégeno, sumada al incremento de esta actividad
enzimatica que se detecté cuando las células se enfrentaron a TDTMA, permitieron
proponer que esta enzima es la responsable de catalizar la hidrdlisis de cardiolipina
generando, de manera rapida y eficaz, parte de los aumentos de fosfatidilglicerol y acido
fosfatidico necesarics para contrarrestar el dafio inicial ocasionado por el detergente.

La obtencidon y caracterizacion de una cepa mutante de P. putida A ATCC 12633
afectada en el gen homologo a cardiolipina sintasa (cls) (P. putida GP0O1) mostré una
distribucién y un contenido de cardiolipina semejante a lo detectado en su cepa parental,
indicando que en P. putida A ATCC 12633 existe un gen adicional responsable de codificar
una cls o bien que, en esta cepa, cardiolipina es sintetizada a través de otra enzima que
guarda cierta homologia con CLs, como es el caso de la fosfatidilserina sintasa clase .
Adicionalmente, la caracterizacion de la cepa mutante P. putida GP0O1 mostré ausencia de
actividad PLD, lo que llevé a concluir que la mutaciéon generada en el gen homdlogo a cls
afect6é una actividad PLD, si bien no es posible descartar, hasta el momento, que dicho gen
codifique para una actividad dual PLD / CLs.

El andlisis por microscopia electronica de transmision de la integridad de la
membrana celular de P. putida A ATCC 12633 crecida con TDTMA como unica fuente de
carbono, nitrégeno y energia, mostrdé que la presencia del detergente no produce
alteraciones en la integridad de la misma, si bien se detectan la presencia de estructuras

intracelulares (pseudovacuolas) y la liberacion de vesiculas de membrana al medio. Por otro
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lado, el analisis del contenido de fosfolipidos en esta condicion nutricional mostro, en esta
cepa, un notorio incremento en el contenido de fosfolipidos totales, lo cual refleja distintas
estrategias llevadas a cabo por el microorganismo para sobrevivir en presencia del
surfactante. Posiblemente el incremento de fosfolipidos totales lleve a una menor adsorcion
de TDTMA a la membrana celular y la liberacion de vesiculas a la excrecion de compuestos
no deseados de su metabolismo.

Durante el crecimiento de P. putida A ATCC 12633 con TDTMA como unica fuente
de carbono, nitrégeno y energia, la adicién de Al al hedio, necesario para lograr la
completa mineralizacion de TDTMA, provoco, entre otros cambios, un incremento en el
contenido de fosfatidilcolina. Extractos libres de células provenientes de P. putida A ATCC
12633 crecida en presencia de fuentes preferenciales de cérbono y nitrégeno o con TDTMA
permitieron identificar que en esta cepa, la sintesis de fosfatidilcolina se lleva a cabo a
través de la via de la fosfatidilcolina sintasa (PCS) y que esta actividad enzimatica es
independiente de la adicion de colina exégena y activaéa por la presencia de Al®. Se
identificd, mediante la expresion y la obtencion de una cepa mutante, que el gen de
P. putida A ATCC 12633 homodlogo al orf pp0731 de P. putida KT2440 y al gen pcs de
Sinorhizobium meliloti, es el responsable de codificar para fosfatidilcolina sintasa en esta
cepa.

Por otro lado se demostr6, mediante ensayos de viabilidad celular y fluorescencia,
que la cepa de P. putida A ATCC 12633 mutante en pcs y carente de fosfatidilcolina en su
membrana, es mucho mas sensible que su cepa parental cuando se expone a Al®y
contiene menor cantidad del catién unido a sus membranas, comportamiento revertido por
ensayos de complementacion con el gen pcs. En conjunto, estos resultados corroboran la
hipétesis de que fosfatidilcolina participa en la respuesta bacteriana al Al"® actuando como
en reservorio temporario del ién. El mecanismo propuesto implica la formacién, en la
membrana de P. putida A ATCC 12633, de complejos Al**-fosfatidilcolina los cuales, por un
lado, disminuyen el contenido de AI** libre que puede ser téxico para el microorganismo y,
por otro, mantienen disponible AP para cuando P. putida A ATCC 12366 necesite utilizarlo
para disminuir los niveles inhibitorios de trimetilamina intracelular que se producen como
consecuencia del metabolismo de TDTMA vy lograr asi la completa mineralizacion del
detergente.
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In this thesis work, the adaptive mechanisms that allow Pseudomonas putida A ATCC
12633 to counteract the damage caused by agents that alter the integrity of its membrane
were analyzed. In particular, the changes at the level of phospholipids and enzymatic
activities involved in the response of P. putida A ATCC 12633 exposed to stress produced by
the presence of the quaternary ammonium compound tetradecyltrimethylammonium bromide
(TTAB) and the toxic metal aluminum (AP**) were studied.

In the short-term response of P. putida A ATCC 12633 to TTAB, the most significant
change detected was an increase in phosphatidic acid and phosphatidylglycerol levels and,
accompanying these changes, the amount of cardiolipin decreased. In cells grown with TTAB
the most significant change detected was also an increase in phosphatidic acid and
phosphatidylglycerol levels, but the level of cardiolipin did not change considerably. These
modifications indicated that these phospholipids are involved in cellular responses to TTAB,
utilizing phosphatidic acid principally to neutralize the high positive charge density given for
the ammonium quaternary moiety from TTAB. Phospholipase D activity detected in P. putida
A ATCC 12633 cells grown in a basal salt medium with glucose and NH,ClI as the carbon
and nitrogen source and the increase of this enzymatic activity detected in cells exposed to
TTAB, allowed us to propose that the tumnover of CL might be an efficient method to
replenish phosphatidylglycerol and phosphatidic acid pools, through the action of a
phospholipase D-hydrolyzing CL.

The construction and characterization of a P. putida A ATCC 12633 mutant strain
affected in the cardiolipin synthase-homologous (c/s-homologous) gene showed that in this
mutant strain (P. putida GP01) the content and distribution of cardiolipin was similar to that
observed in the parental strain, indicating that either in P. putida A ATCC 12633 there are an
additional gene for encoding a CLs, or that cardiolipin could be synthesized by another
enzyme that shows homology with CLs, such as phosphatidylserine synthase class I
Additionally, the absence of PLD activity in P. putida GPO1 allows us to infer that the
mutation in the cl/s-homologous gene affect a PLD activity. However, so far, we can not
exclude that this gene encodes a dual activity PLD / CLs.

Analysis by transmission electron microscopy of cell membrane integrity of P. putida
A ATCC 12633 grown with TDTMA as sole source of carbon, nitrogen and energy, showed
that the presence of surfactant does not cause alterations in membrane integrity, but were
detect the presence of intracellular structures (pseudovacuoles) and extracellular membrane
vesicles release to the environment. On the other hand, analysis of total phospholipids
content in this strain grown with TDTMA showed marked increase, reflecting different

strategies undertaken by the microorganism to survive in the presence of surfactant.
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Possibly, the increase in total phospholipids leads to a lower TTAB adsorption to the cell
membrane and the release of vesicles allows the excretion of undesired compounds from the
metabolism of surfactant.

In P. putida A ATCC 12633 cells growing with TTAB, the addition of AP’ in the culture
medium necessary to achieve complete mineralization of TTAB, produced an increase in
phosphatidyicholine content. Cell-free extracts obtained from cells grown with glucose and
NH,CI or with TTAB, allowed us to identify that in this organism the phosphatidylcholine
synthesis occurs exclusively via the phosphatidylcholine synthase (PCS) pathway and that
this enzymatic activity is independent of exogenous addition of choline and was activated by
the presence of AP*. The gene from P. putida A ATCC 12633 homologous to orf pp0731
from P. putida KT2440 and to pcs gene from Sinorhizobim meliloti was cloned and
expressed and the PCS activity was detected in cell-free extracts, indicating that this ORF
encodes a functional PCS enzyme. The P. putida A ATCC 12633 pcs homologue was also
disrupted to generate the corresponding mutant. The pcs-deficient mutant did not have
detectable levels of phosphatidylcholine and is much more sensitive than the wild-type strain
when was challenged with AP*. The mutation was successfully complemented and the
phenotype was reverted. These results support that phosphatidylcholine is invoived in the
response of P. putida A ATCC 12633 to AP’ and acts as a temporary reservoir for available
ions through the formation of Al*": phosphatidyicholine complexes. These complexes reduce
the free toxic A’** and permit that, in the presence of TTAB and AI**, P. putida A ATCC 12633
can obtain the ion necessary to achieve the total oxidation of the physiologically relevant

quaternary ammonium compounds TTAB as sources of carbon, nitrogen and energy.
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2.1. Caracteristicas generales del Género Pseudomonas.

Las bacterias del género Pseudomonas pertenecen a la familia Pseudomonadaceae,
clasificada dentro de la clase de las y-proteobacterias (Palleroni, 1992). Son bacilos rectos o
ligeramente curvos, Gram negativos, moviles por flagelacion polar, no esporulados,
quimiorganotrofos, aerdbicos estrictos, crecen a pH neutro y a temperaturas dentro del
rango de la mesofilia (Brook y Madigan, 1993). Los miembros de este género incluyen tanto
bacterias inocuas como patégenos oportunistas para plantas y animales, incluido el hombre,
entre los que se destacan Pseudomonas syringae y Pseudomonas aeruginosa (Brook y
Madigan, 1993).

Las pseudomonas son bacterias ubicuas, que presentan requerimientos nutricionales
muy sencillos lo que les brinda gran versatilidad metabolica y les permite utilizar una amplia
gama de compuestos naturales y artificiales como fuentes de carbono, nitrégeno y energia,
y consecuentemente, colonizar un amplio rango de nichos ecolégicos. Numerosas especies
de Pseudomonas han sido aisladas desde rizosferas de plantas y ambientes acuaticos,
como asi también de suelos limpios o de suelos contaminados por productos xenobibticos y
biogénicos (Timmis, 2002). Otra caracteristica destacable de los miembros del género es su
gran plasticidad genética (Clarke y Richmond, 1975, Clarke, 1982), lo que permite que
ciertas cepas de Pseudomonas sean tolerantes o resistentes a agentes nocivos presentes
en el ambiente, incluyendo antibidticos, desinfectantes, detergentes, metales toxicos y
solventes organicos (Appanna et al., 1996, Ramos et al., 1997, Pinkart y White, 1997, Hamel
y Appanna, 2003, Martins dos Santos ef al., 2004, Boeris et al., 2007).

Debido a su amplia versatilidad metabdlica, a su inocuidad y a su capacidad de
responder a una gran variedad de condiciones adversas del medio ambiente, ciertos
miembros del género Pseudomonas son utilizados en diversos procesos biotecnoldgicos
(Nelson et al., 2002). Dentro de estas especies, Pseudomonas putida tiene potenciales
aplicaciones en los procesos de biorremediacion de sitios contaminados (Timmis et al,
1994, Dejonghe et al., 2001), en el mejoramiento de la produccién de combustibles fésiles
(Galan et al., 2000), en la biocatalisis de productos quimicos (Schmid et al., 2001), en la
produccion de bioplasticos (Olivera et al, 2001) y en el uso como agente de biocontrol y
promotor del crecimiento de plantas (Walsh et al., 2001). En adicién a estas aplicaciones,
diferentes autores han demostrado que, en P. putida, es posible la expresion de genes
heterdlogos, entre ellos, aquellos relacionados a la degradacion de compuestos toxicos
(Ramos et al., 1987, Cases y de Lorenzo, 1998, Gilbert et al., 2003). Como resultado de
estas caracteristicas se considera a P. putida un microorganismo clave en la aplicacion de

procesos de remediacion.
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En los ultimos afios se ha secuenciado el genoma de diferentes cepas de
Pseudomonas:. P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000), P. putida KT2440 (Nelson et al.,
2002), P. entomophila (Vodovar et al., 2008), P. fluorescens Pf-5 (http//pseudomonas-
fluorescens.org/). Estas bacterias presentan en promedio 5500 genes en sus genomas, la
mitad de ellos sin funcion conocida.

El genoma de P. putida KT2440 (hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/, AE015451) exhibe
caracteristicas semejantes a los genomas de bacterias terrestres, acuaticas y risosféricas.
P. putida KT2440, carece de plasmidos y presenta un solo cromosoma circular de
aproximadamente 6,18 Mb, con un contenido de G+C del 61 %. Su genoma muestra una
similitud del 85 % con la secuencia gendmica descripta para el patdégeno oportunista
P. aeruginosa (http://www.ncbi.nim.nih.gov/, NC_002516). Sin embargo, los determinantes
de la virulencia de este microorganismo patoégeno, tales como exotoxina A, elastasas,
exolipasas, fosfolipasa C, proteasas alcalinas y sistemas de sintesis de ramnolipidos, estan
ausentes en P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002). Ei analisis del genoma de P. putida
KT2440 ha revelado ademas la existencia de, al menos, 18 genes que codifican para
dioxigenasas, 15 para monooxigenasas, 80 para oxidorreductasas, 51 para hipotéticas
hidrolasas y mas de 62 posibles transferasas. Posiblemente, la existencia de algunos de
estos genes se relacione con la adquisicion de elementos genéticos moviles, ya que se ha
observado que P. putida KT2440 presenta 82 genes que codifican para transposasas y
algunos genes involucrados en el metabolismo y transporte de diversas sustancias estan
flanqueados por secuencias de insercion. También posee genes cuyos productos le
confieren resistencia y le permiten crecer bajo condiciones ambientales adversas, tales
como los sistemas de eflujo del tipo ABC (ATP-binding cassette), sistemas de eflujo
pertenecientes a la familia de los RND (resistant-nodulation-cell division) y sistemas de
exclusion de acido fusarico (Nelson et al.,, 2002, Vuilleumier y Pagni, 2002). En conjunto, la
alta diversidad de proteinas codificadas, la presencia de secuencias de insercién, de
secuencias repetidas y de elementos genéticos moéviles son indicativos de su gran
versatilidad metabdlica y de su capacidad de responder a variadas situaciones de estrés

adversas del medio.

2.2. Contaminacién ambiental.

En las ultimas décadas el accionar inadecuado de| hombre ha llevado a graves y

variados problemas ecologicos, entre los que se destaca la contaminacién ambiental. Se

denomina contaminacion a la alteracion nociva del estago natural de un medio como
consecuencia de la introduccion de un agente (fisico, quimico o biolégico) totalmente ajeno
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a ese medio, causando inestabilidad, desorden, dafio o malestar en un ecosistema, en el
medio fisico o en un ser vivo. Las fuentes de contaminaciéon se dividen en dos grandes
grupos: naturales y antropogénicas. Las primeras, como su nombre lo indica, estan dadas
por diversas manifestaciones de la naturaleza, tales como: emision de gases o cenizas
durante las erupciones volcanicas, incendios forestales, erosién de suelos, lavado de
sustancias téxicas a partir de las crecientes de los rios, inundaciones o terremotos. Las
fuentes de contaminacién antropogénica se originan a partir de los diferentes procesos
productivos del hombre, destacandose las actividades industriales (frigorificos, mataderos y
curtiembres, actividad minera y petrolera), comerciales (envolturas y empaques), agricolas
(agroquimicos), domiciliarias (envases, restos de jardineria) y fuentes méviles (gases de la

combustién de vehiculos) (Atlas y Bartha, 2001).

2.2.1. Contaminantes quimicos.

Los contaminantes quimicos han sido clasificados en dos grandes grupos:
xenobidticos y biogénicos (Atlas y Bartha, 2001). Los compuestos xenobidticos
presentan una estructura quimica que difiere considerablemente de la de los compuestos
organicos naturales, en particular por la presencia de sustituyentes en sus moléculas
(grupos halégenos y nitrogenados). Muchos de estos compuestos, tales como refrigerantes,
disolventes, bifenoles policlorados (PCB), plasticos, detergentes, explosivos, plaguicidas,
entre otros, o productos derivados del metabolismo de los mismos, son resistentes
(recalcitrantes) a la biodegradacion, lo que deriva en problemas ecolégicos graves.

A diferencias de los xenobiédticos, los contaminantes biogénicos, también llamados
bidegradables, presentan una estructura quimica semejante a la de los compuestos
naturales, lo que facilita su remocion por medio de organismos capaces de utilizarlos como
fuentes de carbono, nitrégeno y energia, mineralizadndolos completamente hasta CO,, H,O y
compuestos inorganicos (Brook y Madigan, 1993). Los compuestos biogénicos, en la
mayoria de los casos, son degradados rapidamente. Sin embargo, algunos de estos
compuestos pueden resultar recalcitrantes, debido a que la velocidad de entrada a los

ecosistemas es mayor que la velocidad de remocion de los mismos (Games et al., 1982).

2.2.1.1. Contaminacion y efectos toxicos de los compuestos de amonio cuaternario

sintéticos.

Entre los contaminantes ambientales biogénicos se destacan los detergentes
sintéticos. En la Figura 2.1 se muestra, de manera simplificada, la clasificacion general de

los mismos. Los compuestos de amonio cuatemario sintéticos, QACs (del inglés, Quaternary
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Ammonium Compounds) son detergentes catidnicos, en los cuales las cuatro valencias del

atomo de nitrégeno estan ocupadas por un grupo alquilo de complejidad variable.
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Figura 2.1: Clasificacién general de los detergentes sintéticos (Campos-Garcia, 2001).

Como caracteristicas destacables de los QACs pueden citarse: su solubilidad en
agua y alcohol, sus propiedades tensioactivas y su amplio uso en la industria, formando
parte de agentes antiestaticos, emulsificantes, enjuagues para el cabello, cosméticos,
aditivos para colorantes y detergentes sintéticos. Por sus propiedades fungicidas y
bactericidas se utilizan en productos de limpieza domésticos y para desinfeccion en plantas
procesadoras de carne y alimentos, lecherias e industrias relacionadas (McDonell y Russell,
1999, Gilbert y Moore, 2005, Zhao y Sum, 2007).

El consumo anual a nivel mundial de QACs en el afo 2004 ha sido reportado en
500.000 toneladas y se espera que en afos posteriores |alcance o exceda las 700.000
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toneladas (CESIO, 2004). Alrededor del 75 % de los QACs que se utilizan anuaimente se
liberan en las plantas de tratamiento de efluentes, mientras que el resto se vierte
directamente al ambiente en niveles que ponen en peligro el tratamiento bioldgico y los
sistemas ambientales. Como resultado de ello, son contaminantes ubicuos que se han
encontrado en aguas residuales, en efluentes industriales, en efluentes de las lavanderias
de hospitales, efluentes tratados, aguas superficiales y sedimentos acuaticos (Kummerer et
al., 1997, Ferrer y Furlong, 2002, Ding y Liao, 2001, Merino et al., 2003, Clara et al., 2007,
Kreuzinger et al., 2007, Martinez-Carballo et al., 2007). Los datos muestran que un efluente
de origen doméstico contiene alrededor de 1 mg/l de QACs, mientras que los efluentes
industriales contienen tenores superiores a 20 mg/l (Games et al., 1982).

En general, la presencia de QACs en el ambiente causa problemas ecoldgicos
importantes, que incluyen: |) formacién de espuma que inhibe los procesos de depuraciéon
natural (o artificial), concentra las impurezas y puede diseminar virus o bacterias; |l)
aumento del contenido de fosfatos en la cuenca hidrica, procedente de los polifosfatos que
se utilizan en combinacion con los detergentes sintéticos. Ello favorece la eutroficacion de
los lagos (transparencia reducida), crecimiento de biomasa, déficit de oxigeno en capas
profundas, apariciéon de algas, cambio de coloracién verde a marron y el desarrollo de
plancton en los rios.

Como se mencion6 anteriormente, los QACs son utlilizados como agentes fungicidas
y bactericidas (McDonell y Russell, 1999, Gilbert y Moore, 2005, Zhao y Sum, 2007). Se ha
observado que el espectro de actividad de estos compuestos es elevado frente a bacterias y
hongos, pero es escaso frente a virus y esporas (McDonell y Russell, 1999). Estos
surfactantes tienen la habilidad de dafar membranas celulares y desnaturalizar proteinas.
Actuando como agentes bactericidas, McDonell y Russell (1999) proponen el siguiente
mecanismo de accién de los QACs sobre la célula bacteriana:

1) Adsorcién y penetracion del agente a la pared celular.

2) Interaccion con proteinas o lipidos de la membrana plasmatica, seguido de la
desorganizacién de la misma.

3) Pérdida de material intracelular.

4) Degradacion de proteinas y acidos nucleicos.

5) Lisis de la pared celular causada por enzimas autoliticas.

6) Muerte celular.

Asi, la accidon bactericida de los QACs esta centrada en la disrupcion fisica y en la
solubilizacion de la pared y membrana celular bacteriana. Sin embargo, diferentes autores

han descripto que, especialmente las bacterias Gram negativas, presentan resistencia tanto
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intrinseca como adquirida a estos compuestos (Russell et al., 1986, Jones et al., 1989,
Langsrud y Sundheim, 1997).

2.2.2. Metales toxicos.

Otro tipo de contaminantes ambientales lo constituye los metales téxicos. Los
metales son especies quimicas no degradables, los cuales se incorporan rapidamente a los
sedimentos y representan una importante forma de contaminacion antropogénica. Los
principales metales toxicos que se encuentran dispersos en cualquier medio son mercurio,

cadmio, plomo, cobre, cinc, estafio, cromo, vanadio, bismuto y aluminio (Vullo, 2003).

2.2.2.1. Aluminio como contaminante y agente toxico de células bacterianas.

El aluminio es un i6n que se encuentra en forma inspluble en cantidades abundantes
en los ecosistemas, pero la actividad antropogénica ha aumentado su biodisponibilidad
(Garciduenas Pifa y Cervantes, 1996 y citas incluidas). La biodisponibilidad de una
sustancia es una medida de su potencial para interactuar con los sistemas bioldgicos y
causar una respuesta (Exley y Birchall, 1992). La biodisponibilidad del aluminio en suelos y
sus concentraciones en agua son relativamente bajas debido a su adsorciéon a las
superficies minerales, a su asociacidon con materia organica y a su insolubilidad por los
complejos que forma a pH cercanos a la neutralidad. En la actualidad, el aluminio, es
reconocido como un serio contaminante relacionado con la acidificacion de suelos y aguas,
es un elemento toxico para plantas, animales y el hombre (Exley y Birchall, 1992,
Garciduenas Pifia y Cervantes, 1996). La solubilidad y las especies ibnicas de aluminio
presentes en el medio son fuertemente dependientes del pH del mismo. Asi, las especies
ibnicas que se encuentran entre pH 3 y 7 son: Al'3, Al (OH)*?, Al (OH)? y Al (OH)™*
(Macdonald y Martin, 1988, Garciduefias Pifia y Cervantes, 1996).

Respecto a los efectos toxicos del Al sobre los seres vivos, en general se ha
planteado que su accion directa ocurre a través del bloqueo de las actividades biolégicas,
uniéndose a las enzimas involucradas en procesos metabélicos o bien uniéndose a los
sustratos de estas enzimas (Macdonald y Martin, 1988, Lemire et al, 2010). Guida y col.
(1991) demostraron que el metabolismo de hierro en E. coli se ve severamente afectado por
la presencia de aluminio. Debido que tanto el hierro como el aluminio pueden presentarse
como cationes trivalentes, el aluminio puede rapidamente sustituir al Fe, ingresando a la
célula bacteriana a través de los transportadores especificos para Fe (Davis ef al., 1971). La
sustitucion de Fe por Al, lleva a la pérdida de funciones enzimaticas dependientes de ese
cation (Zatta et al.,, 2003, Middaugh et al, 2005) y a la generacidén de un ambiente
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extremadamente oxidativo (Exley, 2004, Beriault et al., 2007). Por otro lado, Guzzo y col.
(1991) observaron que en E. coli, el aluminio en capaz de inducir la expresién del gen que
codifica para la flagelina (fiiC) perturbando, de esta manera, la motilidad celular.

En cepas de Rhizobium, se ha descripto que el‘ aluminio puede unirse al ADN
afectando los eventos de replicacion (Johnson y Wood, 1@90) y que es capaz de inhibir la
expresion de los genes involucrados en los procesos de nodulacion (Brady et al., 1993).

En adiciéon a los efectos ocasionados en células bacterianas, diversos efectos han
sido reportados en células animales y vegetales. Tal es ei caso de la unién a las cabezas
polares de los fosfolipidos de membranas, con la consiguiente alteracion de las
interacciones lipidos-proteinas (Suhayda y Haug, 1986). Alt‘ernativamente, el aluminio puede

disminuir las cargas negativas de los fosfolipidos o de los residuos aminoacidicos de las
proteinas de membranas afectando el potencial de membrana (Kinraide et al, 1992).

2.3. Remediacion ambiental.

El caracter depurador del medio ambiente (biodegradacién natural) es limitado y ha
llevado al desarrollo de tecnologias orientadas a la limpieza del ecosistema y a la
prevencion de su deterioro. La aplicacion de esta tecnologia incluye la utilizacion de
métodos quimicos, fisicos o biolégicos. En todos los casos el fin que se persigue es el de
alterar la composicion del contaminante reduciendo su toxicidad, su movilidad o su
concentracion en el ambiente (Atlas y Bartha, 2001).

Dependiendo de las caracteristicas del contaminante, entre los métodos quimicos o
fisicos podemos citar, entre otros a:

- Landfilling o relleno de seguridad: es una instalaciéon donde los residuos o contaminantes
son dispuestos y almacenados bajo condiciones de control, evitando su contacto y migracién
al ambiente (Vasudevan et al., 2003).

- Adsorcién del contaminante a diferentes matrices, como por ejemplo carbéon activado,
resinas de amberlita o adsorbentes naturales (corteza de arboles, quitina y arcilla) (Gandhi
et al., 2010, El-Said et al., 2010).

- Incineracién (Atlas y Bartha, 2001).

- Extracciones por solventes (Atlas y Bartha, 2001).

Los métodos biologicos incluyen el uso de organismos con el propésito de degradar,
transformar o remover compuestos toxicos. En general, los métodos bioldgicos resultan mas
econdémicos que los fisico-quimicos, son mas efectivos y ambientalmente aceptables. Para

que el proceso sea eficaz, los productos finales deben ser inocuos y no deben tener efectos
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secundarios adversos (Atlas y Bartha, 2001). La estrategia biolégica a utilizar depende de
las actividades catabdlicas de los organismos y, por consiguiente, de su capacidad para
utilizar los contaminantes como fuente de alimento y energia (Atlas y Bartha, 2001). Para el
caso particular de los metales toxicos, los cuales no pueden ser catabolizados, la utilizacion
de métodos biolégicos depende de la capacidad de ciertos organismos de poder acumular o
transformar (cambio del estado de oxidacion) dichos metales (Vullo, 2003).

De acuerdo al tipo de organismo utilizado, los métodos biolégicos se clasifican en:
Fitorremediacion: proceso en el que se utilizan plantas para remover, transferir, estabilizar,
acumular y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelos, lodos vy
sedimentos (Suresh y Ravishankar, 2004).

Rizorremediacion: es llevada a cabo por los microorganismos que rodean las raices de ias
plantas. Las sustancias excretadas naturalmente por las raices suministran nutrientes para
los microorganismos, facilitando la remocion de los contaminantes (Leigh, 2006).
Vermirremediacion: es una metodologia relativamente nueva donde se utilizan gusanos
para decontaminar un sitio contaminado (Bianchi et al., 2010).

Micorremediaciéon: es una técnica de remediacién en la cual se emplean hongos para
descontaminar suelos. Durante los procesos de descomposicion, los hongos son capaces
de degradar celulosa y consecuentemente, a aquellos contaminantes ambientales cuya
estructura quimica es semejante a la estructura de la pared celular de células vegetales
(Harbhajan, 20086).

Biorremediacion: se refiere al uso de microorganismos en los procesos de
decontaminacion (Atlas y Bartha, 2001), aunque algunos autores generalizan el término de
biorremediacion para todos aquellos procesos, incluyendo los anteriormente citados, que

utilicen organismos vivos para decontaminar.

2.3.1. Biorremediacion de QACs.

Si bien los QACs liberados al ambiente pueden ser removidos por biodegradacion y
adsorcién en plantas de tratamientos de agua, su biodegradabilidad es limitada dada la
actividad antimicrobiana que poseen, lo que da origen a mineralizaciones parciales que
resultan en la formacion de compuestos recalcitrantes (Games et al, 1982, van Ginkel, 1991,
Nishiyama et al, 1995). La maxima degradacién de los QACs presentes en el medio se
logra a diferentes tiempos, el cual varia desde una hora a un mes dependiendo de la
concentracion QACs, su estructura, y la presencia de microorganismos resistentes y con
capacidad de degradar los mismos (Boethling et al., 1994). Asi, Pseudomonas sp. BERT,

una cepa aislada de lodos activados, es capaz de utilizar alquil aminas de 3 a 18 atomos de
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carbono como fuente de carbono, nitrégeno y energia (van Ginkel et al, 2008). Sin embargo,
ha sido descripto, en general, que la degradacién de QACs se logra principalmente por
utilizaciéon de consorcios de microorganismos (van Ginkel, 1991, van Ginkel et al., 1995,
Kroon y van Ginkel, 2001). El deciltrimetilamonio puede ser degradado completamente por
un cultivo mixto de Xanthomonas sp. y Pseudomonas sp. (Dean-Raymond y Alexander,
1977). La mineralizacién completa del cloruro de dodecildimetilamonio se obtiene con un
consorcio bacteriano formado por Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas maltophilia
aisladas de lodos activados (Kroon y van Ginkel, 2001). Una cepa de Pseudomonas sp. B1,
aislada de lodos activados, crece bien con cloruro de hexadeciltrimetilamonio, usando este
compuesto como fuente de carbono y energia. Sin embargo, Pseudomonas sp. B1 no puede
utilizar la trimetilamina producto del metabolismo del hexadeciltrimetilamonio (van Ginkel et
al, 1992). Lo mismo ocurre con dodecildimetilamonio, cuya mineralizacién es obtenida por la
utilizacion de un cultivo de dos microorganismos, Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas
maltophilia (Kroon y van Ginkel, 2001).

2.3.2. Descontaminacion de metales toxicos.

De acuerdo al estado de oxidacion que presente el metal, el microorganismo puede
realizar dos tipos de transformaciones: biolixiviacion e inmovilizacién. Durante la
biolixiviacién el metal pasa de un estado insoluble inicial (presente en una fase sélida, como
por ejemplo suelo, generalmente asociados a sulfuros u 6xidos metalicos) a un estado
soluble final en fase acuosa. En cambio, la inmovilizacion corresponde al pasaje del metal
de un estado soluble inicial a un estado insoluble final en fase sélida (Vullo, 2003).

La biolixiviacion no solo resulta una estrategia eficaz para la remocion y/o
recuperacion de metales toxicos, también es aprovechable en los procesos de biomineria.
Por acciéon microbiana, es posible la extraccion de los metales presentes en los minerales,
como es el caso de la obtencién de cobre por intermedio de Thiobacillus ferroxidans y
Thiobacillus thiooxidans (Madigan et al., 2000).

Desde el punto de vista de la biorremediacion, el biolixiviado puede utilizarse dentro
de la perspectiva de la hidrometalurgia, recuperando metales a partir de materiales sélidos
contaminados. Bacterias del género Thiobacillus resultaron eficaces para la recuperacion de
cobre, niquel, zinc y cadmio (Brombacher et al., 1998, Madigan et al, 2000). Algunos
hongos como Trichoderma harzianum, pueden solubilizar MnO,, Fe,O; y zinc metalico

mediante la liberacion de agentes quelantes (Vullo, 2003).

Entre los procesos de inmovilizacion de metales se encuentran:

Introduccién '13






Tesis Doctoral
Paola S. Boeris

\
Bioacumulacién: donde el organismo internaliza el metal presente en el medio con gasto
de energia. Dentro del citoplasma, el metal puede ser secuestrado por metaloproteinas o
bien, ser compartimentalizado dentro de una vacuola (micorremediacion o fitorremediacion)
(Lovley, 2000). Para el caso de microorganismos, puede citarse la bioacumulacion de uranio
en el citoplasma de P. aeruginosa (Wang et al., 1997).
Biomineralizacion: en la cual los microorganismos son ¢apaces de precipitar metales en
forma de carbonatos, hidroxidos, sulfuros o fosfatos. Esto se lleva a cabo a través de accion
enzimatica o bien, expulsando el metal presente en el citop#asma hacia el exterior celular en
contracorriente a un flujo de H'. Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la
superficie celular externa, lo que favorece a la precipitacion del metal (Visca et al, 1992,
Gadd, 2000, Lovley, 2000, Sharma et al., 2000). Ejemplo de ello es la biomineralizacion de
CdS, llevada a cabo por Klebsiella planticola y P. aeruginosa (Wang et al., 1997, Sharma et
al., 2000). También ha sido demostrado que P. fluorescens es capaz de crecer en presencia
de multiples metales tales como AlI'®, Fe*®, Zn*? y Ca* Durante la exposicion por largos
periodos de tiempo, se observé que estos metales son inmovilizados y secretados fuera de
la célula en asociacién con oxalato y fosfatidiletanolamina (PE) formando un residuo
insoluble (Appanna et al., 1996, Hamel y Appanna, 2003).
Biosorcion: donde los microorganismos son utilizados como biosorbentes. Los fendmenos
de biosorcién se caracterizan por la retencion del metal mediante una interaccion fisico-
quimica del metal con ligandos externos pertenecientes a la superficie celular, tales como
grupos carboxilos, aminos, hidroxilos, fosfatos y sulfhidrilos. (Martin, 1986, Vullo, 2003,
Prado Acosta et al., 2005, Allievi et al., 2011). Una de las principales ventajas de este
proceso es que no se requiere de una biomasa metabdlicamente activa lo que disminuye
considerablemente los costos (McEldowney, 2000, Arica et al., 2001, Bréant et al., 2002,
Lebeau et al, 2002). Entre otros, ha sido demostrado que biomasas metabdlicamente
activas o no de Paenibacillus polymyxa, P. stutzeri, Bacillus sphaericus y B. thuringiensis
son capaces de bioadsorber diferentes metales téxicos (Prado Acosta et al., 2005, Oh et al.,
2009, Allievi et al., 2011).

2.4. Mecanismos de resistencia bacteriana a QACs y aluminio.

Los microorganismos llevan a cabo diversas estrategias para adaptarse a crecer ante
situaciones medioambientales desfavorables. Diferentes autores han demostrado que,
particularmente las bacterias Gram negativas, presentan resistencia tanto intrinseca como
adquirida a los QACs (Russell et al., 1986, Szumala y Pernak, 1986, Jones et al., 1989,

Langsrud y Sundheim, 1997). La resistencia intrinseca esta mediada, en gran medida, por la
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impermeable, funcién asociada a la presencia del lipopolisacarido y porinas (Nikaido, 1985,

1989, McDonell y Rusell, 1999). También ha sido observado que los microorganismos
pueden adaptarse a los QACs a través de la exposicion repetida a estos compuestos, lo que
deriva en un incremento de la resistencia a los mismos (Versteeg y Shorter, 1992, Méchin et
al, 1999, Nagai et al,, 2003, McBain et al, 2004, Simoes et al., 2006). Entre las distintas
respuestas a QACs detectadas en células bacterianas, pueden citarse: cambios
morfolégicos relacionados a la pérdida de movilidad, presencia de material extracelular
difuso rodeando a la célula constituido por glicoproteinas, glicolipidos y expolisacaridos
(slime) y formaciéon de colonias mas pequefias (Hoffmann et al, 1973, Langsrud ef al.,
2003), presencia de bombas de eflujo que contribuyen a la exclusion de estos y otros
compuestos organicos (Paulsen et al, 1996, To et al, 2002, Nagai et al., 2003) y
modificaciones a nivel de los fosfolipidos de membrana (Guerin-Méchin et al., 1999,
Loughlin et al., 2002, Boeris et al., 2007). Si bien se describen diferentes estudios, el
mecanismo de resistencia bacteriana a QACs parece ser un fendmeno multiple y complejo,

aun desconocido.

La exposicibn a metales téxicos selecciona y mantiene variantes microbianas
capaces de crecer en presencia de los mismos. Dentro de estas variantes, existen
microorganismos resistentes y tolerantes a los metales. Los resistentes se caracterizan por
poseer mecanismos de detoxificacion codificados genéticamente, inducidos por la presencia
del metal (Silver y Misra, 1988). En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o
ausencia de metal. En los procesos de decontaminacién ambos tipos de microorganismos
son igualmente importantes.

Los mecanismos que les pemiten a las bacterias sobreponerse a los efectos nocivos
de metales toéxicos involucran principalmente: a) diferentes componentes celulares que
capturan a los iones, neutralizando su toxicidad, b) enzimas que modifican el estado redox
de los metales o metaloides, convirtiéndolos en formas menos téxicas, y c) transportadores
de la membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular (Silver, 1998,
Anderson et al., 1992, Cervantes et al., 2006). Para el caso particular del aluminio, han sido
descritos varios mecanismos de resistencia, entre los cuales podemos citar: eliminacién a
traves de bombas de eflujo, quelacion intra y extracelular involucrando acidos organicos,
proteinas y lipidos, unién a diferentes componentes de|la membrana o pared celular
(fosfolipidos, proteinas, peptidoglicanos, lipopolisacaridos) (Garciduerias Pifia y Cervantes,
1996).
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2.5. Composicion general de las membranas de bacterias Gram negativas.

La envoltura celular de las bacterias Gram negativas es una matriz constituida por
una membrana interna o citoplasmatica, una pared celular delgada de peptidoglicano, que
rodea a la anterior, y una membrana externa compuesta por fosfolipidos (PL) y
lipopolisacaridos (LPS) (Brook y Madigan, 1993). En esta matriz se insertan diversas
enzimas y proteinas de transporte. Las proteinas pueden estar localizadas en la periferia
(proteinas periféricas), en el espacio periplasmico (proteinas o lipoproteinas periplasmicas),
incluidas en las membranas (proteinas integrales) o atravesandola completamente
(proteinas transmembranales) (Brook y Madigan, 1993). Los PL estabilizan las estructuras
proteicas, colaborando al plegamiento, a la insercion de las mismas en la membrana y a su
funcionalidad (Denich et al., 2003).

La Figura 2.2 esquematiza la estructura de la envoltura de las bacterias Gram

negativas.
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Figura 2.2: Esquema representativo de la envoltura celular de bacterias Gram negativas.

La composicion de las membranas generalmente es asimétrica (Denich et al., 2003).

La membrana externa es una bicapa conformada por LPS, PL y relativamente pocas
proteinas y constituye una eficiente barrera permeable. Algunas bacterias Gram-negativas
pueden presentar una capa superficial (capa S o S-layer) de proteinas o glicoproteinas que
se autoensamblan rodeando la superficie bacteriana y constituyen la parte mas externa de la
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envoltura celular. La capa S permite la adherencia celular, estabiliza la membrana y actla
como barrera impermeable para ciertas enzimas liticas (Sleytr et al, 1993).

A diferencia de la membrana externa, la membrana citoplasmatica es una tipica
bicapa constituida por cantidades aproximadamente iguales de PL y proteinas y es la
encargada principalmente de regular la entrada y salida de metabolitos (Brook y Madigan,
1993). A su vez, la composicion lipidica de las monocapas de estas membranas varia en
composicién y distribucidén (Rothman y Lenard, 1977, Finean y Michell, 1981). Las
membranas, externa e intema, de la mayoria de las bacterias estdn compuestas
principalmente por PL zwiterionicos y una pequefa proporgion de PL anidénicos (Romantsov
et al, 2009). Los miembros del género Pseudomonas contiene tres PL principales:
fosfatidiletanolamina (PE), cardilipina (CL) y fosfatidilglicerol (PG) (Schweizer, 2004) y como
acidos grasos predominantes se encuentran: &cido palmitoleico (cis-A%-16:1), éacido
vaccénico (cis-A''-18:1) y C17:ciclopropano (acido cis-9,10-metilenehexadecanoico)
(Ramos, et al., 1997; Schweizer, 2004).

2.6. Implicancia de los fosfolipidos en la resistencia bacteriana ante diversas

situaciones de estrés.

La membrana bacteriana constituye el primer punto de contacto entre el
microorganismo y el medio ambiente. La composicion de fa misma, dada por el tipo y la
cantidad de PL individuales, frecuentemente define la integridad y estabilidad de la célula.
Por tal motivo, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos que le permiten
modificar la composicion de sus PL de membrana en respuesta a la accién de agentes que
perturben esta integridad y compensar asi el daio ocasionado.

Los PL representan una de las moléculas de las membranas celulares que mejores
se adaptan a situaciones desfavorables. Pequefios cambios en su estructura pueden alterar
el empaquetamiento de las bicapas celulares y, en consecuencia, modificar su fluidez y/o las
interacciones lipidos-proteinas (Denich et al., 2003). En general, los mecanismos de
adaptacion bacteriana que involucran cambios a nivel de PL incluyen: modificaciones de
ciertos acidos grasos y cambios en el nivel de las cabezas polares de PL (Jones et al., 1989,
Sakagami et al., 1989, Lépez et al., 1998, Mechin et al., 1999, Guerin-Méchin et al., 1999,
Loughlin et al., 2002, Machado et al, 2004, Boeris et al., 2007).

Los cambios a nivel de acidos grasos de PL o “Adaptacibn Homeoviscosa”
(Sinensky, 1974) representan los mecanismos mejor estudiados y dilucidados de la
respuesta bacteriana ante condiciones ambientales desfavorables. Las tres principales

modificaciones descriptas son: incremento de acidos grasos saturados, isomerizacion
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cis—trans y ciclopropanacion (Grogan y Cronan, 1997, Chang et al, 2000, Cronan, 2002).
Estos cambios modifican la fluidez de la membrana, evitando la entrada del agente téxico al
espacio intracelular. Asi, por ejemplo, la conversiéon de acidos grasos cis—trans resulta en
un incremento de la rigidez de la membrana de manera rapida y eficaz. Esta conversién se
lleva a cabo por una directa isomerizacién mediada por la cis—trans isomerasa (Cti), enzima
descripta en un gran numero de microorganismos (Holtwick et al., 1997, Ramos et al., 1997,
Junker y Ramos, 1999, von Wallbrunn et al., 2002, Bernal et al., 2007).

Los cambios a nivel de grupos o cabezas polares de los PL bacterianos en respuesta
a condiciones ambientales desfavorables, el efecto que ocasionan estos cambios en la
membrana celular y los mecanismos implicados en el recambio de los mismos son menos
conocidos. En bacterias ha sido descrito que el contenido de cada PL varia de acuerdo con
la fase de crecimiento en la que se encuentre el microorganismo. Asi por ejemplo, PG es
mas abundante en fase exponencial de crecimiento, mientras que CL se acumula durante la
fase estacionaria (Ramos et al.,, 1997, Bernal et al., 2007). En diferentes microorganismos
expuestos a situaciones de estrés, tales como la presencia de solventes, altas o bajas
temperaturas, concentraciones salinas elevadas y presencia de QACs, se ha observado
incremento en los niveles de PL totales (Russel et al., 1986, Sakagami et al., 1989, Nieboer
et al., 1993, Pinkart y White, 1997, Fang et al., 2000, Villasuso et al., 2005, Medeot et al.,
2007, Ghosh et al., 2008). En células de P. aeruginosa resistentes al QAC cloruro de
benzalconio (BC) ha sido descripto que el aumento de PL totales detectados cuando el
microorganismo es expuesto al QAC se acompafa con incremento en los niveles de lipidos
acidos y neutros. En conjunto, estas modificaciones llevan a una menor adsorciéon de BC a
la membrana celular, respecto a lo que se detecta para la cepa sensible al QAC v,
consecuentemente, pemiten la sobrevida de P. aeruginosé cuando BC esta presente en el

medio (Sakagami et al., 1989).

Con respecto al contenido y recambio de PL especificos, varios autores han puesto
de manifiesto la importancia en el contenido de los PL anidnicos: PA, PG y CL en varios
microorganismos expuestos a condiciones estresantes, tales como la presencia de
solventes, QACs, la exposicion a altas temperaturas, a concentraciones salinas elevadas o a
valores bajos de pH (Lopez et al., 1998, Correa et al, 1999, Matsumoto, 2001, von
Wallbrunn et al, 2002, Catucci et al.,, 2004, Lépez et al., 2006, Bernal et al., 2007, Boeris et
al., 2007, Ghosh et al, 2008). Generalmente, la respuesta consiste en el aumento del
contenido de estos PL.

P. putida DOT T1 es una bacteria tolerante a tolueno, capaz de crecer en presencia

de altas concentraciones de este solvente (Ramos et al., 1995). Los principales cambios que
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se han detectado en respuesta a la presencia de tolueno involucran incremento en los
niveles de CL e isomerizacién cis—trans (Ramos et al.,| 1997, Junker y Ramos, 1999).
Mutantes de P. putida DOT T1 afectadas en el gen cardiolipina sintasa (cls), presentan
cantidades trazas de CL en su membrana y niveles incrementados de PG (precursor
inmediato de CL). Respecto a la cepa salvaje, la cepa mutante presenta un menor tamafio
celular, una disminucion en la fluidez de la membrana y una sensibilidad incrementada al
tolueno y a ciertos antibiéticos (cloranfenicol y tetraciclina) (Bemal et al, 2007). Esta
sensibilidad fue atribuida a un incorrecto funcionamiento de una bomba de eflujo del tipo
RND (Resistencia-Nodulaciéon-Divisién celular), sistema de exclusién que ha sido asociado
al eflujo de solventes y de antibidticos (Koronakis et al., 2000, Avila-Sakar et al.,, 2001,
Murakami et al., 2002). Se conoce que CL cumple un papel muy importante en el
ensamblaje y funcionalidad de ciertas proteinas de membrana (Kusters et al, 1991,
Klompenburg et al., 1998, Bogdanov et al., 2002, Zhang et al., 2002, Pfeiffer et al., 2003).
Por ello, ha sido planteado que, posiblemente, la ausencia de CL en P. putida DOT T1 no
permita el correcto ensamblaje de la bomba RND a la membrana y, en consecuencia, su
funcionalidad se encuentre alterada (Bernal et al., 2007).

Bacillus subtilis, una bacteria tolerante a la alta salinidad, responde al estrés
hiperosmoético con un incremento en el contenido de CL a expensas de PG (Lopez et al.,
1998). En condiciones no estresantes de crecimiento, mutantes de B. subtilis carentes de CL
en su membrana, presentan niveles incrementados de PG. En presencia de 1,5 M de NaCl y
respecto a lo observado en la cepa salvaje, la cepa mutante muestra una fase de latencia
extendida y menor crecimiento final (Lopez et al., 2006). Cuando estos autores analizaron el
perfil fosfolipidico de la mutante expuesta a NaCl, respecto a células mutantes no
expuestas, observaron un incremento en los niveles de PG. Por otro lado, estos mismos
autores analizaron el comportamiento de una mutante de B. subtilis condicional para el gen
fosfatidilglicerol sintasa (pgsA). Sin la induccion del gen pgsA, la cepa carece de PG y CL en
su membrana. La ausencia de estos PL muestra una correlacién directa con la disminucion
de la viabilidad celular en condiciones no estresantes de crecimiento durante largos periodos

de tiempo y con la osmoresistencia del microorganismo (Lépez et al., 2006).

Cepas de E. coli mutantes nulas para CLs mostraron, de manera semejante a lo
descripto para P. putida DOT T1 (Bernal et al, 2007), niveles basales de CL y niveles
incrementados de PG en su membrana (Tropp, 1997). En condiciones no estresantes de
crecimiento y respecto a lo detectado en la cepa salvaje, la mutante manifiesta una fase de
latencia extendida, un suave incremento en el tiempo de generacién y una densidad final de
crecimiento menor, ademas de una mayor sensibilidad a la novibiocina (Tropp et al., 1995).
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Otros autores han demostrado que mutantes de E. coli nulas para el gen fosfatidilglicerol
sintasa (pgsA) presentan en su membrana cantidades trazas de PG y CL y niveles
incrementados de acido fosfatidico (PA). Estas mutantes sélo fueron viables en medio rico y
fueron incapaces de crecer en medios salinos, en condiciones hiposméticas o a altas
temperaturas (40°), indicando la importancia de estos PL en la sobrevida del
microorganismo (Kikuchi et al., 2000).

Estos antecedentes, en su conjunto, sugieren que CL participa en la respuesta
primaria de ciertos microorganismos expuestos a diferentes situaciones de estrés (Lopez et
al., 1998, Tropp, 1997, Kikuchi et al., 2000, Lépez et al., 2006, Bernal et al., 2007). Por otro
lado, el hecho de que mutantes afectadas en la sintesis de CL contengan niveles
incrementados de PG en su membranas (Tropp, 1997, Lopez et al., 2006, Bernal et al.,
2007) y que la cantidad de este PL incremente aun mas cuando estas mutantes son
expuestas a condiciones desfavorables (Lopez et al, 2006), permite plantear que,
posiblemente, PG reemplace a CL en algunas de sus funciones (Lopez et al., 2006, Bernal
et al, 2007) subsanando, de esta manera, la carencia de CL. Con respecto a ello,
Matsumoto (2001), ha propuesto un papel fisioldgico dual para fos PL aniénicos, en el cual
estos PL podrian sustituirse unos por otros, permitiendo llevar a cabo ciertas funciones

celulares.

Los PL también han sido implicados en los mecanismos de resistencia bacteriana a
metales toxicos. Ha sido demostrado que P. fluorescens es capaz de crecer en presencia de
multiples metales tales como Al Fe' Zn'?> y Ca™ Durante la exposicion por largos
periodos de tiempo, se observo que estos metales son inmovilizados y secretados fuera de
la célula en asociacion con oxalato y PE formando un residuo insoluble (Appanna et al.,
1996, Hamel y Appanna, 2003). Martin (1986), demostro que la unién del Al*® a superficies
celulares se lleva a cabo mediante interacciones electrostaticas con los sitios anionicos de la
superficie de la membrana, principalmente con grupos carboxilatos y grupos fosfatos de
fosfolipidos. Utilizando liposomas de fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI), fosfoinositidos

I+3

(PPI) y fosfatidilserina (PS), ha sido demostrado que el Al'” puede interaccionar con estos
fosfolipidos (MacKinnon et al, 2004, 2006) y que, tanto “in vifro” como “in vivo’, la
interaccion del A", u otros cationes trivalentes, con estos fosfolipidos provoca cambios en
las propiedades fisicas de membranas, tal como el incremento de rigidez de las mismas

(Verstraeten et al., 1997, 2003).

En adicion al recambio de PL de membranas detectado en microorganismos
expuestos a condiciones desfavorables, varios autores han descripto la liberacién de

vesiculas de membrana externa (MVs), ofreciendo a la célula un efectivo mecanismo para la
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remocién de compuestos no deseados y/o modificacion de la envoltura celular cuando el
remodelamiento de la membrana no es ventajoso (McBroom y Kuehn, 2007). Las MVs
generalmente estan constituidas por PL, LPS, proteinas de membrana y componentes del
periplasma (Tashiro et al., 2011) y pueden transportar en su interior una amplia diversidad
de moléculas, tales como: proteinas mal plegadas, compuestos toxicos, enzimas digestivas,
factores de virulencia y material genético (Mc Broom y Kuehn, 2007). Este ultimo permite la
transmision de genes relacionado a la resistencia y al metabolismo de diversos compuestos
(Kolling et al., 1999, Yaron et al, 2000). La liberacién de MVs conteniendo tolueno en su
interior ha sido descripta en la cepa tolerante a tolueno, P. putida 1H-2000 (Kobayashi et al.,
2000). En P. aeruginosa se ha determinado que las MVs son responsables de transportar
factores de virulencia (Ellis y Kuehn, 2010), moléculas del quérum-sensing (Mashburn y
Whitely, 2005) o componentes del biofilm (Schooling y Beveridge, 2005). Tashiro y col.
(2011) han analizado la composicién fosfolipidica de las vesiculas liberadas por P.
aeruginosa creciendo en medio rico LB hasta principio de fase estacionaria. Ellos
observaron que el perfil fosfolipidico de MVs es semejante al determinado en la membrana
externa del microorganismo, detectandose principalmente PE, PG y PC. Sin embargo, las
vesiculas se caracterizaron por un alto contenido de PG y de acido estearico, lo que provoca
una disminucién de la fluidez de la membrana, necesaria para la correcta curvatura de las

vesiculas (Mashuburn-Warren et al., 2008).

2.7. Biosintesis de fosfolipidos en bacterias.

El metabolismo de lipidos bacterianos ha sido intensamente estudiado utilizando
como organismos modelos a E. coli y B. subtilis. Ambos microorganismos poseen como
lipidos mayoritarios: PE, PG y CL (Rock et al, 1996). En adicién a estos PL, ha sido
descripto que, particularmente las bacterias Gram negativas, pueden contener PC en su
membrana (Sohlenkamp ef al., 2003).

La Figura 2.3 muestra un esquema de las vias de biosintesis de novo de PL
descripta en bacterias Gram positivas y Gram negativas (Raetz y Dowhan, 1990, Wilderman
et al., 2002, Sohlenkamp et al., 2003 y citas incluidas, Martinez-Morales, et al., 2003).
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Figura 2.3: Via de biosintesis de PL en bacterias.

PL tales como PS y los derivados metilados de PE (monometilfosfatidiletanolamina
(MMPE) y dimetilfosfatidiletanolamina (DMPE)) actuan generalmente como intermediarios
de la biosintesis PC y raramente se encuentran formando parte de las membranas
bacterianas (Tornabene 1973, van Golde et al., 1975, Sohienkamp et al., 2003)

PE generalmente cumple un papel estructural y ha sido asociado a la movilidad y
quimiotaxis celular (Shi et al., 1993).

Como se describié anteriormente, los PL aniénicos (PG, CL y PA) juegan roles muy
importantes en microorganismos expuestos a situaciones de estrés, sin embargo no es el
unico papel que se les asigna. El correcto funcionamiento de ciertas funciones celulares han
sido asociadas a CL y PG, tal es el caso de la formacion del septo de divisién celular e inicio
de replicacion de ADN (Xia y Dowhan, 1995, Renner y Weibel, 2011), el ensamblaje y
posicionamiento de proteinas de membrana, la funcionalidad de bombas de eflujo (Bernal et
al., 2007, Renner y Weibel, 2011) y la translocacién de proteinas de membrana externa
(Kusters et al., 1991).

PC es un fosfolipido poco comin en células procariotas. Se ha sugerido que,
probablemente, s6lo un poco mas del 10 % de las bacterias contienen PC en su membrana
(Sohlenkamp et al., 2003). Para el caso de bacterias simbibticas fijadoras de nitrégeno, PC

ha sido asociado a la correcta formacion de nédulos fijadores de nitrégeno y al 6ptimo
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funcionamiento de los mismos. En bacterias patégenas se cree que este PL estaria
involucrado en la interaccion con la célula eucariota, actuando posiblemente como factor de
virulencia (Sohlenkamp et al., 2003, Daiyasu et al., 2005, Comerci et al., 2006, Wessel et al.,
2006, Conover et al., 2008). Diferentes autores han demostrado, ademas, la importancia de
PC en bacterias expuestas a situaciones de estrés, como por ejemplo, altas temperaturas,
baja tension de O,, concentraciones salinas elevadas y presencia de acido acético (Russell,
1992, Tang y Hollingsworth, 1998, Hanada et al., 2001, Medeot et al., 2007).

La sintesis de PC puede llevarse a cabo por diferentes vias. En bacterias Gram
negativas, se han descripto dos caminos principales (Figura 2.3). Uno de ellos involucra la
sucesiva metilacion de PE por medio de una o varias fosfolipido N-metiltransferasas (PMT)
dependientes de S-adenosil metionina (SAM) (Rock et al., 1996). El otro camino es el de la
fosfatidiicolina sintasa (PCS), donde PC es sintetizada a partir de la condensacion de CDP-
diacilglicerol con colina, reaccion catalizada por la PCS (de Rudder et al., 1997, 1999,
Sohlenkamp et al., 2000). Estas vias de biosintesis de novo han sido descriptas, entre otros,
en P. aeruginosa, S. meliloti y Rhizobium leguminosarum (Sohienkamp et al., 2000, L6pez-
Lara y Geiger, 2001, Wilderman et al., 2002, Lépez-Lara et al., 2003, Martinez-Morales et
al., 2003).

En algunos microorganismos, ademas de estos glicerofosfolipidos, ha sido descripta
la presencia de otros lipidos y algunos de ellos son especificos de bacterias. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus (Nahaie et al., 1984), B. subtilis (Op den Kamp et al., 1969), Bacillus
anthracis (Samant et al, 2009), Listeia monocytogenes (Fischer y Leopold, 1999),
Micobacteriuem tuberculosis y Clostridium perfringens (Rby e Ibba, 2008) contienen O-
amioacil fosfogliceroles derivados de PG, donde un residuo aminoacidico es esterificado en
la posicién sn-3 del glicerol de PG. Los aminoacidos mas comunmente hallados en este tipo
de lipidos son lisina, ornitina y alanina. Estas modificaciones eliminan la carga neta negativa
dada por la molécula de PG incrementando la resistejcia del microorganismo contra
agentes bacterianos catidnicos (Goldfine, 1982). También ha sido observado, aunque en
raras ocasiones, la presencia de esfingolipidos y fosfatidilinositol en membranas de
procariotas, tales como Bacteriodes melaninogenicus, Mycobacteria sp. y B. japonicum
(White et al., 1969, Goren, 1984, Tang y Hollingsworth, 1998, Jackson, et al, 2000). En
condiciones limitantes de fosforo, ciertos microorganismos son capaces de sintetizar lipidos
sin fésforos, tales como glicolipidos, sulfolipidos y lipidos de omitina o betaina (Lépez-Lara
et al., 2003).
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2.8. Antecedentes Especificos y Objetivos.

En nuestro laboratorio demostramos que un cultivo puro de P. putida A ATCC 12633
es capaz de tolerar y crecer en presencia de altas concentraciones (50 mg/l) del compuesto
de amonio cuaternario sintético tetradeciltrimetilamonio (T [bTMA) (Liffourrena et al., 2008).
Cuando se estudio el metabolismo de TDTMA en P. putida A ATCC 12633 se demostré que
el paso inicial de su catabolismo involucra la ruptura de la unién C-N del detergente,
reaccion catalizada por una actividad TDTMA-monooxigenasa, que genera tetradecanal y
trimetilamina (TMA) (Liffourrena et al., 2008, 2009). La TMA producida fue utilizada por P.
putida A ATCC 12633 como fuente de nitrogeno y también acumulada intracelularmente,
afectando el crecimiento bacteriano y, con ello, la degradacién total del detergente. Este
efecto negativo fue contrarrestado por la adicion al medio de 0,1 mM AICI;. El AlI*®, actuando
como un acido de Lewis, secuestré la TMA intracelular a través de la formacién de un
complejo TMA-AI"’. La formacién de este complejo permite reanudar el crecimiento
bacteriano y, en consecuencia, la total utilizacion y degradacion del detergente (Liffourrena
et al., 2008).

Entre los parametros que podrian estar relacionados con los mecanismos que le
permiten a P. putida A ATCC 12633 crecer en presencia del detergente, se estudiaron los
cambios a nivel de PL de membrana cuando la cepa fue expuesta durante cortos periodos
de tiempo a TDTMA. Para ello células de P. putida A ATCC 12633 fueron crecidas con
glucosa y NH,CI (fuentes preferenciales) hasta DOgg de 0,8. En ese momento las células
fueron enfrentadas o no a TDTMA durante 15 min y] a continuacién se analizd la
composicion de PL. El nivel de PL totales no presenté diferencias significativas respecto a lo
detectado en células no tratadas, sin embargo, si se observaron cambios a nivel de PL
individuales. De las especies de PL identificadas, el nivel de CL disminuyd
aproximadamente un 60 %, respecto a lo detectado en células no expuestas al detergente,
mientras que PG y PA aumentaron 120 % y 130 %, respectivamente. Estas mismas
modificaciones fueron detectadas en células adaptadas a crecer a concentraciones
crecientes del biocida (mayores a la CIM=150 mg/l) e, interesantemente, cuando las células
fueran desadaptadas, los niveles de estos fosfolipidos retornaron a valores similares a los
detectados en ausencia del detergente. Estos resultados permitieron concluir que estos PL
aniénicos estan involucrados en la respuesta de P. putida A ATCC 12633 al QAC, utilizando
principalmente PA para neutralizar la alta carga positiva de ia molécula de TDTMA (Boeris et
al., 2007).
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En base a lo expuesto se plantearon los siguientes objetivos para el presente trabajo de
tesis:

2.8.1. Objetivo general.

Conocer la respuesta de P. putida frente al estimulo producido por compuestos de
amonio cuaternarios sintéticos a nivel de los fosfolipidos y de diversas actividades
fosfolipasas. Se pretende contribuir al conocimiento del proceso de adaptacién de esta cepa
para utilizarla como vehiculo en los procesos de decontaminacién de detergentes catiénicos

presentes en los ecosistemas naturales.

2.8.2. Objetivos especificos.

a) ldentificar las enzimas de P. putida A ATCC 12633 involucradas en la biosintesis de
novo de fosfolipidos que jueguen un papel importante en la respuesta a TDTMA y/o Al*°.

b) Identificar el o los tipos de fosfolipasas que pueden estar involucradas en ios cambios en
la concentracion de fosfolipidos especificos cuando P. putida A ATCC 12633 se enfrenta
a TDTMA.

c) Clonar los genes de interés de P. putida A ATCC 12633 responsables de codificar para

enzimas claves de la biosintesis de novo de fosfolipidoE involucradas en la respuesta a
TDTMA ylo AI"’, en particular los implicados en la sintesis de cardiolipina y
fosfatidilcolina.

d) Obtener mutantes afectadas en la sintesis de cardiolipina y fosfatidilcolina y caracterizar

las mismas frente al estrés ocasionado por TDTMA y/o Al*®,
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3.1. Medios de cultivo.

Medio nutritivo Luria-Broth (LB): Medio liquido que contiene triptona 1 %, extracto de
levadura 0,5 %, NaCl 0,5 % (Sambrook et al., 1989).

Medio nutritivo LB sélido: Medio de idéntica composicion que el anterior con el agregado
de 1,8-2 % de Agar.

Medio triptona-extracto de levadura (TY): Medio complejo que contiene triptona
0,5 %, extracto de levadura 0,3 %. Al momento de usar se adiciona CaCl, 4,5 mM (Beringer,
1974).

Medio salino de alto contenido en fosfato (HPi-BSM): NaCl 8,5 mM, KH,PO, 22 mM,
Na,HPO, 17 mM y MgSO, 0,8 mM, pH 7,4. Para evitar precipitaciones salinas, se mezclan
iguales volimenes de MgSO, con el resto del medio de cultivo en el momento de su
utilizacion (Lucchesi et al., 1989). A este medio basal se le agrega las fuentes de carbono y

nitrégeno estériles necesarias.

3.2. Conservaciéon y mantenimiento de las cepas.

Las cepas bacterianas fueron conservadas de la siguiente manera: a 0,85 ml de un
cultivo liquido en LB crecido durante 10-12 hs se le agregan 0,15 ml de glicerol 87 % estéril,
se mezcla, se enfria a -20 °C y luego se conserva a -80 °C. Para recuperar la cepa, se raspa
la superficie con un palillo estéril y se estria una placa de LB (Sambrook et al., 1989). Las
cepas bacterianas fueron mantenidas en medio LB sélido por repiques quincenales.

3.3. Microorganismos y condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas y los plasmidos usados en este estudio se detallan en ia
Tabla 3.1.
- P. putida A ATCC 12633 y P. putida KT2440 y sus mutantes derivadas se hicieron crecer a
30°C en medio rico LB o en HPi-BSM con la adicién de glucosa 20 mM y NH,CI 18 mM
como fuente de C y N, respectivamente, o con TDTMA 150 uM (50 mg/l) como unica fuente
deCyN.
- Las diferentes cepas de E. coli fueron crecidas a 37°C en medio rico LB.
- Sinorhizobium meliloti 1021 se hizo crecer a 30°C en medio complejo TY.

Para favorecer la oxigenacion de los cuitivos liquidos se mantuvo una relacion 1/10

entre el volumen del medio de cultivo y el volumen del frasco Erlenmeyer. Los cultivos, en
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general, se iniciaron con el agregado de un inéculo al 1 % v/iv, el que se hizo crecer

previamente en medio rico LB o en medio complejo TY, con agitaciéon durante 12 hs.

Cuando fue necesario, los siguientes antibidticos fueron adicionados al medio de

cultivo con las siguientes concentraciones: para P. putida, gentamicina (Gm) 120 pg/mi,

estreptomicina (Sm) 100 pg/ml, kanamicina (Km) 75 ug/ml. Para E. coli, Km 50 pg/ml, Gm

100 pg/ml,

Sm 50 ug/mli,

carbenicilina (Cb) 100 pg/mi,

Ampicilina (Amp) 150 pg/mi.

Tabla 3.1: Cepas bacterianas y plasmidos usados en este estudio.

cloranfenicol 20 ug/ml (Cm),

Cepas o plasmidos Caracteristicas relevantes Referencias
Cepas

P. putida

KT2440 Cepa salvaje secuenciada. Nelson et al., 2002.

A ATCC 12633

GPO1

PBO1

PB02

GPO1/pGLO1
GPO1/pBBR1MCS-2
PBO1/pPB24

PB01/pBBR1MCS-2

E. coli
DH5a

BL21(DE3)/pLysS

E. coliBL21/pTB2559
E coli BL21/pPB03A
E coli BL21/pPB04A
E. coli BL21/pET9a

E. coli BL.21/pTB2084

S. meliloti
1021

Cepa salvaje de estudio, de coleccion.

Mutante delecional de P. putida A ATCC12633 afectada en el gen
homélogo a cls (cls homélogoAaacC1, Gm®).

Mutante insercional de P. putida A ATCC12633 afectada en el gen
homologo a pcs (pp0731) (pes::aacC1, Gm®).

Mutante insercional de P. putida A ATCC12633, afectada en el gen
homélogo al orf pp4677 (pp4677homoiogo::aph(3’)-lla, Km"® )

P. putida GP01 complementada con eI gen homdlogo a cls
clonado en pBBR1MCS-2 (Gm° y Km )

P. putlda GP01 complementada con pBBR1MCS-2 vacio (GmR
Km").

P. putlda PBO1 complementada con pcs clonado en\pBBRMCS-z
(Gm* y Km®).

P. putlda PB01 complementada con pBBRMCS-2 vicfc (Gm y
Km"®).

Cepa de clonado recA1, $80 lacZAM15.

Cepa de clonado para expresién. hsdSg(rs” mg’) gal A (DE3) pLysS
(Cm®).

Cepa llevando el gen pcs de S. meliloti ligado $I plasmido de
expresion pET9a (Km cmf ).

Cepa llevando eI orf pp0731 ligado al plasmido de expresion
pET9a (Km Cm )

Cepa Hevando eI orf pp4677 ligado al plasmido de expresion
pET9a (Km®, CmR).

Cepa llevando el plasmido pET9a vacio (Km®, CmF).

Cepa llevando el gen FPmt de S. meliloti ligado al plasmido de
expresion pET9a (Cb™, cm®).

SU47, str-21.

Palleroni, 1992.

Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.

Este estudio.

Hanahan, 1983.
Studier et al., 1990.

Sohienkamp et al.,
2000.

Este estudio.

Este estudio.

Sohlenkamp et al.,
2000.

de Rudder et al., 2000.

Meade et al., 1982.
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Plasmidos
pCR®2.1-TOPO
pGem®T Easy

puC18
pK18mob
pG18mob

pBBR1MCS-5
pBBR1MCS-2
pET9a
pKNG101

pPB03
pPB04
pPBO3A

pPBO4A

pPB05

pPBO7

pPB08

pPB09
pPB12

pPB13
pPB14
pPB15
pPB16
pPB21

pPB20

pPB22
pPB23

pPB24

Vector de clonado (Km®, AmpF).
Vector de cionado (AmpF).

Vector de clonado (Amp®).
Vector de clonado, oriColE1 Mob® lacZ* (KmF).
Vector de clonado, odColE1 Mob® lacZ” (Gm").

(Gm").
(KmP®).

Vector de clonado de amplio rango de huésped, Tra' Mo ‘
Vector de clonado de amplio rango de huésped, Tra Mo
Vector de expresién (Km®).

Vector suicida, Sac® Tra” Mob* oriR6K (SmF).

pCR®2.1-TOPO conteniendo un fragmento de 0.6 Kb correspondiente al
orf pp0731 de P. putida KT2440 (Km®, Amp ).

pCR®2.1-TOPO conteniendo un fragmento de 0,8 Kb correspondiente al
orf pp4677 de P. putida KT2440 (Km Amp ).

pET9a conteniendo un fragmento de 0,6 Kb correspondiente al orf
pp0731 de P. putida KT2440, flanqueado por Ndel/BamHI| (Km ).

pET9a conteniendo un fragmento de 0,8 Kb correspondiente al orf
pp4677 de P. putida KT2440, flanqueado por Ndel/BamH| (KmR)

pCR®2.1-TOPO conteniendo un fragmento de 1,8 Kb correspondiente al
gen cls (pp5364) de P. putida KT2440 (Km AmpFY).

pUC18 conteniendo un fragmento de 1,8 Kb correspondiente al gen cls
(pp5364) de P. putida KT2440, flanqueado por BamH\l/Sajl (Amp™).

pUC18 conteniendo un fragmento de 1, 8 Kb conmpondiente al
constructo BamHi-clsAaacC1-Sall (Amp GmR).

pKNG101 conteniendo un fragmento de 1,8 Kb correspondiente al
constructo BamHI-cisAaacC1-Sall (Sm Gm ).

pCR®2.1-TOPO conteniendo un fragmento de 1,8 Kb conesgondnente al
gen de P. putida A ATCC 12633 homoélogo a cls (Km

pK18mob conteniendo un fragmento de 0,6 Kb oortesportdlente al orf
pp0731 de P. putida KT2440, flanqueado por BamHI|/Saf (Km )

pG18mob conteniendo un fragmento de 0,8 Kb oorrespnndlente al orf
pp4677 de P. putida KT2440, flanqueado por BamHI (Gm ).

pK18mob conteniendo un fragmento de 1,2 kb con'espond iente al
constructo BamHi-pp0731: :aacC1-Sall (Km Gm~ ).

pG18mob conteniendo un fragmento de 1,8 kb correspondlente al
constructo BamHi-pp4677::aph(3 )-IIa-BamHI (GmR, Km® ).

pKNG101 conteniendo un fragmento de 1,2 kb oormspondlente al
constructo BamHI-pp0731: :aacC1-Sall (Sm GmF).

pKNG101 conteniendo un fragmento de 1,8 kb oorrasponmente al
constructo BamHI-pp4677::aph(3')-lla-BamHt (Sm®, Gm" )

pGem®T Easy conteniendo un fragmento de 0,6 Kb correspondiente al
gen de P. putida A ATCC 12633 homologo al orf pp0731 (Amp R).

pGem®T Easy conteniendo un fragmento de 0,8 Kb oorrespondlente al
gen de P. putida A ATCC 12633 homologo al orf pp4677 [Amp )-

pBBRCS-2 conteniendo un fragmento de 0,6 Kb correspondiente al gen
de P. putlda A ATCC 12633 homélogo al orf pp0731, flanqueado por
BamHl (Km ).

Invitrogene
Promega

Yanisch-Perron et
al.,1985.

Schafer et al., 1994,

Kirchner y Tauch,
2003.

Kobach et al., 1995.
Kobach et al., 1995.
Studier ef al., 1990.
Kaniga, et al., 1991,

Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.
Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.

Este estudio.
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3.4. Recuento de células viables.

El recuento de unidades formadoras de colonias (ufc), de células de P. putida A
ATCC 12633 y de sus mutantes derivadas expuestas o no a diferentes situaciones de
estrés, se llevd a cabo de acuerdo a la técnica de la microgota (Spencer y Ragout, 2001).
Basicamente, se tomaron muestras de 10 ul de las condiciones ensayadas y se realizaron
diluciones seriadas con buffer fosfato estéril. Cada una de las diluciones obtenidas se
sembro en medio LB sélido. Cada placa se dividi6 en cuatro campos y, en cada uno de
ellos, se sembraron tres gotas de 20 ul de cada una de las diluciones seriadas. Las placas

se incubaron durante 24 hs en estufa, a 30° C y posteriormente se realizé el recuento de ufc.

3.5. Cinética de muerte.

Las diferentes cepas se hicieron crecer en HPi-BSM con la adicién de glucosa y
NH,C! hasta final de fase logaritmica (DOes=0,8). En ese momento, cada uno de los
cultivos se divididé en 3 partes iguales. Una parte, se mantuvo como cultivo control y a los
restantes se les adicioné 50 mg/l de TDTMA o 0,1 mM de AICIl;. Luego de 15 min de
exposicion, se tomaron alicuotas de los diferentes cultivos y se realizé al recuento de células

viables, como se detall6 anteriormente.

3.6. Estimulacion de células de P. putidaa TDTMA y a Al*°.

Para los ensayos de estimulaciéon con TDTMA, las cepas bacterianas se hicieron
crecer en HPi-BSM con la adicion de glucosa y NH,CI hasta final de fase exponencial
(DOgs0=0,8). En ese momento se expusieron o0 no a 50 mg/l de TDTMA. 15 min post-
exposicion al surfactante, el cultivo se cosech6 por centrifugacién a 8000 rpm por 5 min, y el
precipitado obtenido fue sometido a extraccion y analisis de fosfolipidos (apartado 3.9).

Para el estimulo con Al'®, las cepas bacterianas se hicieron crecer en HPi-BSM con
glucosa y NH,Cl o con TDTMA como unica fuente de C y N hasta final de fase logaritmica
(DOgs=0,8 0 0,4 respectivamente). En ese momento las células fueron expuestas o no a
AICl; 0,1 mM, durante periodos variables de tiempo. Posteriormente, el cultivo fue
cosechado y procesado para determinar los cambios en la composicién fosfolipidica
(apartado 3.9).
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3.7. Ensayo de incorporacion de [metil-'*C]-colina en P. putida A ATCC12633.

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM con TDTMA o TDTMA y colina
100 pM hasta DOg de 0,3. En ese momento se les adicion6 1 pCi/ml de [metil-'*C]-colina
(2,07 Gbg/mmol, New England nuclear). Se tomaron alicuotas de 100 pl a los tiempos:
0; 0,5; 4, 8 y 12 hs. De las diferentes alicuotas, 25 pl se utilizaron para medir la radiactividad
total en contador de centelleo liquido (Beckman LS 60001 C; Fullerton, CA, USA). Los 75 yl
restantes se centrifugaron 5 min a maxima velocidad. Se tomaron 25 pl del sobrenadante y
el precipitado, que contiene las células, fue resuspendido en 25 pl de agua. En ambas
fracciones se determiné la radiactividad en contador de centelleo.

3.8. Extraccion de polifosfatos (poliP).

La extraccion de poliP se llevé a cabo a partir de células de P. putida A ATCC 12633
crecidas en HPi-BSM con la adicion de glucosa/ NH,Cl o TDTMA como tnica fuente de C y
N. Basicamente, 5 ml de cultivo fueron cosechados a 10000 rpm durante 10 min en frio. El
precipitado obtenido fue resuspendido en 5 ml de la solucién de lavado (NaCl 0,145 M, NaF
1 mM) y centrifugado nuevamente a 10000 rpm durant# 10 min a 4°C. El precipitado
obtenido se resuspendio en 2,5 ml de solucién de NaOC! (NaF 1 mM en NaOCl), se agitd
durante 1 h a temperatura ambiente y se centrifugd a 17000 rpm durante 15 min a 4°C. El
pellet obtenido fue lavado, en idénticas condiciones a las anteriores, con una solucién que
contiene: NaCl 1,5 M, NaF 1 mM, EDTA 5 mM, pH 4,6. Por ultimo, el precipitado se lav6 con
NaCl 0,154 M, pH 7 y se centrifugé a 10000 rpom durante 10 min a 4° C. El sobrenadante
obtenido fue usado para la determinacién de poliP.

La cuantificacion de los mismos se llevo a cabo, previa hidrolisis de los poliP, segun Fiske y
SubbaRow (1925).

Hidrélisis: Se adicioné a un volumen conocido de poliP: HCI 12 N en relacion 9:1, se incubd
20 min a 100° C.

3.9. Analisis de fosfolipidos (PL).

3.9.1. Extraccion de fosfolipidos: Se siguid la metodologia descripta por Bligh y Dyer
(1959). Basicamente, 45 mg de peso seco de células de P. putida A ATCC 12633 salvaje o
mutantes, crecidas en diferentes condiciones nutricionales segun corresponda, fueron
resuspendidas en 1 ml de agua bidestilada y 3,75 ml de una solucién de cloroformo/metanol
(1:2 vN), se agitd en agitador magnético durante 2 hs a temperatura ambiente y se

centrifugé a 8000 rpm durante 15 min. El precipitado obtenido se sometié a una segunda
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extraccion mediante la adicion de 4,75 ml de una mezcla de cloroformo/metanol/HCI 0,2 N
(1:2:0,8 viv), se agitd durante 10 min en vortex y luego se centrifugd a 8000 rpm durante 15
min. El precipitado se descart6. A la mezcla de los sobrenadantes de la primera y segunda
extraccion se les agregd 2,5 ml de cloroformo y 2,5 ml de agua bidestilada, se agité en
vortex durante 5 min y se centrifugd nuevamente, a baja velocidad, para acelerar la
separacion de las fases. Se extrajo la fase inferior (cloroférmica) donde se encuentran los
PL totales.

Las muestras se secaron bajo atmoésfera de nitrégeno y se resuspendieron en un volumen

minimo de cloroformo.

3.9.2. Cromatografia en placa delgada (TLC): Los PL se resolvieron por cromatografia en
capa deilgada (TLC) utilizando placas de silica gel (Analtech, 200 microns). Los
cromatogramas monodireccionales se desarrollaron utilizando como mezcla de solventes:
cloroformo/metanol/agua (65:25:4, viv) (Edman y Ericson, 1987). Cuando fue necesario los
PL se resolvieron en cromatogramas bidireccionales, utilizando como mezcla solventes
cloroformo/metanol/agua (15:6:1, v/v) para la primera dimensién y cloroformo/metanol/acido
acético glacial (13:5:2, viv) para la segunda dimension (de Rudder et al., 1997).

Las camaras se saturaron con la mezcla de solventes durante 1 h. Las muestras se
sembraron en gota a 1 cm de la parte inferior de la placa y se dejaron correr hasta 0,5 cm de

la parte superior de la misma.

3.9.3. Revelado de cromatogramas: El revelado de los cromatogramas se llevo a cabo
segun las técnicas de tincion que a continuaciéon se detallan. Los PL se identificaron por
comparacion de sus Rf con los testigos correspondientes (Sigma Chemical Co., USA).

Tincién _con vapores de iodo (Marinetti, 1986): El fundamento de la técnica se basa en la
unioén transitoria de las moléculas de iodo a los dobles enlaces de las cadenas carbonadas
de los acidos grasos de los PL. La aparicién de manchas amarillo-pardo es reaccién positiva
a la presencia de lipidos.

Las placas se colocaron en atmédsfera saturada con vapores de iodo, durante 15 min

aproximadamente.

Tincion _de ninhidrina (Marinetti, 1986): Los PL que contienen grupos aminos libres dan

reaccion positiva, la que se visualiza por la aparicion de manchas color rosa-violaceo. Una
vez pulverizada la placa con la mezcla de reaccion, el cromatograma se expone durante 5 a
10 mina 110 °C.

Solucién de pulverizacién: 0,2 % (p/v) de ninhidrina en acetona.
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Los PL marcados radiactivamente fueron identificados por autorradiografia, utilizando
placas radiograficas (Agfa-Gevaert film, Mortsel, Belsium. Kodak, Medical X-ray film, MXG
Plus).

3.9.4. Cuantificacion de PL: Para muestras no radiactivas la cuantificacion de PL se llevé a
cabo segun Fiske y SubbaRow (1925) con ligeras modificaciones realizadas en el
laboratorio. Las fases cloroférmicas obtenidas como se detalld anteriormente (apartado
3.9.1), se secaron bajo atmésfera de nitrogeno, se resuspendieron en un volumen minimo
de cloroformo y fueron utilizadas para la cuantificacion de PL totales. Para ello, se tomaron
volumenes conocidos de cada una de las muestras, se secaron en estufa, se les adicion6
100 pl de acido perclérico (70 %) y se realizd la correspondiente mineralizaciéon, a 180° C en
placa calefactora durante 20 min bajo campana de extraccién de gases. Posteriormente se
agregaron 800 pl de agua bidestilada y se agitaron en vortex. Por uitimo se adicionaron
150 pl de solucidn reductora, preparada en el momento y 150 ul de solucién sulfomolibdica y
se agitaron nuevamente. Se dejaron reposar 35 minutos a temperatura ambiente. Pasado

este tiempo, se determiné la absorbancia a 660nm.

Para la cuantificacion de PL particulares, se rasparon las areas identificadas en las
cromatoplacas y se procedid, como se describid anteriormente, a partir del agregado de
100 ul de acido perclérico.

Las concentraciones de PL totales y particulares se obtuvieron por extrapolacion
utilizando una curva de calibracion realizada previamente.

El material de vidrio utilizado se lavé previamente con agua destilada y bidestilada
repetidas veces. Los diferentes reactivos utilizados se prepararon con agua bidestilada.

Preparacién de reactivos:
Solucidén reductora: Pictol 1 % (p/v) y bisulfito de sodio 3 % (p/v).

Solucion sulfomolibdica: 25 mg de molibdato de amonio disueltos en 250 ml de H,SO,4 10 N,

completando volumen final (1 I) con agua bidestilada.

Para PL marcados radiactivamente, la cuantificacion se realizdé por medio de
Phosphor-Imager (Storm 820, Molecular Dynamics), posterior a la exposiciéon de la TLC
correspondiente sobre placas sensibles a “C. El software integrado del equipo analiza la
mancha o spot correspondiente a cada PL y le asigna un valor arbitrario de acuerdo a la
intensidad del spot. Cuando fue necesario, los diferentes PL identificados, fueron extraidos
desde la silica, resuspendidos en 2 mi de liquido centelleo (Hisafe 2, PerkinElmer) y
cuantificados en contador de centelleo liquido (Beckman LS 60001 C; Fullerton, CA, USA).
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3.9.5. Obtencion de PL marcados radiactivamente: Células de P. putida A ATCC 12366,
sus mutantes derivadas y diferentes cepas de E. coli (Tabla 3.1), fueron crecidas en medio
rico LB hasta alcanzar una turbidez de 0,2-0,3 determinada por absorbancia a 660 nm. En
ese momento, se tomaron alicuotas de 1 ml de cada uno de ellos y se les adicioné 1 uCi/ml
de [1-"*Cl-acetato (60 mCi/mmol, 2,26 Gbg/mmol, New England Nuclear) o 1 pCi/ml de
[metil-'*C]-colina (55 mCi/mmol, 2,07 Gbg/mmol, New England Nuclear), segtin corresponda
(de Rudder et al., 1997, Sohlenkamp et al., 2000). Los cultivos se incubaron durante 2 hs y
se procedi6 a la extraccion, identificacion y cuantificacion de PL segun lo descripto
anteriormente (apartado 3.9).

3.9.6. Analisis y cuantificacién de PL por HPLC: La identificacion y cuantificacion de PL
se llevé a cabo por cromatografia liquida de alta precision (HPLC) (Water 1525 binary HPLC
pump), acoplada a un detector UV (Varian 2550 variable A detector), siguiendo,
basicamente, la metodologia descripta por Carelli et al., (1997) con ligeras modificaciones
realizadas en nuestro laboratorio. La separacion de los diferentes PL se llevdé a cabo a
temperatura ambiente, utilizando una columna de silica gel (Beckman Ultrasil) de 4,6 mm x
25 cm (10 ym). Los PL fueron eluidos utilizando como fase mévil hexano:iso-propanol:buffer
acetato 25 mM pH 5.8 (7:8:1 v/v), a un flujo de 2 mi/min y detectados a 206 nm. Los PL
estandares y las muestras fueron resuspendidas en fase moévil y se inyectaron 20 pl. La
determinacion cuantitativa de los PL se realizé en base a curvas de calibracion previamente

realizadas con los estandares correspondientes.

3.10. Determinacién de proteinas.

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Dulley y Grieve
(1975) o por el método de Bradford (1976). En ambos casos se utilizd albumina de suero

bovino como estandar.

3.11. Determinacion de actividades enzimaticas.
3.11.1. Fosfatidilcolina sintasa (PCS):

Obtencién de exiractos libres de células: Las diferentes cepas de P. putida o E. coli BL21

fueron crecidas en medio rico LB o en HPi-BSM con la adicion de glucosa y NH,Cl o TDTMA
como unica fuente de C y N hasta final de fase exponencial. Cuando fue necesario, P. putida
A ATCC 12633 fue expuesta, o no, durante cortos periodos de tiempo a Al'®. Las células
fueron cosechadas (8000 rpm, 10 min), lavadas, resuspendidas en buffer Tris-HCI 20 mM
pH 8 y sonicadas (3 ciclos de 1 min a 20000 Mhz). Posteriormente las muestras fueron
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centrifugadas a 20000 rpm durante 30 min y el sobrenadante obtenido fue usado como
fuente enzimatica. Cuando fue necesario los extractos libres de células, provenientes de
P. putida A ATCC 12633 expuesta al Al'®, fueron dializados a 4°C contra buffer HCI-Tris 10
mM, pH 8.

Determinacién_enzimatica: La determinacion de la actividad PCS se llevé a cabo segun

describen Sohlenkamp et al., (2000). La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final
de 50 pl, 1 mg/ml de proteinas, buffer Tris-HCI 50 mM pH 8, MnCI2 10 mM, CDP-
diacilglicerol (CDP-DAG) 343 M, tritén X-100 0,2 % (p/v) y [metil-'*C]-colina 100 uM (55
mCi/mmol) o colina 100 uM. La reaccbn se inicié con la adicién de colina. Luego de 15 6 60
min de incubacion a 30°C en bafo de agua, la reaccién se detuvo por el agregado de 188 pl
de metanol/cloroformo (2:1 viv). A continuacion se adicioné 63 ul de cloroformo y 63 pl de
agua, se agité vigorosamente en vortex y se extrajo la fase inferior (cloroférmica). Esta fase
se sometid a un segundo paso de lavado con 100 ul de agua. La fase cloroformica obtenida
finaimente se secd bajo atmoésfera de nitrégeno y el producto de reaccion, PC, fue
identificado por cromatografia en capa delgada monodireccional, desarrollada en: n-
propanol:acido propiénico:cloroformo:H,0 (3:2:2:1, viv) (Higgins, 1987).

En muestras no radiactivas, PC, fue detectado por HPLC, segun lo descrito en
(apartado 3.9.6).

3.11.2. Fosfolipido N-metiltransferasa (PMT):

Obtencién de exiractos libres de células: la obtencion de extractos enzimaticos se llevo a
cabo a partir de células de P. putida A ATCC 12633, P. putida KT2440 y E. coli
BL21/pTB2084 (Tabla 3.1) crecidas en medio rico LB hasta final de fase exponencial. Las
células fueron cosechadas (8000 rpm, 10 min), lavadas, resuspendidas en buffer Tris-HCI
100 uM pH 9,5 y sonicadas (3 ciclos de 1 min a 20000 Mhz). Las muestras sonicadas fueron
centrifugadas (20000 rpm, 30 min) y el sobrenadante oﬁtenido fue usado como fuente

enzimatica.

Determinacién _enzimatica: Para la determinacion de la actividad PMT se siguio la
metodologia descripta en de Rudder et al., (1997). La mezcla de reacciéon contenia, en un

volumen final de 180 pl, 0,8 mg prot/ml, 125 nCi [metil-'*C]-SAM (S-adenosil metionina) y
buffer Tris-HCI 100 yuM pH 9,5. La mezcla se incubd durante 15 min a 30°C en bafio de
agua. La reaccion se detuvo por el agregado de 180 pl de acido tricloroacético (TCA) frio
20 % (p/v), se incubé 10 min en hielo para favorecer la precipitacion y se centrifugé 5 min a
8000 rpm. El precipitado obtenido fue disuelto en 60 pl de Tris base 1 M y neutralizado por el
agregado de 40 ul de TCA 20 % (p/v). La extracciéon de PL se llevé a cabo segun Bligh y
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Dyer (1959), la fase cloroformica obtenida se seco bajo atmésfera de nitrogeno y los
productos de la reaccion: monometilfosfatidiletanolamina (MMPE),
dimetilfosfatidiletanolamina (DMPE) o PC, fueron identificados por cromatografia en capa
delgada monodireccional, desarrollada en: n-propanol:acido propidnico:cloroformo:H,O
(3:2:2:1 viv) (Higgins, 1987).

3.11.3. Fosfolipasa D (PLD):

Obtencién de extractos libres de células: Se utilizaron como fuentes enzimaticas extractos
obtenidos a partir de células P. putida A ATCC 12366, P. putida GP01 y P. putida
GP01/pGLO1 (Tabla 3.1) crecidas en HPi-BSM con la adicién de glucosa y NH,CI hasta final

de fase exponencial. Las células fueron cosechadas (8000 rpm, 10 min), lavadas,

resuspendidas en solucién fisiolégica y sonicadas (3 ciclos de 1 min a 20000 Mhz). Los
extractos obtenidos fueron centrifugados a 20000 rpm durante 30 min y los sobrenadantes

usados como fuente enzimatica.

Determinacién_enzimatica: La determinacion de la actividad PLD se llevé a cabo segun

describen Cole y Proux! (1975), con ligeras modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.
Basicamente, la mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 500 pl, 2 mg/ml de
proteinas, buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 7, MgCl, 10 mM, ATP 2,8 mM, cardiolipina 1 uM
(Sigma Chemical Co., USA). La reaccién se inicidé con la adicién de cardiolipina. Luego de
60 min de incubacion a 30°C en agitacién, la reaccién se detuvo por el agregado de 1,75 mi
de metanol/cloroformo (2:1 viv). La extraccién de PL se llevé a cabo segun Bligh y Dyer
(1959) (apartado 2.9.1), la fase cloroférmica obtenida se secé bajo atmésfera de nitrégeno y
los productos de la reaccion: PG o PA, fueron identificados por cromatografia en capa
delgada monodireccional, desarrollada en: cloroformo:metanolH,O (65:25:4) (Edman vy
Ericson, 1987). La cuantificacion de los diferentes PL identificados se llevoé a cabo segun
Fiske y SubbaRow (1925) (apartado 3.9.4).

Para la determinacién de actividad PLD in vivo, se utilizé la propiedad particular de la
PLD de transfosfatidilar 1-butanol u etanol. Para ello, células de P. putida A ATCC 12633
crecidas en HPi-BSM con glucosa y NH,Cl hasta final de fase logaritmica, fueron
cosechadas, lavadas y resuspendidas en 1 ml de solucién fisiolégica e incubadas, durante
2 hs, con [*?P}-Pi (AE=100 uCi / 250 mg de peso humedo). Posteriormente se adicioné
etanol al 1 % durante 5 min. Pasado este tiempo, las células fueron estimuladas con TDTMA
durante 5 y 15 min. La reaccién se detuvo por el agregado de 3,75 ml de cloroformo/metanol
(1:2, vi). Los lipidos fueron extraidos, el fosfatidilalcohol fue separado por cromatografia en

TLC, utilizando como sistemas de solvente acetato de etilo/iso-octano/acido acético/agua
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(12:2:3:10 viv), detectado por autorradiografia, extraido de la silica y determinado en
contador de centelleo liquido (Beckman LS 60001, Fullerton, CA. USA) (apartado 3.9.4).

3.12. Deteccion de Al'? en extractos libres de células y en membranas celulares.

La deteccion de A" se llevé a cabo usando el fluorocromo 2°,3.4°,57-
pentahidroxiflavona (reactivo de Morin, Sigma Chemical Co., USA). Este fluorocromo tiene la
particularidad de unirse al aluminio, formando un complejo Al**-Morin fluorescente (Browne
et al., 1990). Basicamente, alicuotas de los extractos libres de células dializados o no,
provenientes de células de P. putida A ATCC 12633, P. putida PB01 y P. putida
PB01/pPB24 (Tabla 3.1) y obtenidos segun se describe en (apartado 3.11.1), fueron
incubados con 0,3 mM de Morin por 30 min. La fluorescencia del complejo Al*>-Morin se
determiné por espectrofluorometria (Fluoromax-3 spectrophotometer (Jobin Yvon Inc))
utilizando longitudes de onda de excitacién y emision de 440 y 520, respectivamente
(Liffourrena et al., 2008). La concentracién de Al"® se determino en base a curvas de

calibracién previamente realizadas.

Para la deteccién de AI*® unido a la membrana celular, las diferentes cepas se
hicieron crecer en HPi-BSM con la adicion de TDTMA como unica fuente de C y N o en
medio rico LB y fueron expuestas o no a 0,1 mM de AICI; durante 15 min. En todos los
casos, las células fueron cosechadas (8000 rpm, 10 min), lavadas y resuspendidas en
solucién fisiolégica a una DOgg aproximadamente de 0,4. Las células, fueron inmovilizadas
en portaobjetos por la adiciéon de una mezcla de metanol:acetona (1:1 v/v) fria e incubadas
durante 20 min a -20 °C. Las células inmovilizadas, fueron tratadas con Al*® 10 pM y Morin
10 uM, para favorecer la formacién del complejo. Posteriormente fueron lavadas para
eliminar el excedente de Al"® y e! flurocromo no unido. Los preparados fueron analizados en

microscopio de epifluorescencia (Axiolab Zeizz®).

3.13. Tincion de células con 10 N-nonil naranja de acridina (NAO).

La visualizaciéon de cardiolipina (CL) en membranas de células de P. putida A ATCC
12633 y de P. putida GP01 (Tabla 3.1) se llevé a cabo utilizando el colorante fluorescente
NAO. Este colorante tiene la particularidad de unirse al grupo polar de fosfolipidos aniénicos
y es utilizado para visualizar la localizacién de CL en las membranas debido a que la
afinidad por este PL es mucho mayor que la afinidad a otros PL monoacidicos
(Mileykovskaya et al.,, 2001). Basicamente, células de P. putida A ATCC 12633 y P. putida

GP01 se hicieron crecer en medio HPi-BSM suplementado con glucosa y NH,CI o con
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TDTMA como unica fuente de C y N hasta final de fase exponencial (DOgg=0,8 y
DOgs0=0,4, respectivamente). Los cultivos fueron diluidos hasta alcanzar una DQOgg=0,2. En
ese momento se les adicioné6 NAO (preparado en etanol en el momento de usar) a una
concentracion final de 200 nM. Luego de 1 h de incubaciéon en oscuridad y a temperatura
ambiente, las células fueron fijadas por calor en portaobjetos y visualizadas en microscopio
de florescencia (Axiovert 135; Zeiss, Germany, equipado con camara Axiocam; excitacion:
450-490 nm, emisién 515-570 nm).

3.14. Microscopia electronica de transmision (TEM).

Células de P. putida A ATCC 12633 crecidas en medio HPi-BSM con la adiciéon de
glucosa y NH,Cl o TDTMA como unica fuente de C y N hasta final de fase logaritmica fueron
examinadas por TEM. Para ello, las células fueron fijadas durante 3 hs a 4°C con una
solucion de glutaraldehido 2,5 %, lavadas con buffer S-collidine, refijadas durante 1 h a
temperatura ambiente con tetréxido de osmio al 1 % y lavadas nuevamente con el mismo
buffer. La deshidrataciéon se llevé a cabo a través de pasajes sucesivos en concentraciones
crecientes de acetona. La preinclusion se realizé en resina epoxi EMbed 812 1:1 en acetona
100 %, durante toda la noche a temperatura ambiente y la inclusién con EMbed 812 a 56°C,
durante 48 hs. Se obtuvieron cortes ultrafinos (20-60 nm), los que se contrastaron con
acetato de uranilo durante 30 min y con citrato de plomo durante 8 min. La observacion de la
ultraestructura bacteriana se realizé a través de un microscopio electronico de transmision
Elmiskop 101 (Siemens) y la adquisicion de imagenes mediante microscopio electrénico de
transmision LEO (Carl Zeiss). Todos los reactivos utilizados fueron de Electron Microscopy

Science.

3.15. Manipulacion de ADN.

Las extracciones de ADN, preparacion de plasmidos, clonado, cortes con enzimas de
restricciéon, electroforesis de ADN, PCR, PCR de colonia, preparacion de células
competentes con cloruro de rubidio, transformacion de E. coli y demas técnicas moleculares
se realizaron segun se describe en (Sambrook et al., 1989, Ausubel et al., 1992, Sambrook y
Russel, 2001).

El aislamiento de ADN gendémico se llevé a cabo utilizando QlAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN) a partir de células de P. putida A ATCC 12633 o P. putida KT2440 crecidas en
medio rico LB a una DOgg=0,8. El ADN extraido fue cuantificado espectrofotométricamente
segun Sambrook et al., (1989).
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Los plasmidos fueron aislados desde las cepas de E. coli portadoras de los mismos
por el método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989). Cuando fue necesario, los plasmidos
fueron extraidos utilizando GeneJET™ Plasmid, Minipreps Kit (Fermentas), de acuerdo a las

especificacion del fabricante.

La purificacion de productos de PCR y de productos de los diferentes cortes por
restriccion se llevoé a cabo utilizando Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas), de
acuerdo a las especificacion del fabricante.

Reaccidon _en Cadena de la Polimerasa (PCR): La mezcla de reaccion contenia en un
volumen final de 50 ul: ADN 30-50 ngr, oligonucleétidos 30 pmolesy! (0,6 uM), MgCl , 1,5
mM, mix de desoxinucledtidos trifosfato 200 uM, Buffer Polimerasa 1X, DMSO 5 %

(importante en PCRs a partir de ADN genémico de P. putida rico en C+G). ADN Taq
polimerasa (Promega) o PFU ADN Polimerasa (Productos Bio-Légicos) 5 Unidades/pl. En
todos los casos el volumen final de reaccién se completd con fa adicién de agua deionizada

bidestilada estéril. Los ciclos de PCR utilizados se detallan a continuacion:

1) 95° C, 5 min (desnaturalizacion).
2) 30 ciclos: 95° C, 1 min (desnaturalizacién).
30,5-60° C, 30 s (Tm, dependiendo del fragmento a analizar, ver abajo’).
72° C, 1 min/Kb para Taq polimerasa o 2 min/Kb para PFU ADN Polimerasa
(Temperatura de sintesis, de acuerdo al tamafio del fragmento a amplificar y de la
enzima polimerasa usada).
3) 72° C (extension final).

" 60° C: para orf pp5364 (cis) de P. putida KT2440 y su homoélogo en P. putida A ATCC
12633.
63° C: para orf pp0731 de P. putida KT2440 y su homologo en P. putida A ATCC 12633.
62° C: para orf pp4677 de P. putida KT2440 y su homologo en P. putida A ATCC 12633.
58° C: para gen de resistencia a Km (aph(3)-/la).
30,5° C: para gen de resistencia a Gm (aacC7).

Electroforesis de ADN: Las muestras de ADN (gendmico, plasmidico, productos de PCR,

producto de restricciones y otros) se analizaron sobre geles de agarosa al 0,8-1,2 % (p/v).
Para ello, a una alicuota de la muestra del ADN de interés se le adicion6 Loading buffer
(Azul de bromofenol 0,25 %, Glicerol 30 %) en relacion 3:1 viv y se deposit6 en los pocillos
del gel previamente sumergido en una cuba con buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1
mM, pH 8). La electroforesis horizontal de ADN se realizé a 100-120 voltios durante 20-30

min y las bandas se visualizaron por exposicién del gel a luz ultravioleta (260nm). El tamafio
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de los fragmentos se determiné utilizando como patron ADN del fago lambda previamente
digerido con las enzimas de restriccion EcoRl / Hindlll (Sambrock y Russel, 2001) o
marcadores de peso molecular comerciales de 1 Kb Ladder (Promega) y de 100 pb Ladder
(Productos Bio-Logicos).

Los oligonucleétidos disefiados en este estudio se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Oligonucleétidos usados en este estudio.

Oligonucleétidos Secuencias (5°-3"), caracteristicas relevantes
CgCggATCCgTTgCAgCATCTgggCTTgTACCAgTgg, localizado a 202 pb corriente

UpCls4 arriba del gen cis (pp5364) Sitio adicionado para BamH|.

DownCls4 ACgCgTCgACTgAgAAgACCCTgCggATCTggCgTTTgT, localizado a 237 pb corriente
abajo del gen cls (pp5364), Sitio adicionado para Sall.

oLOP731F AggAATACATATgCCCACATTggCgCgTgTg, localizado al inicio del orf pp0731 de P.
putida KT2440.Sitio adicionado para Ndel, solapando at codén de inicio.

oLop731R AAAggATCCTTACCAgggATgAAAgTAAATAGTY, localizado después del codon stop
del orf pp0731 de P. putida KT2440. Sitio adicionado para BamHI.

oLOP4677F AggAATACATATgAgCgAACgTCCCgAAgAg, localizado al inicio del orf pp4677 de P.
putida KT2440.Sitio adicionado para Ndel, solapando al cod6n de inicio.
AAAggATCCTCACgCTTTgCgACggCgCg, localizado después del codbn stop del orf

olLop4677R
pp4677 de P. putida KT2440. Sitio adicionado para BamHlI.

oLPB19-0731 CgCggATCCATgCCCACATTggCgCgTgTg, localizado al inicio del orf pp0731 de P.
putida KT2440. Sitio adicionado para BamHl|.

oLPB20-0731 ACgCgTCgACTTACCAgggATgAAAQTAAATAGTY, localizado después del codon stop
del orf pp0731 de P. putida KT2440. Sitio adicionado para Safl.

oLPB21-4677 CgCggATCCATgAgCgAACGTCCCgAAgAg, localizado al inicio del orf pp4677 de F.
putida KT2440. Sitio adicionado para BamHI.

oLPB22-4677 CgCggATCCTCACgCTTTgCgACggCgCg, localizado después del codon stop del orf
pp4677 de P. putida KT2440. Sitio adicionado para BamH|.

oLGLO1 ACgCgTCgACgTgTACTCggCAAgCAggAT, localizado a 18 pb corriente arriba del gen
homélogo a cls (pp5364) Sitio adicionado para Sall.

oLGV02 CgCggATCCgggAAgATTTgTACCGCTgA, localizado a 73 pb corriente abajo del gen
homélogo a cls (pp5364). Sitio adicionado para BamH.

UpGm gggTCCATggCgATgTTTgATgT, localizado al inicio del gen de resistencia a Gm
(aacC1) de pBBR1MCS-5. Sitio adicionado para Ncol.

DownGm ATCTggCCTgCggCTTgAACQAA, localizado al final del gen de resistencia a Gm
(aacC1) de pBBR1MCS-5. Sitio adicionado para Stul.

oLPB11-upGm gggTTCTAgACQATGTTTQATgT, localizado al inicio del gen de resistencia a Gm
(aacC1) de pPBBRMCS-5. Sitio adicionado para Xbal.

oLPB12-dnGm ATCTATCTAgACggCTTgAACGAA, localizado al final del gen de resistencia a Gm
(aacC1) de pPBBRMCS-5. Sitio adicionado para Xbal.

oLPB17-upKm CATgCCATggCTgCAgACgCTCAgTggAACgAAAAC, localizado al inicio del gen de
resistencia a Km (aph(3')-lla) de pET9a. Sitio adicionado para Ncol.

oLPB18-dnKm CATgCCATggCTgCAgTCATATCACggTgCCTgACTg localizado al final del gen de

resistencia a Km (aph(3)-/la) de pET9a. Sitio adicionado para Ncol.

Los sitios de restriccion adicionados a los oligonucieétidos se encuentran indicados en negrita.
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Los oligonucledtidos o “primers” se disefiaron a partir del banco de datos de la
secuencia completa de P. putida KT2440 (www.pseudomonas.com), utilizando el programa
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Cuando fue necesario, los oligonucleétidos se
disefiaron teniendo en cuenta los parametros descriptos en Sambrook y Russell, (2001)
(contenido de G + C entre el 50-60 %, longitud de 17 a 25 nucleétidos, ausencia de
secuencias repetidas y complementarias inter e intraoligonucleétidos, diferencia de no mas
de 5°C entre la Tm de cada uno de los miembros del par, etc). Una vez especificados todos
los parametros, se utiliz6 el software Vector NTI, disponible en www.invitrogen.com, para
seleccionar los primers adecuados. En el caso de requerirse, los oligonucleétidos fueron
modificados agregando sitios de corte para enzimas de restriccion, por simple adicion de la
secuencia palindromica de la enzima requerida en el extremo 5° del primer, 6, de ser
posible, introduciendo cambios en la secuencia del primer para lograr igualar la secuencia a
aquella reconocida por la enzima a emplear. Los primers elegidos fueron sintetizados por
IDT (integrated ADN Technologies, Invitrogene).

3.16. Ligacion de fragmentos de ADN a vectores.

Siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Promega), las ligaciones se
realizaron utilizando una relacién inserto:vector (radio molar) de 1:1. Se utiliz6 0,5 U de T,

ADN ligasa (Promega) en un volumen final de 20 pl.

3.17. Preparacion de células competentes de E. coli.

La preparacion de células ultracompetentes se llevd a cabo por el método de Cloruro
de Rubidio (Current Protocols in Molecular Biology, Jon Wiley & Sons, Inc.). Basicamente, a
partir de una colonia aislada se realiz6 un inéculo, el cual se cultivo toda la noche a 37 °C en
5 ml de medio LB liquido. Una alicuota de 1 ml de indculo se transfirié a 25 mi de medio LB
liquido, y se cultivd con agitacion vigorosa (200-250 rpm) a 37 °C hasta alcanzar una DOgy
maxima de 0,3. El cultivo se incubd en hielo 10 min y se transfirié a tubos de centrifuga de
volumen apropiado. Se centrifugé 10 min a 8000 rpm en frio. El precipitado se resuspendié
en 8 ml de buffer 1 frio (Cloruro de rubidio 12 gr/l, MnCl, 9,9 gr/l, acetato de potasio 1 M pH
7.5 30 mift, CaCl, (2H,0) 1,5 gr/l, glicerol 150 ml/, ajustado a pH 5.8 con acido acético 0,2
M, esterilizado por filtracién) y se incub6é en hielo durante 10 min. La suspensiéon se
centrifugé nuevamente como se describid, y el pellet se resuspendié en 2 mi de buffer 2
(MOPs 0,5 M pH 6,8 20 mi/, cloruro de rubidio 1,2 gr/l, CaCl, (2H,0) 11 gr/l, glicerol 150
mi/l, esterilizado por filtracion). Las células competentes obtenidas se almacenaron en

glicerol hasta su utilizacion en alicuotas de 100 pyl a - 80° C.
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3.18. Transformacion de E. coli.

Una alicuota de células competentes de E. coli se descongeld en hielo. Se agregaron
10-20 pl de la mezcla de ligacién y se mantuvo en hielo durante 30 min. Posteriormente se
realizé un shock térmico a 42° C durante 1 min. Luego de mantener la mezcla durante 5 min
en hielo, se le agregé 750l de medio LB y se incubd a 37° C durante 60 min con agitacién
constante. La mezcla fue fraccionada y sembrada en placas suplementadas con los
antibiéticos apropiados (Sambrook y Russel, 2001).

3.19. Basqueda, clonacién y secuenciamiento de genes de interés.

En este trabajo, se analizaron basicamente, genes relacionados a la biosintesis de
PL en P. putida A ATCC 12633 y en P. putida KT2440. Particularmente aquellos genes
involucrados la sintesis de PC y CL. A continuacion se detalla la busqueda y seleccion de
posibles candidatos.

3.19.1. Genes homoélogos a fosfatidilcolina sintasa (pcs) en P. putida.

A partir de la secuencia de aminoacidos de PCS de Sinorhizobium meliloti
(AAL53937) (Sohlenkamp et al., 2000) se realizd una busqueda en la base de datos provista
por NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/) en el
genoma de la cepa de referencia secuenciada, P. putida KT2440. A continuacion, las
secuencias de aminoacidos de diferentes ORFs fueron alineadas usando el programa
ClustalW (http://align.genome.jp/) y se seleccionaron dos posibles candidatos: pp0737 y
pp4677.

Utilizando ADN genémico de P. putida KT2440 y a partir de los pares de
oligonucleétidos oLOP731F / oLOP731R y oLOP4677F / oLOP4677R (Tabla 3.2), se
amplificaron por PCR los fragmentos correspondientes a los orfs pp0731 (aproximadamente
0,6 Kb) y pp4677 (aproximadamente 0,8 Kb). Los productos de PCR, pp0731 y pp4677,
fueron ligados al vector de clonado pCR®2.1-TOPO (Tabla 3.1), originando los plasmidos
pPB03 y pPB04 (Tabla 3.1), respectivamente. pPB03 y pPB04, se enviaron a Eurofins
(Alemania) para la correspondiente secuenciacion.

Posteriormente y a partir de los oligonucleétidos oLPB19-0731 y olLPB20-0731
(Tabla 3.2) se amplifico un fragmento de aproximadamente 0,6 Kb desde ADN gendmico de
P. putida A ATCC 12633, correspondiente al gen homdlogo al orf pp0731. El fragmento fue
ligado al vector de clonado pGem®T Easy (Tabla 3.1) originando el plasmido pPB22 (Tabla
3.1). De manera semejante, utilizando ADN genémico de P. putida A ATCC 12633 y a partir
de los oligonucledtidos oLPB21-4677 y oLPB22-4677 (Tabla 3.2) se amplificé el fragmento

Materiales y Métodos | 41



Tesis Doctoral
Paola S. Boeris

correspondiente al gen homologo al orf pp4677 (aproximadamente 0,8 Kb). El mismo fue
ligado a pGem®T Easy (Tabla 3.1), generando el plasmido pPB23 (Tabla 3.1). pPB22 y

pPB23, se enviaron a Macrogen (Korea) para el correspondiente secuenciamiento.

3.19.2. Gen homdélogo a cardiolipina sintasa (cls) en P. putida.

Se conoce que el gen pp5364 (cis) es el principal responsable de la sintesis de CL
en P. putida KT2440 (http://www tigr.orgitigr-scripts/CMR2/ GenomePage3, Nelson et al.,
2002). Si bien en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/), pp5364 se encuentra anotado como ci/s por similitud de
secuencia (Nelson et al., 2002), existen evidencias bibliograficas donde ha sido demostrado
que mutantes de P. putida P8 y P. putida DOT-T1 afectadas en el gen homoélogo a pp5364,
carecen de CL en su membrana (von Wallbrunn et al.,, 2002, Bemal et al., 2007). Basados
en estos antecedentes y a partir de la secuencia de nucleétidos correspondientes a pp5364
(cls) se disefiaron los oligonucledtidos necesarios para la amplificacién de este gen.

A partir de los oligonucleétidos UpCls4 y DownCls4 (Tabla 3.2), se amplificé un
fragmento de aproximadamente 1,8 Kb a partir del genoma de P. putida KT2440
correspondiente a c/s. El fragmento fue ligado al vector de clonado pCR®2.1-TOPO (Tabla
3.1), originando el plasmido pPBO05 (Tabla 3.1). De manera semejante, los oligonucleétidos
UpCls4 y DownCls4 (Tabla 3.2) fueron usados para la amplificacion de un fragmento de 1,8
Kb a partir de ADN gendémico de P. putida A ATCC 12633. El fragmento obtenido,
correspondiente al gen homoélogo a cis, fue ligado a pCR®2.1-TOPO (Tabla 3.1), generando
el plasmido pPB12 (Tabla 3.1). Posteriormente, pPB05 y pPB12 se enviaron a Macrogen

(Korea) para el correspondiente secuenciamiento.

En todos los casos, la seleccion de células de E. coli portadoras de los plasmidos de
interés se llevo a cabo utilizando placas de LB conteniendo 50 pg/ml de Km o 150 ug/ml de
Amp, 7 ul de solucién stock (20 %) de isopropilo-B-D tiogalactosido (IPTG) y 40 pl de X-Gal.
Se seleccionaron las colonias blancas, las que fueron sometidas a extraccion de plasmidos

y posterior mapeo de los mismos por restriccion.

3.20. Expresion de PP0731 y PP4677.

La expresion de los ORFs PP0731 y PP4677 se llevd a cabo en el huésped
heterélogo carente de PC, E. coli BL21(DE3)/pLysS (Tabla 3.1). Para ello, los plasmidos
pPB03 y pPB04 (Tabla 3.1) fueron digeridos con Ndel y BamHI. Los fragmentos obtenidos
correspondientes a los orfs pp0731y pp4677 fueron purificados, ligados y subclonados en el
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vector de expresion pET9a (Tabla 3.1), previamente digerido con las mismas enzimas de
restricciéon, obteniendo los plasmidos pPB03A y pPB04A (Tabla 3.1). De esta manera la
expresion de los genes a analizar quedan bajo la expresion de promotor T7. Células
competentes de E. coli BL21(DE3)/pLysS, en la cual la expresion de la polimerasa T7 se
encuentra bajo el control del promotor inducible LacZ, fueron transformadas con pPB03A y
pPB04A, originando las cepas E. coli BL21/pPB03A y E. coli BL21/pPB04A (Tabla 3.1),
respectivamente.

Para los ensayos de expresion, basicamente células de E£. coli BL21/pTB3559,
E. coli BL21/pET9a (Sohlenkamp et al., 2000), E. coli BL21/pPB03A y E. coli BL21/pPB04A
(Tabla 3.1) se hicieron crecer en medio rico LB con la adicion de 50 pg/mi de Km y 20 pg/mi
de Cm, hasta una DQg, de 0,3. En ese momento se tomaron alicuotas de 1 ml de cada uno
de los cultivos y se les adicioné IPTG 200 uM y 1 uCi de [1-'“C]-acetato. Luego de 2 hs de
induccion, las células fueron cosechadas y los PL extraidos y analizados como se describe
en (apartado 3.9). La Figura 3.1 esquematiza el sistema de expresion utilizado.

D) = == a4 ’
Célula hospedadora E. coli
ADN gendémico BL21 (DE3)/pLysS

Figura 3.1: Esquema del sistema de expresion usado, pET9a-E. coli BL21 (DE3)/pLysS.

3.21. Mutagénesis de genes homélogos a pcsy a cls en P. putida A ATCC 12633.

Para lograr las mutaciones de los genes de interés se llevaron a cabo dos
estrategias: 1) la inactivacion de los genes de P. putida A ATCC 12633 homologos a los orfs
pp0731 y pp4677 se logrd por la insercion de un cassette de resistencia a antibiotico; Ii) la

interrupcion del gen homélogo a cls se llevé a cabo por delecién de un fragmento interno al
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gen y posterior reemplazo del fragmento delecionado por un cassette de resistencia a
antibiético.

A continuacion se detallan las etapas realizadas segun las estrategias utilizadas.

3.21.1. Obtencién de mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectadas en la sintesis de
PC.

A) Amplificacion de genes de interés.

Amplificacién de los orfs pp0731 y pp4677 de P. putida KT2440: Los oligonucledtidos
oLPB19-0731 y olLPB20-0731 (Tabla 3.2) fueron usados para la amplificacién de un

fragmento de aproximadamente 0,6 Kb, correspondiente al orf pp0731 a partir del genoma
de P. putida KT2440. El fragmento de 0,6 Kb, fue digerido con BamH! / Sall y ligado al
vector de clonado pK18mob (Tabla 3.1), previamente digerido con las mismas enzimas de
restriccién, y el plasmido obtenido fue denominado pPB13 (Tabla 3.1). De manera
semejante, y a partir de los oligonucleétidos oLPB21-4677 y oLPB22-4677, se amplificé un
fragmento de aproximadamente 0,8 Kb, correspondiente al orf pp4677. El fragmento
amplificado fue digerido con BamHI y ligado al vector pG18mob (Tabla 3.1). El plasmido
resultante se denominé pPB14 (Tabla 3.1). La seleccion de colonias de E. coli DH5a
portadoras de los plasmidos de interés se llevaron a cabo en placas de LB suplementadas
con Km 50 pg/ml o Gm 100 pg/ml, segun corresponda a pPB13 o pPB14. Las colonias
desarrolladas fueron sometidas a extraccién de plasmidos y posterior mapeo mediante

enzimas de restriccion.

Amplificacién de los genes de resistencia a Gm (aacC1) y a Km (aph(3')-lla). Los vectores
pBBR1MCS-5 y pET9a (Tabla 3.1), fueron usados como molde para la amplificar los genes
que codifican para las resistencias a Gm y a Km, respectivamente. A los oligonucleétidos
oLPB11-upGm y oLPB12-dnGm (Tabla 3.2), usados para amplificar aacC71 se les
adicionaron sitios de corte para Xbal, sitio de restriccion en la posicion 233 del orf pp0731.
De manera semejante oLPB17-upKm y oLPB18-dnKm (Tabla 3.2), disefiados para la
amplificacién del gen aph(3')-lla, fueron modificados por la adicién de sitios de restriccion
Ncol, internos en el orf pp4677 (posicion 275). Los fragmentos obtenidos, fueron purificados
y reservados para llevar a cabo la posterior inactivacion de los genes homélogos a los orfs
pp0731y pp4677 de P. putida A ATCC 12633.
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B) Inactivacion en P. putida A ATCC 12633 de genes homdélogos a pcs.

La inactivacion en P. putida A ATCC 12633 de los orfs homélogos a pp0731 y

pp4677, se llevé a cabo por la insercion de un cassette de resistencia a Gm o Km,
respectivamente.
Para ello, el producto de PCR correspondiente a aacC17 (Gm) digerido con Xbal fue ligado a
pPB13 previamente digerido con la misma enzima de restricciéon, generando e! plasmido
pPB15 (Tabla 3.1). Por otro lado, el fragmento correspondiente al gen aph(3’)-lla (Km) fue
digerido con Ncol y ligado a pPB14. El plasmido obtenido se denominé pPB16 (Tabla 3.1).
Posteriormente, pPB15 fue digerido con BamHI y Sall para liberar un fragmento de 1,2 Kb,
correspondiente al constructo pp0731::aacC1 y pPB16 fue digerido con BamHl liberando el
constructo de 1,8 Kb correspondiente a pp4677::aph(3’)-lla. Ambos constructos fueron
subclonados en el plasmido suicida pKNG101 (Tabla 3.1), previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion, generando los plasmidos pPB21 (pp0731::aacC1) y pPB20
(pp4677::aph(3’)-lla) (Tabla 3.1), los que fueron electroporados en P. putida A ATCC 12633
con el fin de obtener las mutantes correspondientes.

3.21.2. Obtenciéon de mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectadas en el gen
homdlogo a cls.

A) Amplificacion de genes de interés

Amplificaciéon del gen cis (pp5364) de P. putida KT2440: como se describié anteriormente

(apartado 3.19.2), el fragmento correspondiente al gen cls de P. putida KT2440, fue
amplificado por PCR, ligado y clonado al vector pCR®2.1-TOPO generando el plasmido
pPBO05 (Tabla 3.1). Posteriormente, el fragmento conteniendo el gen de cls, fue subclonado
en el vector pUC18 (Tabla 3.1). Para ello, pPBO05 fue digerido con BamHl y Sall, liberando el
fragmento de interés, el cual fue ligado a pUC18 previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion, obteniendo el plasmido pPB07 (Tabla 3.1). Para la seleccion de
colonias portadoras del plasmido de interés se utilizaron placas de LB suplementadas con
Amp 150 ug/ml. Las colonias desarrolladas fueron sometidas a extracciéon de plasmidos y

posterior mapeo mediante enzimas de restriccion.

Amplificacion _de los genes de resistencia a Gm (aacC1): Los oligonucledtidos, upGm y

dnGm (Tabla 3.2), fueron usados para la amplificaciéon del gen de resistencia a Gm a partir
de pBBR1MCS-5 (Tabla 3.1). A estos oligonucleétidos se les adicionaron sitios de
restriccion para Ncol y Stul (sitios de cortes internos en cis, en las posiciones 227 y 913,
respectivamente) (Tabla 3.2). El fragmento de 0,6 Kb obtenido por PCR, correspondiente a
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aacC1 y flanqueado por Ncol y Stul fue purificado y reservado para llevar a cabo la posterior
inactivacién del gen homélogo a cis de P. putida A ATCC 12633.

B) Inactivacién del gen homélogo a cls de P. putida A ATCC 12633.

La inactivaciéon del gen homélogo a c/s de P. putida A ATCC 12633 se realizo
mediante la delecién de un fragmento interno de 0,6 Kb, para lo cual se consideraron sitios
de corte para Stul y Ncol. El fragmento delecionado fue remplazado mediante la insercion

de un cassette de resistencia a Gm.

Para llevar a cabo esta estrategia, el producto de PCR correspondiente a aacC1
(Gm) digerido con Stul y Ncol fue ligado a pPB07 (Tabla 3.1) previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccién, generando el plasmido pPB08 (Tabla 3.1). Posteriormente,
pPBO08 fue digerido con BamHI y Sall, obteniendo un fragmento de 1,8 Kb, correspondiente
al constructo BamHI / Sall clsAaacC1. Dicho fragmento, fue subclonado en el plasmido
suicida pKNG101 (Tabla 3.1), generando el plasmido pPB09 (Tabla 3.1). pPB09 fue
introducido por electroporacién en células P. putida A ATCC 12633, a fin de obtener la

mutante correspondiente.

3.22. Electroporacion de plasmidos en P. putida A ATCC 12633 y seleccion de dobles
recombinantes.

La introducciéon de pPB09, pPB20 y pPB21 en células de P. putida A ATCC 12633 se
realizé siguiendo la metodologia descripta por Choi et al., (2003). Brevemente, se
cosecharon 6 mi de cultivo de células de P. putida A ATCC 12633 crecidas en LB. El
precipitado obtenido fue lavado 3 veces con 600 pl de sacarosa 300 mM y resuspendido en
100 ul de la misma solucién. Estas células se combinaron con aproximadamente 50 ng de
pPB09, pPB20 o pPB21 y fueron electroporadas (BioRad GenePulser, programado a: 25 pF,
200 Ohm, 12,5 kV/cm). P. putida A ATCC 12633 fue recuperada en medio LB liquido
durante 6 hs aproximadamente. Pasado este tiempo, los cultivos fueron suplementados con
los antibiéticos adecuados (Sm 100 pg/mly Gm 120 ug/ml para el caso de la electroporacion
con pPB09 y pPB21 0 Sm 100 ug/mi y Km 75 ug/ml para el caso de la electroporaimn con
pPB20) y se siguid la recuperacién de las cepas durante 12 hs.

La seleccion de dobles recombinantes se realizé siguiendo la metodologia descripta
en Kaniga et al, (1991). Basicamente, en el primer evento de recombinacion los
merodiploides fueron seleccionados en placas de medio LB suplementadas con Sm 100
pg/mly Gm 120 ug/ml, cuando P. putida A ATCC 12633 fue electroporada con pPB09 y
pPB21 (Tabla 3.1) o con Sm 100 ug/ml y Km 75 pg/ml para el caso de la electroporaciéon
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con pPB20 (Tabla 3.1). Para favorecer el segundo evento de recombinacion, las colonias

desarrolladas fueron repicadas en placas de medio LB suplementadas con sacarosa 10 % y

Gm 120 pg/ml o Km 75 pg/mi, a fin de lograr la pérdida de los vectores suicidas pPB09,

pPB21 y pPB20. La pérdida de los plasmidos se basa en la presencia del gen sacB en

pKNG101 (Figura 3.2 A). Este gen confiere sensibilidad a sacarosa dado que sacB codifica

para una levanosacarasa que, a partir de la sacarosa presente en el medio, sintetiza

compuestos téxicos para la célula (levanos) (Kaniga et al., 1991). La eventual pérdida de los

vectores suicidas, luego de ocurrida la doble recombinacion homéloga, le permite al

microorganismo crecer en presencia de sacarosa.

La Figura 3.2 B muestra el esquema del mecanismo de doble recombinacién

homéloga entre el genoma de P. putida A ATCC 12633 y el plasmido de interés.
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Figura 3.2: A) Mapa circular de pKNG101. B)
Esquema del mecanismo de recombinacion
homologa entre el genoma de P. putida A ATCC
12633 y los plasmidos suicidas de interés
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Las colonias desarrolladas en presencia de sacarosa y Gm o Km, segun el
constructor utilizado, fueron seleccionadas como potenciales mutantes y repicadas en medio
rico LB con la adiciéon Gm 120 pyg/ml o Km 75 yg/ml. A partir de las mismas se confirmé la

interrupcién de los genes mediante PCR.

3.23. Corroboracion de P. putida A ATCC 12633 mutante:

3.23.1. Confirmacion de la mutacion insercional en los genes homélogos a los orfs
pp0731y pp4677.

La presencia de los constructos conteniendo los genes homélogos a los orfs pp0731
o pp4677 interrumpidos por la insercion del cassette de resistencia a antibidtico en las cepas
candidatas fue confirmada por PCR utilizando los pares de oligonucleétidos oLPB19-0731 /
oLPB20-0731 o oLPB21-4677 / oLPB22-4677 (Tabla 3.2). La Figura 3.3 esquematiza los
constructos deseados en las posibles mutantes: 07371homélogo::aacC1 (panel A) vy
4677homologo::aph(3’)-lia (panel B). La diferencia de 0,6 Kb y la de 1 Kb dada por la
presencia de los genes aaaCl1 o aph(3)-lla, permiti6 corroborar la mutacion
correspondiente. Las mutantes fueron denominadas P. putida PB01 (0731homélogo::aacC1)
y P. putida PB02 (4677homdlogo::aph(3’)-lla) (Tabla 3.1).
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Figura 3.3: Esquema representativo del genoma de P. putida A ATCC 12633 y
de sus mutantes isogénicas: A) gen homélogo a pp0731 en la cepa salvaje y la
posterior insercién del constructo llevando el gen de resistencia a Gm. B) gen
homélogo a pp4677 en la cepa salvaje y la posterior insercion del constructo
lievando el gen de resistencia a Km.
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3.23.2. Confirmacion de la mutacion delecional del gen homaélogo a cis.

La confimacién de la eventual inactivacion del gen homoélogo a c¢i/s en P. putida
A ATCC 12633, se llevé a cabo por PCR. Para ello los oligonucleétidos UpCis4 y DownCls4
fueron usados para amplificar el gen homélogo a c/s desde ADN genémico de la cepa
salvaje y de la cepa seleccionada como posible mutante. El producto de PCR fue utilizado
como molde para amplificar el gen de resistencia a Gm utilizando los oligonucleétidos UpGm
y DownGm (Tabla 3.2). La Figura 3.4 esquematiza el constructo presente en la posible
mutante. La mutante obtenida fue llamada P. putida GPO1 (cls homdlogoAaacC1) (Tabla
3.1).
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> <«
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Figura 3.4: Esquema representativo del genoma de P. putida A ATCC 12633 y de su
mutante derivada. Gen homélogo a cls en la cepa salvaje y la posterior deleciéon y
reemplazo del fragmento por el gen de resistencia a Gm generando ia cepa mutante P.
putida GP01 (cis homdlogoAaacC1).

3.24. Complementacion de P. putida PBO01 (pcs::aacC1) y de P. putida GPO1
(cls homélogodaacC1).

Las cepas mutantes P. putida PB01 y P. putida GP0O1 (Tabla 3.1), fueron
complementadas con la finalidad de restablecer el fenotipo de la cepa salvaje. Para ello, los
oligonucleétidos oLPB19-0731 y oLop731R (Tabla 3.2) fueron usados para amplificar un
fragmento BamHl / BamHI| de 0,6 Kb, correspondiente al gen homédlogo a pp0731 desde
AND gendomico de P. putida A ATCC 12633. De manera similar y partir de los
oligonucieétidos oLGLO1 y oLGLO02 (Tabla 3.2) se amplificé un fragmento Sall / BamH| de
1,5 Kb, correspondiente al gen homélogo a cis, usando como molde pPB12. Ambos
productos de PCR fueron digeridos y ligados al vector replicativo en P. putida, pPBBR1MCS-2
(Tabla 3.1), los plasmidos obtenidos, llamados pPB24 y pGL01 (Tabla 3.1), fueron
introducidos por electroporacién a P. putida PB01 y P. putida GP01, respectivamente.
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Paralelamente, las cepas mutantes fueron complementadas con el plasmido pBBRMCS-2
vacio a fin de descartar cualquier tipo de efecto ocasionado por la insercion de este vector.
Las células de P. putida PB01 y de P. putida GP0O1 portadoras de los plasmidos de interés
(Tabla 3.1) fueron seleccionadas en medio rico LB con la adicién de Km 75 pyg/mi.

3.25. Alineamientos de secuencias y construccion de arboles filogenéticos.

Los alineamientos de las diferentes secuencias analizadas y la construccion de
arboles filogenéticos se llevaron a cabo utilizando las herramientas presentes en el

programa ClustalW (http://align.genome.jp/) o ClustalX.

3.26. Numeros de Acceso a la secuencias de nucleétidos de pcs.

La secuencia de nucledtidos del gen pcs de P. putida KT2440 y de P. putida A ATCC
12366 han sido depositados en la base de datos del GenBank bajo los numeros JN368426 y
JNB80354, respectivamente.
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Seccion |

Respuesta de P. putida A ATCC 12633 frente al estrés ocasionado por TDTMA y su

relacion con los fosfolipidos anionicos

P. putida A ATCC 12633 es capaz de crecer en presencia de altas concentraciones
(50 mg/l) del compuesto de amonio cuaternario TDTMA, utilizandolo como unica fuente de
C, N y energia (Liffourrena et al., 2008). Entre los parametros que podrian estar
relacionados con los mecanismos que le pemiten a P. putida A ATCC 12633 tolerar altas
concentraciones de este surfactante, se evaluaron los cambios a nivel de PL de membrana
cuando la cepa fue expuesta durante cortos periodos de tiempo (15 min) al detergente o
cuando fue adaptada a crecer en presencia de concentraciones crecientes del biocida
(mayores a la CIM = 150 mg/l). En ambas condiciones, no se detectaron modificaciones a
nivel del contenido de PL totales, pero si se observaron cambios a nivel de PL individuales.
Tanto en células expuestas al surfactante como en células adaptadas, respecto a céiulas
que no estuvieron en contacto con TDTMA, el contenido de CL disminuyd aproximadamente
un 60 % vy los niveles de PA y PG aumentaron con un incremento superior al 100 %.
Interesantemente, cuando las células adaptadas fueron desadaptadas (pasajes sin TDTMA)
los niveles de estos PL retornaron a valores similares a los detectados en ausencia del
detergente. Estos resultados permitieron concluir que estos PL anidnicos estan involucrados
en la respuesta de P. putida A ATCC 12633 al QAC, utilizando principalmente PA para
neutralizar la alta densidad de carga positiva dada por la molécula de TDTMA (Boeris et al.,
2007).

La disminucién a nivel de CL y el incremento en el contenido de PG y de PA lievaron
a proponer que, posiblemente, el recambio de CL, a través de la acciéon de una actividad
fosfolipasa D (PLD) que utilizara como sustrato a este PL, permitiria incrementar, de manera
rapida y eficaz, los niveles de PG y PA en la membrana bacteriana necesarios para la
sobrevida de P. putida A ATCC 12633 cuando el surfactante esta presente en el medio. Por
otro lado, también se planteé que el aumento de PG podria deberse a ia disminucién de otra
actividad enzimatica, una cardiolipina sintasa (CLs), la cual ha sido detectada en P. putida y
es responsable de catalizar la sintesis de CL por condensacion de dos moléculas de PG
(von Wallbrunn et al., 2002).

En base a esto, y con el objetivo de clarificar de donde proviene el aumento de PA y
PG en la respuesta de P. putida A ATCC 12633 a TDTMA (Boeris et al., 2007) se decidio,
por un lado, determinar si en P. putida A ATCC 12633 se pone de manifiesto una actividad
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PLD y, por el otro, obtener mutantes delecionales de P. putida A ATCC 12633 para el gen

cardiolipina sintasa (c/s) y caracterizar las mismas frente al estrés ocasionado por TDTMA.

4.1.1. Determinacion de la Actividad Fosfolipasa D (PLD) en células de P. putida A
ATCC 12633 estimuladas con TDTMA.

En microorganismos patégenos la mayoria de las fosfolipasas descriptas, cuyos
mecanismos de accién han sido dilucidados, tales como fosfolipasas C (PLC) y fosfolipasa A
(PLA), actian como factores de virulencia (Ostroff et al., 1990, Weingart y Hooke, 1999). Sin
embargo, en bacterias no patdégenas la funcién biolégica de las fosfolipasas, en general, es
poco conocida. En determinadas condiciones de estrés, tales como shock témmico,
tratamiento con EDTA y presencia de polimixina B, se ha sugerido que la PLA de membrana
externa de E. coli podria actuar como un sensor que detecta los cambios fisicos de las
membranas, lo que permitiria su posterior accién sobre los acidos grasos de los PL (Dekker,
2000 y citas incluidas). También se ha postulado que una PLA podria estar implicada en la
activacion de la isomerizaciéon cis/trans de los acidos grasos en P. oleovorans GPo12
(Pedrotta y Witholt, 1999).

Para el caso particular de las PLD ha sido descripto que, la mayoria de ellas, utilizan
como sustrato PC generando PA y colina libre (Mc Namara et al., 1994, Rudolph et al.,
1999, Liscovitch et al., 2000, Wilderman et al, 2001). Sin embargo, en E. coli, Proteus
vulgaris y P. aeruginosa se ha demsotrado la presencia de una actividad PLD que cataliza la

hidrélisis especifica de CL (Cole y Prouxl, 1975).

Con el objetivo indagar la presencia de actividad PLD en P. putida A ATCC 12633 se
procedié a detemminar dicha actividad enzimatica en base a la capacidad de PLD de
transfosfatidilar grupos alcoholes generando el fosfatidilalcohol correspondiente (Waite,
1999 y citas incluidas).

La Figura 4.1.1 muestra la actividad PLD de P. putida A ATCC 12633 obtenida luego
de estimular a las células con 50 mg/l de TDTMA durante 5 y 15 min. Respecto a células no
expuestas al biocida (control), puede observase que Ila formacién del producto
fosfatidiletanol aumenté aproximadamente un 60 % cuando P. putida A ATCC 12633 fue
expuesta durante 5 min al surfactante y que, 15 min post-exposicion, el nivel de este
fosfolipido retorna a valores similares a los detectados en ausencia del estimulo. Estos
resultados fueron un primer indicio de la presencia de una actividad PLD en P. putida A
ATCC 12633, la cual se activaria frente al estimulo provocado por TDTMA.
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Figura 4.1.1: Efecto de TDTMA sobre la actividad PLD: Células de
P. putida A ATCC 12633 crecidas con glucosa y NH4Cl se incubaron
con [32P]-Pi (AE=100 uCi/250 mg de peso humedo) durante 2 hs;
luego se adicion6 1 % de etanol, se incubaron durante 5 min y
posteriormente se estimularon 5y 15 min con TDTMA. Posterior a la
extraccion de PL, el fosfatidiletanol fue identificado por TLC
monodireccional (acetato de etilo:iso-octano:acido acético:agua,
12:2:3:10) y cuantificado en contador de centelleo liquido.

Si bien no existe evidencia bibliografica que describa la presencia de PLDs en
P. putida KT2440, cepa de referencia secuenciada (http://www.ncbi.nim.nih.gov/,
AE015451), Nelson y col. (2002) identificaron en este microorganismo, por homologia de
secuencias, varias proteinas que presentan secuencias conservadas que se corresponden a
las del sitio activo de las PLDs. Estas secuencias conservadas se conocen como motivo
HKD y son caracteristicas de los miembros pertenecientes a ila superfamilia de las PLD
(Ponting y Kerr, 1996, Waite, 1999, Liscovitch et al., 2000).

4.1.2. Busqueda en P. putida KT2440 de genes homodlogos a los miembros de la

superfamilia de las PLD.

La superfamila de las PLDs incluye, entre otras, a la PLD propiamente dicha, a
cardiolipina sintasa (CLs), a fosfatidilserina sintasa tipo | (PssAl), a proteinas de envolturas
de poxovirus y a endonucleasas (Ponting y Kerr, 1996, Waite, 1999). Los miembros de esta
superfamilia se caracterizan por tener el motivo consenso conocido como HKD (H X K (X)4
D (X)6 G (X)2 N) repetido 2 veces. Los residuos de histidina (H), lisina (K) y acido aspartico
(D), estan presentes en todos los miembros de la familia, mientras que los residuos de
glicina (G) y asparragina (N) pueden variar. Se conoce, ademas, que los residuos H, Ky D
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estan involucrados en la catalisis enzimatica y confieren similar mecanismo de accién a los
diferentes miembros de la familia (Ponting y Kerr, 1996).

Para llevar a cabo la busqueda de ORFs en P. putida homélogos a los miembros de
la superfamilia de las PLD, en particular aquellos relacionados a la actividad PLD y a la
sintesis de CL (cardiolipina sintasa, CLs), se examiné el genoma de la cepa de referencia
secuenciada P. putida KT2440 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/, AE015451).

El analisis por BLASTP considerando el motivo HKD presente en secuencia de
aminoacidos de la PLD de Streptomyces PMF (Leiros et al., 2000, 1"VOS_A) y de CLs de P.
putida P8 y P. putida DOT T1 (von Wallbrunn et al., 2002, CAD29690, Bernal et al., 2007,
AY960982), brind6 informacion acerca de la existencia de cinco ORFs pertenecientes a Ila
superfamilia de las PLDs: PP0892, PP3264, PP3664, PP5276 y PP5364, todos ellos
anotados por homologia de secuencia. La Tabla 4.1.1 resume las caracteristicas mas

relevantes de los ORFs seleccionados.

Tabla 4.1.1: ORFs de P. putida KT2440 homélogos a miembros de la superfamilia de las PLD.

ORFs PP0B92 PP3264 PP3664 PP5276 PP5364
Nombre fa’,‘:";'a": J°@  Cardiolipina  Fosfatidiserina  Fosfolipasa D/ Cardilipina
fosfolipasas sintasa 2 sintasa clase 1 transfosfatidilasa sintasa
ggo";? de NP_743053  NP_745407  NP_745800 NP_747377 NP_747465
NiUmero de AA 358 400 442 517 481
Respecto a:
Max score 160 185 35 80 940
CLs % cobertura 70 71 26 76 100
,TD'1 putida DOT E value 40" 3x10°% 2x10™ 1107 0,0
;ﬁ‘fxdenﬁd"d 32 35 25 26 08
Max score 169 182 39 78 915
Cls % cobertura 70 71 26 75 100
P. putida P8 E value 2x10% 3x10% 1x0° 5x10° 0,0
:ﬁ‘ﬂde"ﬁdad 33 35 25 25 98
Max score 28 35 SH 40 30
PLD % cobertura 34 33 SH 29 12
ﬁ;;‘;p‘“"y %S Evalue 0,0026 2x10* SH 6x10° 8x10*
Z‘;‘f/\ide"“dad 21 25 SH 26 28

A partir de la secuencia de aminoacidos de ia PLD de Streptomyces PMF (1VOS_A) y de CLs de P. putida P8
(CAD29690) y P. putida DOT T1 (AY960982), se analiz6 el genoma completo de la cepa de referencia
secuenciada P. putida KT2440 (AE015451) en busca de ORFs homélogos a estas enzimas. Referencias: AA:
aminoacidos, SH: sin homologia.
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Los ORFs listados en la tabla fueron sometidos a posteriores analisis, descriptos a lo
largo del desarrollo de esta seccién, con el objetivo de llevar a cabo la seleccion de posibles
candidatos de ser responsables de las actividades CLs y PLD en P. putida A ATCC 12633.
En primera instancia se consideré al ORFs PP5364 como potencial candidato de ser una
ClLs.

4.1.3. Amplificacion y secuenciamiento del orf pp5364 de P. putida KT2440.

El orf pp5364 (Figura 4.1.2) de P. putida KT2440 se encuentra anotado por
homologia de secuencia como cis (Nelson et al, 2002). Este orf presenta un
98 % de homologia con el gen c/s de P. putida DOT T1 y de P. putida P8 (Tabla 4.1.1) y ha
sido demostrado que mutantes de ambas cepas afectadas en el gen homoélogo a pp5364,
presentan solo cantidades trazas de CL en su membrana (von Wallbrunn et al., 2002, Bernal
et al., 2007).

Basados en esta informacion bibliografica se considerd, en primera instancia, que en
P. putida A ATCC 12633 el gen homélogo al orf pp5364, podria ser el responsable de
codificar para CLs. En funcién de ello, se llevaron a cabo los experimentos necesarios para
amplificar, clonar, secuenciar e inactivar al orf pp5364 de P. putida KT2440, para,
posteriormente, obtener mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectadas en el gen

homélogo correspondiente.

>pp5364
ATGCATATGGATTACCACAGCCCCTACTTCTTTGGTTACCTACTCGGCCTGATCCATCTGCTGGGTATTGTCGCCGCACTGCATGCGCT
GTTCACCGTGCGGACAGCCCAGGGCGCCATTGCTTGGGCGATGCCCTTGCTCTTCATCCCCTACCTCACCTTGATCCCCTACCTGATCT
TCGGCGCCCGCTCGTTCTATGCCTACATCAAGGCTCGGCGCCAGGCCAACCAGGARATGCACGTGGCCATGGCCAARCCTCARCTGGCGG
CCCTGGGTTGAAGAAGCCCTTACCGCCCGCGAGTCGGAAAGCTACACAGCCTTGCGCGCCATGCCCAAGCTGGGTCGAATGCCATGCCT
GGCAAATAACCAGGTGAAACTGCTGATCAATGGCAAAGCCACCTTCGATGCCATCTTCGCAGCCATCGAAARAGCACGCGATGTGGTAC
TGGTGCAGTTCTTCATCATTCATGACGACACCCTCGGCAAGGCACTGCAGCAACTCTTGCTACGCAAAGCCGCCGAAGGCGTGCAGGTG
TTCGTGCTGTACGACCGTGTCGGTAGCCATGCCTTGCCGTCCAGCTACAGCCAGGTGCTGCGTGACGGCGGTGTGCAGATCCATGCATT
CGCCACACGTCGCGGCTGGTTCAACCGCTTCCAGGTGAACTTCCGCAACCATCGCAAGATTGTGGTGGTGGATGGCTTGCTCGGCTTCA
TCGGCGGCCACAATGTGGGAGACGAGTACCTGGGTGARCATCCACAGCTTTCCCCTTGGCETGACACCCACGTACAGATCAGCGGGCCA
GTACTGGCCTGCCTGCAAGAGTCGTTCGCCGAGGACTGGTACTGGGCCACGCGCCAGCTACCGCCGCTGATCCTGCCCGATACATACCC
GGATAACGGCGTCCTGTGTCAGGCCTTGGCCAGCGGCCCGGCAGACCCACAAGAAACCTGCTCGCTGTTCTTCCTTGAAGCGATTCATT
CGGCCACCCGCAGGGTGTGGATCACCAGCCCGTACTTCATCCCTGACGAGGCCGTGTTCGCCGCCTTGCGGCTGGCGGTGCTACGAGGA
GTCGATGTGCGGGTGCTGATCCCGTCACGGCCTGACCACCGCATCGTCTACGCCGCCTCCAGCCTGTTTGCCTTCGAAGCAGTGCGCGC
GGGGGTACGTATGTTCCGTTACCAACCCGGGTTTCTGCATCAGAAGGTGGTGCTGGTGGATGATGACGTCAGCGCAATTGGGAGTGCCA
ACCTGGACAACCGCTCGTTCCGCCTGAACTTCGAGATTACCCTGCTGACAGTCGATCGCGGCTTCGCCGACCAGGTCGAGCACATGCTC
CAGGAAGACTTCGAACAAGCGCGGGAAATTACTGCTGAAGACACCCAAGATACCCATCGACTGCAGCAATTGGGGATGCGGATTGCGCG
GCTGATATCGCCGATTCTTITAG

Figura 4.1.2: Secuencia completa del gen pp5364 (cardiolipina sintasa) de P. putida KT2440. Se sefialan los
sitios de restriccion intermo para Ncol y Stul, los cuales fueron considerados para la correspondiente inactivacion
del gen.
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A partir de la secuencia de nucleétidos de cls (pp5364) de P. putida KT2440, se
disefaron los oligonucledtidos especificos (localizados a 202 pb corriente arriba y 237 pb
corriente abajo) para la ampilificacion por PCR del gen c/s, utilizandose como templado ADN
de P. putida KT2440 (Tabla 3.2).

El fragmento obtenido, de aproximadamente 1,8 kb, fue clonado en pCR2.1-TOPO
(Invitrogene) y posteriormente enviado a secuenciar a Macrogen (Korea). Mediante el uso
de BLASTN del National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se obtuvo el alineamiento de la secuencia del
fragmento clonado en pCR2.1-TOPO con las secuencias de la base de datos no redundante
del GenBank. Dicho alineamiento indicé que el fragmento clonado posee 100 % de identidad
con el gen cls de P. putida KT2440.

4.1.4. Obtencion de mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectadas en el gen

homdlogo a cis.

La inactivacion en P. putida A ATCC 12633 del gen homoélogo a cis (pp5364) se
realiz6 mediante la delecion de un fragmento interno (0,6 kb aproximadamente) de dicho
gen y la posterior insercion de un cassette de resistencia Gm (aacC1), segun se describe en
Materiales y Métodos (apartado 3.21.2). El constructo obtenido (c/sdaacCT) fue ligado al
plasmido suicida pKNG101 generando el plasmido pPB09, (Tabla 3.1). Por electroporacion,
pPBO09 fue introducido en células de P. putida A ATCC 12633. Las colonias desarrolladas en
presencia de 120 ug/mi de Gm fueron seleccionadas como posibles candidatas y la
mutacién fue corroborada por PCR. Para ello, los oligonucleétidos UpCis4 y DownCis4
(Figura 4.1.3.A) fueron usados para amplificar el gen homoélogo a cls desde ADN gendémico
de la cepa salvaje y de la cepa seleccionada como posible mutante. El producto de PCR fue
utilizado como molde para amplificar el gen de resistencia a Gm utilizando los
oligonucleétidos UpGm y DownGm (Figura 4.1.3.A). Como se desprende del analisis de la
Figura 4.1.3 B, se obtuvo un fragmento amplificado correspondiente al gen homologo a cls
(1,8 Kb) a partir tanto del genoma de la cepa salvaje (calle 3) como el de la cepa mutante,
llamada P. putida GP01 (calle 2). El fragmento correspondiente al gen aacC1 (0,6 Kb) sélo
fue amplificado en la cepa mutante P. putida GP0O1 (calle 2). Estos resultados permitieron
corroborar la insercion del constructo deseado y, consecuentemente, la inactivacion del gen

homélogo a cls.

Resultados y Discusidn Seccidén I | 56







Tesis Doctoral
Paola S. Boeris

A
UvCi) (_lomﬂsd
P. putida A ATCC 12633 {ewmomengo AR
Un(‘gf_) (_“Dom(lsa
P. putida GPO1 e omooo o T TKE |

|

-
UpGm DownGm

cls homélogo

aacC 1

Figura 4.1.3: A) Esquema representativo de los oligonucleétidos escogidos
para llevar a cabo la confirmacion de la insercion del gen aacC 1 mediante
PCR. B) Reaccién de PCR, a partir del genoma de P. putida A ATCC 12633 y
P. putida GP01 se ampilifico el gen homélogo a cis. El producto de PCR fue
utilizado como molde para amplificar el gen de resistencia a gentamicina
(aacC 1). Calle 1: marcador de peso molecular. Calle 2: cepa mutante. Calle
3: cepa salvaje.

Posteriormente, el gen de P. putida A ATCC 12633 homélogo a clis, fue amplificado
por PCR vy ligado a pCR2.1-TOPO (Invitrogene), generando el plasmido pPB12 (Tabla 3.1),
segun los descripto en Materiales y Métodos (apartado 3.19.2). El fragmento clonado fue
enviado a secuenciar a Macrogen (Korea). Por analisis de secuencia se determiné que el
gen de P. putida A ATCC 12633 mutado, presenta un 87 % de homologia con el orf pp5364
de P. putida KT2440 y con el gen cis de P. putida DOT T1 (Bernal et al., 2007).

4.1.5. Caracterizacion fisiologica de P. putida GP01.

Se evalu6 el comportamiento de la cepa mutante crecida en condiciones
nutricionales no estresantes, con el objetivo de determinar si la mutacién alteraba o no el
crecimiento bacteriano en estas condiciones de cultivo.

La Figura 4.1.4 muestra las curvas de crecimiento de P. putida GP0O1 y de su cepa
parental crecidas en medio rico LB (A) o en HPi-BSM con la adicion de glucosa y NH,ClI
como fuente de C y N, respectivamente (B).
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Figura 4.1.4: Crecimiento de P. putida A ATCC 12633 ) y de P. putida GP01 (m) en: (A) medio rico LB o en (B)
HPi-BSM en presencia de fuentes preferenciales de carbono y nitrégeno. Se realizaron extracciones periédicas de
muestras, a las cuales se le determiné el crecimiento por medicion espectrofotométrica de fa turbidez del cultivo a
660 nm.

Como puede observarse, P. putida GP01 crecida en medio rico LB (A) o en medio
salino suplementado con fuentes preferenciales de C y N (B), presenta un leve incremento
de la fase de latencia y una pequefia disminucién de la tasa de crecimiento, respecto a lo

detectado en la cepa parental bajo las mismas condiciones nutricionales.

En diferentes cepas mutantes para cis, tales como, P. putida DOT T1, P. putida P8 y
B. subtilis, entre otras, no se han detectado alteraciones en cuanto al crecimiento de las
mismas en condiciones de cultivo no estresantes (von Wallbrunn et al., 2004, L6pez ef al.,
2006, Bemal et al., 2007). Sin embargo, existe evidencia bibliografica donde se observa que
mutantes de E. coli delecionales en cls presentan un incremento de la fase de latencia y del
tiempo de generacion bajo condiciones normales de crecimiento (Tropp, 1997 y citas
incluidas), comportamiento similar a lo obtenido para P. putida GPO1.

Si bien no se muestra, es de destacar que cuando P. putida GP01 se hizo crecer en
medios salinos en presencia de TDTMA como unica fuente de carbono, nitrdbgeno y energia,
no se detectd crecimiento, aun manteniendo el cultivo en las condiciones adecuadas de

agitacion y temperatura durante mas de 5 dias.

4.1.6. Analisis fosfolipidico de P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante en

condiciones no estresantes de crecimiento.

Células de P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante se hicieron crecer en medio
rico LB o en medio minimo con la adicion de glucosa y NH,C! hasta final de la fase
exponencial (DOgg= 0,8). En ese momento las células fueron cosechadas y se procedi6 al
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analisis de PL. Cabe destacar que en todas las condiciones ensayadas se detectd un patron
de PL similar, identificandose en cada una de ellas: CL, PE, PG, PC, LPE y PA.

En la Tabla 4.1.2 se muestran los resultados obtenidos de la composicién
fosfolipidica de células de P. putida A ATCC y de P. putida GP01, crecidas en medio LB.

Como se desprende del analisis de los resuitados mostrados, el contenido de CL en
la cepa mutante disminuy6 aproximadamente un 35 % respecto a lo detectado en la cepa
salvaje, sin embargo, la disminucion de CL no se correlacion6 con un incremento en el
contenido de PG, precursor inmediato de CL.

Tabla 4.1.2: Composicién fosfolipidica de P. putida A ATCC 12633 salvaje y
mutante crecidas en medio LB.

nmol PL/mg proteinas

PL P. putida A ATCC 12633 P. putida GP01

CL 0,70+0,10 (8,91) 0,45 10,03 (4,73)
PE 4,45 + 0,35 (57,0) 6,11 £ 0,50 (64,31)
PG 1,32 £ 0,07 (16,71) 1,10 £ 0,26 (11,57)
PC 0,30 £ 0,09 (3,72) 0,59 + 0,02 (6,21)
LPE 0,24 + 0,01 (3,00) 0,41 £0,09 (4,31)
PA 0,29 £ 0,09 (3,40) 0,12 £ 0,02 (1,26)
Otros 0,55 £ 0,14 (6,28) 0,72 £ 0,50 (7,57)

Las células se hicieron crecer en medio rico LB hasta el final de la fase exponencial. En
ese momento las células fueron cosechadas y los fosfolipidos extraidos, separados y
cuantificados segin Fiske y SubbaRow (1925). En paréntesis se indica el porcentaje
que representa cada uno de los PL identificados y cuantificados como mol de Pi. Los
resultados son el promedio de tres experimentos independientes (+ SD, n = 3).

Como muestra la Tabla 4.1.3, cuando el andlisis de PL se llevo a cabo en células de
P. putida A ATCC 12633 y P. putida GPO1 crecidas en medio salino suplementado con
fuentes preferenciales de C y N, no se detectaron diferencias significativas a nivel del
contenido de CL y PG. Si se detectaron diferencias significativas entre ambas cepas en el
contenido de PE, sin embargo, tanto en P. putida salvaje como mutante, PE sigue siendo el
PL mayoritario.
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Tabla 4.1.3: Composicion fosfolipidica de P. putida A ATCC 12633 salvaje y
mutante crecida en HPi-BSM con glucosa y NH,CI.

nmol PL/mg proteinas
PL P. putida A ATCC 12633 P. putida GP01
CL 0,88 + 0,07 (9,41) 1,53 £ 0,37 (17,44)
PE 5,99 + 0,41 (64,06) 3,86 + 0,31 (44,01)
PG 0,96 + 0,04 (10,26) 1,38 £ 0,20 (15,73)
PC 0,48 +0,18 (5,13) 0,88 £ 0,08 (10,03)
LPE 0,54 £ 0,12 (5,77) 0,53 £ 0,06 (6,04)
PA 0,08 + 0.02 (0,85) 0,11 £ 0,02(1,25)
Ofros 0,42 £ 0,21 (4,49) 0,48 + 0,16 (5,47)

Las células se hicieron crecer en medio HPi-BSM con glucosa y NH4Cl hasta
DOeso= 0,8. Los fosfolipidos fueron extraidos, separados y cuantificados segun Fiske y
SubbaRow (1925). En paréntesis se indica el porcentaje que representa cada uno de los
PL identificados y cuantificados como mol de Pi. Los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes (+ SD, n = 3).

Estos resultados, no esperados, difieren considerablemente de lo descripto para
otras mutantes delecionales en cls, tal como P. putida DOT T1, P. putida P8 y B. subtilis
Marburg 168, las cuales contienen cantidades trazas de CL y niveles aumentados del
precursor inmediato, PG (von Wallbrunn et al., 2004, Kaway et al., 2004, Bemal et al., 2007).
Los escasos niveles de CL detectados en estas mutantes han sido atribuidos a la accion de
una fosfatidilserina sintasa clase | (PSsAl), actividad enzimatica capaz de condensar dos
moléculas de PG, generando CL (Shibuya et al., 1985; Nishijima et al., 1988, Kaway ef al.,
2004). En adicién a estos antecedentes, ha sido demostrado que mutantes de E. coli
afectadas en fosfatidilglicerol sintasa, presentan cantidades trazas de PG y CL. La sintesis
de estos PL también ha sido atribuida a la accién de una PSsAl (Larson y Dowhan, 1976).

La Figura 4.1.5 muestra la distribucion de CL, visualizada por el uso del colorante
fluorescente 10 N-nonil naranja de acridina (NAO) (apartado 3.13), en células de P. putida A
ATCC 12633 y de P. putida GP01 crecidas en HPi-BSM en presencia de fuentes
preferenciales de C y N hasta final de fase exponencial.
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Figura 4.1.5: Visualizacion de CL en membranas: P. putida A ATCC 12633 y
de P. putida GP01 se hicieron crecer en HPi-BSM en presencia de fuentes
preferenciales de C y N hasta final de fase exponencial. En ese momento las
células se cosecharon y se tifieron con NAO, segun lo descripto en (apartado
3.13). Los preparados fueron visualizados en microscopio de fluorescencia. A)
P. putida A ATCC 12633, B) P. putida GP01. La flecha blanca indica las
regiones donde se encuentra CL.

Como puede observarse, no se detectaron diferencias en la distribucién de CL entre
células de P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante. Los spots de fluorescencia verde
fueron visualizados en los polos de células (indicados con flechas) y otros cercanos al septo
de divisién (no mostrado), resultados que se correlacionan con el hecho de que ambas
cepas, mutante y salvaje, contienen niveles similares de CL (Tabla 4.1.3). La distribucion de
CL detectada en los polos de las células coincide con lo demostrado en P. putida DOT T1,
cepa salvaje tolerante a tolueno (Ramos et al., 1995). En cepas mutantes de P. putida DOT
T1 afectadas en CLs, el remanente de CL que se detecta presenta una distribucién uniforme
a lo largo de la membrana (Bemal et al, 2007). Si bien estos mismos autores han
observado, ademas, que el tamafio de las células de P. putida DOT T1 carentes de CL es
mas pequefio que el de la cepa salvaje, en nuestro caso determinamos que células de
P. putida GP01 presentan una longitud mayor respecto a la determinada en la cepa parental
(2,15+ 0,09 ymy 1,46 £ 0,13 um, respectivamente).

En diferentes cepas de Pseudomonas ha sido observado que el nivel de cada PL
individual varia de acuerdo con la fase de crecimiento en la que se encuentre el
microorganismo. Asi por ejemplo, PG es mas abundante en fase exponencial de
crecimiento, mientras que CL se acumula durante la fase estacionaria (Ramos ef al., 1997,
Bernal et al., 2007). La Tabla 4.1.4 muestra los resultados obtenidos de la composiciéon de
PL de células de P. putida A ATCC 12633 y de P. putida PG01 crecidas en HPi-BSM con la
adicion de glucosa y NH,Cl en etapas tempranas del crecimiento (inicio de fase exponencial,
DOegso= 0,4). A fines comparativos, también se muestra la composiciéon fosfolipidica obtenida
a final de fase exponencial de crecimiento (DOgso= 0,8).
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Tabla 4.1.4: Composicion fosfolipidica de P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante en diferentes
etapas del crecimiento bacteriano.

nmol PL/mg proteinas
P. putida A ATCC 12633 P. putida GP0O1

PL DOgs0:0,4 DOss0:0,8 DOgeo:0.4 DOgeo:0,8

CcL 0,89 0,07 (6,96) 0,88 £ 0,07 (9,41) 1,211£0,46 (11,37) 1,53 £0,37 (17,44)
PE 7,78 £ 1,13 (60,92) 5,99 £ 0,41 (64,06) 4,88 + 0,65 (45,86) 3,86 £ 0,31 (44,01)
PG 2014004 (1574) 0,96 0,04 (10,26) 140$0,38 (13,15) 1,38+ 0,20 (15,73)
PC 0,32 + 0,05 (2,50) 0,48 £ 0,18 (5,13) 0,86 £0,07 (8,02)  0,880,08 (10,03)
LPE 0,50 0,13 (3,91) 0,54 £0,12 (5,77) 0,44 +0,07 (4,13) 0,53 £ 0,06 (6,04)
PA 0,92 £ 0,07 (7,20) 0,08 £ 0.02 (0,85) 149$0,03 (14,00) 0,11 £0,02 (1,25)
Otros  0,35%0,04 (2,74) 0,42 £0,21 (4,49) 0,36 £ 0,01 (3,36) 0,48 £ 0,16 (5,47)

Las células se hicieron crecer en medio HPi-BSM con glucosa y NH4Cl hasta DOeso de 04 y 08
respectivamente. Los fosfolipidos fueron extraidos, separados y cuantificados segin Fiske y SubbaRow
(1925). En paréntesis se indica el porcentaje que representa cada uno de los PL identificados y cuantificados
como mol de Pi. Los resuttados son el promedio de tres experimentos independientes (+ SD, n = 3).

Como se desprende del andlisis de estos resultados, el patron fosfolipidico detectado
en P. putida GP01 es muy similar independientemente de la fase de crecimiento que se
analice, y no se detectan cambios significativos en el contenido de CL. La diferencia mas
notable fue el alto contenido de PA que se detecta cuando el cultivo se encuentra en fase
exponencial temprana (1,49 nmol PL mg/prot), respecto a lo obtenido al final de fase
logaritmica (0,11 nmol PL mg/prot). El nivel incrementado de PA detectado al inicio de la fase
exponencial de crecimiento en P. putida GP01, el cual también se pone de manifiesto en la
cepa parental P. putida A ATCC 12633 probablemente se deba a que PA es un intermediario
comun para la biosintesis de novo de PL (Figura 2.3).

En conjunto, estos resultados que muestran que P. putida GPO1 presenta una
distribucién y valores de CL semejantes a los detectados en su cepa parental en todas las
condiciones cultivo analizadas, permite proponer que, posiblemente, otro gen, ademas del
gen homologo a cls (pp5364), es responsable de la sintesis de CL en P. putida A ATCC
12633. No debe descartarse, ademas, la posibilidad de que otras enzimas que guardan
cierta homologia con CLs, como es el caso de fosfatidilserina sintasa clase |, también estén
involucradas en la sintesis de este PL (Shibuya et al.,, 1985, Nishijima et al., 1988, Kaway et
al., 2004).

Guo y Tropp, (2000) han descrito en E. coli un segundo gen cuyo producto tiene
actividad CLs, llamado f413. F413 presenta una extensa region de homologia (101
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identidades) con la CLs ya descripta para esta cepa. Sin embargo, el producto del gen f413
es de menor tamaiio que ClLs debido a la ausencia de aproximadamente 100 aminoacidos
hacia el extremo N-terminal. También ha sido demostrado que la proteina F413 tiene la
capacidad de sintetizar CL in vitro, pero no in vivo. Esta falta de actividad in vivo ha sido
atribuida a la ausencia de estos 100 aminoacidos, ya que se cree que los mismos estarian
involucrados en su transporte a la membrana y en el correcto funcionamiento de la enzima
(Guo y Tropp, 2000).

4.1.7. Analisis fosfolipidico de P. putida GP01 en condiciones estresantes de

crecimiento.

A pesar de que el contenido de CL detectado en P. putida GPO1 fue similar al
encontrado en su cepa parental, se procedié a analizar la respuesta de la cepa mutante ante
la presencia de TDTMA. Para ello, P. putida GP01 se hizo crecer en medios salinos con la
adicién de fuentes preferenciales de C y N hasta final de fase exponencial y, en ese
momento, las células fueron expuestas o no, durante 15 min, a 50 mg/l de TDTMA. A fines
comparativos, se procedi6 de la misma forma con la cepa parental. La Figura 4.1.6 muestra
una TLC representativa de los PL identificados para ambas cepas, salvaje y mutante,
expuestas o0 no a TDTMA. La Tabla 4.1.5 muestra los valores obtenidos de la cuantificacion

de los diferentes PL identificados en la cepa mutante, expuesta o no al detergente.

- Figura 4.1.6: Patron fosfolipidico de P. putida A ATCC 12633y P.
putida GP01. Las células se hicieron crecer en medio HPi-BSM,
Giucosa/NH4Cl hasta DOgs0=0,8 y fueron estimuladas o no con
TDTMA durante 15 minutos. Los PL fueron extraidos, separados
por TLC desarrollada con cloroformo:metanolH20 (65:25:4) e
identificados por comparacion de sus Rf con testigos
correspondiente. A) Calles 1 y 2: células de P. putida A ATCC
12633 sin estimular y estimuladas, respectivamente. Calles 3 y 4:
P. putida GP01 sin estimular y estimuladas, respectivamente. B)
i ¥ Tincién con ninhidrina. Referencias: PE, fosfatidiletanolamina;

. 1 2 3 4 ' PG, fosfatidilglicerol; CL, cardiolipina; PA, acido fosfatidico; PC,
origen e : o fosfatidilcolina; LPE, lisofosfatidiletanolamina.
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Tabla 4.1.5: Composicién de fosfolipidos de P. putida GP0O1 crecidas en HPi-
BSM-Glucosa/NH 4Cl expuestas o no a TDTMA.

nmol PL/mg proteinas de P. putida GP01

PL Glucosa/ NH, TDTMA 15 min

CL 1,563 £0,37 (17,44) 1,37 £0,14 (11,11)
PE 3,86 £ 0,31 (44,01) 3,55 + 0,56 (28,79)
PG 1,38 £ 0,20 (15,73) 2,66 + 1,18 (21,57)
PC 0,88 + 0,08 (10,03) 1,08 + 0,02 (8,75)
LPE 0,53 £ 0,06 (6,04) 1,06 £ 0,16 (8,59)
PA 0,11+ 0,02 (1,25) 1,03 £ 0,29 (8,35)
Otros 0,48 £ 0,16 (5,47) 1,58 £ 0,59 (12,81)

Células de P. putida GPO1 se hicieron crecer en medio HPi-BSM, glucosa y NH4Cl hasta
el final de la fase exponencial. En ese momento las células fueron expuestas o no durante
15 min a 50 mg/lde TDTMA. Los fosfolipidos fueron extraidos y cuantificados segin Fiske
y SubbaRow (1925). En paréntesis se indica el porcentaje que representa cada uno de los
PL identificados y cuantificados como mol de Pi. Los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes (+ SD, n = 3).

Como puede observarse, el patron de PL es similar para ambas cepas y en las dos
condiciones evaluadas, ausencia o presencia de TDTMA. La modificacibn mas notoria
detectada en células de la cepa mutante expuestas a TDTMA, en comparacion con células
no expuestas, fue el incremento de aproximadamente 10 veces en el nivel de PA. Estos
resultados coinciden parcialmente con los obtenidos para la cepa salvaje (Boeris et al.,
2007), ya que si bien en la cepa mutante como respuesta a la exposicion al surfactante se
observa incremento en el contenido de PA, no se detecté aumento significativo de PG ni
disminucién de CL. A pesar de estas diferencias, nuevamente se pone en evidencia que PA
es un PL importante involucrado en la respuesta de P. putida A ATCC 12633 a TDTMA y
que su aumento puede correlacionarse con la capacidad de este PL de neutralizar la alta
carga positiva el detergente (Boeris et al., 2007).

Si se tiene en cuenta que cuando la cepa mutante P. putida GP01 es expuesta al
TDTMA no se detectan niveles disminuidos de CL (Tabla 4.1.5), sumados a los resultados
que muestran que los niveles de CL en esta cepa no se modifican en ninguna de las
condiciones de cultivo analizadas (Tablas 4.1.2, 4.1.3 y 4.1.4), planteamos la posibilidad de
que la mutacién generada haya afectado una actividad PLD cuyo sustrato seria CL.

Como se expuso al comienzo de esta seccion, resultados preliminares realizados en
base a la capacidad de PLD de transfosfatidilar grupos alcoholes generando el
fosfatidilalcoho! correspondiente, mostraron un incremento de actividad PLD en celulas de
P. putida A ATCC 12633 enfrentadas al TDTMA (Figura 4.1.1). Esto llevé a plantear que,

posiblemente, una actividad PLD podria actuar a nivel de CL generando el incremento de
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PG y PA detectados. Como se mencion6 anteriormente, el motivo HKD que caracteriza a la
superfamilia de las PLD, les confiere similar mecanismo de accién a sus miembros (Ponting
y Kerr, 1996). Por ejemplo, en E. coli ha sido demostrado que ClLs es capaz de
transfosfatidilar alcoholes, tales como manitol, originando el fosfatidilalcohol correspondiente
(Shibuya et al., 1985, Shibuya, 1992). En este microorganismo, también ha sido demostrado
que F413 (CLs2) es capaz de sintetizar CL in vitro e hidrolizar PG generando PA, sin
embargo F413 no puede transfosfatidilar grupos alcoholes (Guo y Tropp, 2000). El analisis
por BLASTP en funcién de la secuencia de aminoacidos de PP5364 de P. putida KT2440
mostré que este ORF presenta un 98 % de identidad de aminoacidos con las
PLDs/Transfosfatidilasas hipotéticas de Ralstonia pickettii 12J (YP_001892697) y de
Burkholderia sp. H160.

4.1.8. Actividad fosfolipasa D en P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante.

La determinacion de actividad PLD se llevo a cabo con extractos libres de células
provenientes de cultivos de P. putida A ATCC 12633 y de su mutante derivada, P. putida
GP01 crecidas con fuentes preferenciales de carbono y nitrégeno. Los productos de
reaccion, PG y PA, fueron separados por TLC, identificados por tincion con yodo y
cuantificados por Fiske y SubbaRow (1925) segun lo descripto en Materiales y Métodos
(apartado 3.9.4). La Tabla 4.1.6 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 4.1.6: Actividad PLD en P. putida A ATCC 12633 salvaje y mutante.

Actividad PLD
Extractos libres de células  nmol PA/min/mg prot nmol PG/min/mg prot
P. putida A ATCC 12633 0,23 0,058
P. putida GP01 ND ND

P. putida GP0O1 y su cepa parental se hicieron crecer en HPi-BSM con fuentes
preferenciales de C y N hasta final de fase exponencial. En ese momento las células fueron
cosechadas, lavadas y sonicadas. El extracto libre de células obtenido utilizado como
fuente enzimatica. La mezcla de reaccion contenia, en un volumen final de 500pl, 2 mg/ml
de proteinas, buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 7, MgCl, 10 mM, ATP 2,8 mM, cardiolipina 1
UM. Los productos de reaccion, PA y PG, fueron separados en TLC, desarrollada en
cloroformo:metanol:H,O (65:25:4), identificados por vapores de iodo y cuantificados segun
Fiske y SubbaRow (1925). ND: no detectado

Como se desprende del analisis de la Tabla 4.1.6, los productos de reaccion de la
actividad PLD sélo se detectaron con los extractos provenientes de células de P. putida
A ATCC 12633.
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Si bien hasta el momento no es posible descartar que el producto del gen homélogo
a pp5364 de P. putida A ATCC 12633 posea una accidén dual CLs/PLD, estos resultados
fuertemente sugieren que la mutacién generada afecté una actividad PLD. Es de hacer notar
gque, en las condiciones de ensayo realizadas (1 h de incubacién (apartado 3.11.3)), la
cantidad PA detectado fue mayor que la cantidad de PG, a pesar que se esperaban valores
similares ya que ambos productos provienen de la hidrolisis de CL. Probablemente esta
diferencia puede ser atribuida a la funcién esterasa de PLD (Ponting y Kerr, 1996) y que, en
funcion del tiempo de ensayo, PLD actie no solo a nivel de CL, sino ademas, lo haga a nivel

de PG incrementando asi los valores de PA detectados (ver perspectivas).

4.1.9. Analisis de ORFs de P. putida KT2440 candidatos a codificar una segunda ClLs.

Como se describié previamente, CLs pertenece a la superfamilia de las PLD, la cual
se caracteriza por tener el motivo consenso HKD (H X K (X)4 D (X)6 G (X)2 N) repetido 2
veces (Ponting y Kerr, 1996). En adicién a esta secuencia consenso, han sido descriptos
otros aminoacidos conservados, propios de las CLs: R N (Q) H R K, donde H y K pertenecen
al primer motivo HKD (Guo y Tropp, 2000).

Con el objetivo de identificar la secuencia conservada caracteristica de las ClLs y
seleccionar potenciales candidatos, se realizaron alineamientos basados en la secuencia de
aminoacidos de varias CLs descriptas y de los diferentes ORFs seleccionados (Tabla 4.1.1).
La Figura 4.1.7 muestra los resultados obtenidos. A fines practicos solo se muestran los

residuos pertenecientes a los motivos HKD y las regiones contiguas a los mismos.

- .9 - .
PPS364 12 REIVVVDGLLGFT ~EYLGENPQLS PHRDTEVDI SGRVLACLOESFAEDWYWATRQLPPLIL-——~-~-- 292
clsDOTT1 220 TVVWDGLLGFT ~EY LGENPQLSPHRDTHVDT SCPVLACIORS FAEDWYMATRQLPPLIL~~~~~~~~ 290
clsP8 212 REIVVVDGLLGLIGGHNVGD -EY LGEEPK LEPHROTHVQI 5GP VLACLQESFAEDWY WATRQLPPLIL-———— 292
PP3264 110 RKIVVVDGEQAF IGGINYSA-DH LGDFGAMA -KQDYAVEVTGP VVAQVHSASKRINSPVLOPP SAVR-— -~ ===~~~ 178
£413 110 RKIVVIDAR IAFIGGLNYSA-ENMES YGP EA-KQDYAVRLEGP IVEDILQFELENLP GQS AARRWWRRH-——-HK—— 182
PPOB92 111 RKLLLVDERRA —EF WTP GEATS ENHEVMVOMQGE VVS DN LLFDRQWOANNRRTAWRPARGY GLP — 187
clsEcoli 221 IMIDNY IAYTG PRYFEQUAGVGONI DLMARMECE IATAMG 11 YSCONE IETGRRILPPPPD--VN-~ 296
PP5276 167 NDREMA TVCCRRLGD-EY FDAEPNLN ~-FTDIDLLGVGY VAEQLGHSFDQ YWNSALSRP ITDFLMEOPDAND 244

PP3664 127 mm@m—w—wmn-mmmmmnnmm 203

PPS364 398 ---------——mmm LUTVORG~—-FADQVERMLOEDFEQAREITAEDTQD 462
CLEDOTT1 395 ===—=mwo——ae VDDOVSAIGSANLDNR STRLNFEITLLTVDRG——-FADQVERMLEEDFEEAREITAEDTOD 459
CclsP8 398 —————————LHQKVVLVDDOVSAIGSPNLDNR STRLNFEITLLTVORR——F ADOVERMLI NOFEQSREITAEDSQD 462
PP3264 284 ——-—————LEGEVALVDDOWATVGSSHLDPLSLSFNLEANLE TRDRA-—-FROOLEQHLOTIASEQCKPVTLERMI 348
£413 289 === -——LNGKVALMDDNMATVGSSMLOPL SLSLKLEANVI I HDRE—-FNOTLRDMLNGI TAADCOQVDETMLP 353

295

PPO892 e — --w HWNLIFRLEAN IEALDP P~~~ LTAAVVASFERDFAQSERVDLAINHA 358
clsEcoli 403 ————————~—— VDGELSL' ~FGADLAAVQODYI SRSRLLDARLWLK 467
PP5276 401 GRLESFRGSSDSSLNTKAIVFDRRKTYIGEF PREVLENTEVGVLVDSPE-— - LARY TRELAQQGMAPALSYQVKLIGN 477
PP3664 335 LOVRIWMNDPGHTFHAKGVWIDORYSLL RIGSAEALGE 414

Figura 4.1.7: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes ORFs de P. putida
KT2440 homologos a ClLs. Los alineamientos se llevaron a cabo utilizando en programa Clustal X.
Los residuos pertenecientes al motivo consenso HKD estan recuadrados. Los rombos indican
residuos propios descriptos para las CLs. Referencias clsDOTT1 (CLs de P. putida DOT T1,
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AY960982), clsP8 (CLs de P. putida P8, CAD29690), clsEcoli (CLs de E. coli U15986), f413 (CLs 2
de E. coli EGT66975).
Como se desprende del analisis de la Figura 4.1.7, PP3264, PP0892, PP5276 y

PP3664, contienen los motivos HKD caracteristicos de los miembros de esta familia
(recuadros). Cuando se analizan los aminoacidos propios descriptos para las CLs (indicados
con rombos) (Guo y Tropp, 2000) puede observase que PP5276 contiene asparragina (N)
remplazando el segundo residuo de arginina (R). En PP3664, el primer y segundo residuo
de arginina (R) esta suplantado por valina (V) y leucina (L), respectivamente. Por dltimo,
PP3264 y PP0892, no presentan asparragina (N) o glutamina (Q), estos aminoacidos son
reemplazados por residuos de leucina (L) y acido aspartico (D), segun corresponda a
PP3264 y PP0892, respectivamente. Si analizamos la secuencia correspondiente a F413
(cardiolipina sintasa 2 de E. coli), podemos observar variaciones semejantes a lo descripto
para PP3264 y PP0892, ya que F413 presenta metionina (M) en lugar de asparragina (N) o
glutamina (Q).

Posteriores analisis in silico comparando la secuencia aminoacidica de PP3264 y
PP0892 respecto a la secuencia de F413, brindaron la siguiente informacion (Tabla 4.1.7).

Tabla 4.1.7: Comparacion de F413, PP0892 y PP3264.

ORFs PP0B92 PP3284
Max score 153 426
% cobertura 86 95
Respecto a:
Fa13 E value 5x104° 5x10™'"
% de identidad de AA 31 52

Las secuencias de aminoacidos de PP3264 y de PP0892, fueron comparadas con la
secuencia de aminoacidos correspondiente a cardiliolipina sintasa 2 de E. coli (F413,
EGT66975), utilizando las herramientas provistas por el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http:/mww.ncbi.nim.nih.gov/).

Basados en estos andlisis y considerando los valores de los diferentes parametros
bioinformaticos mostrados en la Tabla 4.1.1, consideramos al orf pp3264 como un posible
candidato de codificar para una CLs. Si bien, PP3264 muestra la ausencia de
aproximadamente unos 100 aminoacidos hacia el extremo N-terminal, de manera similar a lo
descripto para F413 de E. coli (Guo y Tropp, 2000), tal vez en P. putida sea una actividad
funcional in vivo y, en consecuencia, la responsable de la sintesis de CL presente en la
membrana de P. putida GP01 (ver perspectivas).
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Seccion |l

Participacion de fosfatidilcolina en la respuesta de P. putida A ATCC 12633 frente al
estrés ocasionado por TDTMA y A"

4.2.1. Composicion fosfolipidica de células de P. putida A ATCC 12633 crecida con
TDTMA como unica fuente de C y N.

P. putida A ATCC 12633 es capaz de crecer en presencia del detergente catiénico
TDTMA utilizandolo como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia (Liffourrena et al.,
2008). Con el propésito de conocer la composicién fosfolipidica del microorganismo en esta
condicion nutricional, las células se hicieron crecer en medios salinos con 50 mg/l TDTMA vy,
una vez alcanzada la fase exponencial de crecimiento (Degp=0,4) se procedio a la extraccién,
identificacion y cuantificacion de fosfolipidos. La Tabla 4.2.1 muestra los valores obtenidos
de la cuantificacion total de PL. A efectos comparativos, se muestran los resultados
obtenidos cuando P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en presencia de fuentes
preferenciales de C y N.

Tabla 4.2.1: Fosfolipidos totales de P. putida A ATCC 12633 crecida con
diferentes fuentes de Carbono y/o Nitrégeno.

Condicién de cultivo
Glucosa/NHCI TDTMA
DOgso 0,83 + 0,05 0,39 £ 0,02
ufe/ml 6,65 + 1,00 (x10'%) 1,00 £ 0,05 (x10")
mg prot/mi 1,22+0,28 0,057 + 0,010
nmol PL/mg prot 15,51 £ 0,76 27,89 £5,65
nmol PL/ufc 9,18 £ 0.8 (x10™%) 7,53 1,00 (x107)

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM con glucosa y NH4Cl o TDTMA como
fuente de C y N hasta fase exponencial. En ese momento se procedi6 a la determinacién
del nimero de células viables, proteinas totales y PL totales segun se describe en
Materiales y Métodos. Los datos representan la media n=3 + SD.

Como puede observarse, el contenido de PL totales, expresado en nmoles de PL/mg
de proteinas, incrementd aproximadamente un 80 % en células crecidas con el surfactante,
respecto a aquellas crecidas con fuentes preferenciales de C y N (Fila 4). Este incremento

también se puso de manifiesto cuando se relacionaron los nmoles de PL en funcién de la
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viabilidad celular (Fila 5). El comportamiento obtenido difiere de aquel observado cuando
P. putida A ATCC 12633 es enfrentada por periodos cortos de tiempo a TDTMA, ya que en
esta condicion no se detectaron cambios significativos en el contenido de PL totales (Boeris
et al., 2007).

Ei aumento PL totales permite sugerir un posible mecanismo de reparacién de
membranas para remediar los dafios ocasionados por el detergente, posiblemente debido a
un incremento en la tasa de biosintesis de novo de los mismos. Es posible que en P. putida
A ATCC 12633 el incremento de PL totales disminuya la adsorcion de TDTMA a la
membrana celular y permita la sobrevida del microorganismo en esta condicion adversa de
crecimiento. Apoyando este planteo, en células de P. aeruginosa resistentes al QAC cloruro
de benzalconio (BC) ha sido descripto un comportamiento similar, que involucra el aumento
de PL totales acompaiiado de incremento en los niveles de lipidos acidos y neutros (FNL). A
diferencia de la cepa de P. aeruginosa sensible a BC, los niveles incrementados de PL y
FNL detectados en la cepa resistente llevan a una menor adsorcion de BC en la membrana
y, consecuentemente, a un incremento de la resistencia bacteriana al surfactante (Sakagami
et al., 1989).

El analisis del contenido de PL especificos mostré un patrén fosfolipidico semejante
para células crecidas con glucosa/NH,Cl 6 TDTMA (Tabla 2.4.2). Los fosfolipidos
identificados fueron CL, PE, PG, PC, LPE y PA. En ambos casos, PE fue el PL mayoritario
(porcentaje superior al 50 % del total), mientras que el resto de los PL identificados
representa entre el 2 % y 20 % del total. Como se desprende del andlisis de Tabla 2.4.2, en
células crecidas con TDTMA, respecto a aquellas crecidas con fuentes preferenciales de C y
N, los niveles de PG y PA incrementaron notablemente (6 y 20 veces, respectivamente).
Este resultado, en concordancia con lo detectado en células de P. putida A ATCC 12633
expuestas durante 15 min al surfactante o adaptadas a crecer en presencia de
concentraciones crecientes del mismo (Boeris et al, 2007), reafirma nuevamente el
importante papel de estos PL anionicos en la sobrevida de P. putida A ATCC 12633 frente a
la presencia de TDTMA, utilizando principalmente PA para neutralizar la alta densidad de
carga positiva dada por el detergente (Boeris et al., 2007).

Por otro lado, es de destacar que el contenido en los niveles de CL no se modifica en
células crecidas con TDTMA, respecto a lo que se detecta cuando el microorganismo crece
con fuentes preferenciales de C y N (Tabla 4.2.2). Ello sugiere que la disminucion en los
niveles de CL observada cuando P. putida se enfrenta a TDTMA (Boeris et al., 2007), es
importante sélo en la respuesta rapida al surfactante y conducen a plantear nuevamente que

la hidrolisis de CL por accion de una actividad PLD puede ser uno de los mecanismos que,
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en forma rapida y eficiente, permita generar parte de los aumentos de PA y PG, necesarios
para contrarrestar el dafio inicial ocasionado por el detergente en la membrana.

Tabla 4.2.2: Composicion fosfolipidica de P. putida A ATCC 12633
crecida en presencia de glucosa y NH,Cl o TDTMA.

nmoles PL/ mg de proteinas
PL Glucosa/NH,Cl TDTMA
CL 0,87 + 0,07 (5,99) 1,21£0,13 (3,9)
PE 11,12 £ 0,25 (76,63) 16,11 £ 2,35 (52,9)
PG 0,93 £ 0,14 (6,40) 6,19 £ 0,37 (20,3)
PC 0,27 1 0,04 (1,86) 0,72 +0,28 (2,4)
LPE 0,67 + 0,02 (4,61) 1,66 £ 0,36 (5,5)
PA 0,07 £ 0,01 (0,48) 1,43 +0,09 (4,7)
Otros 0,58 + 0,02 (3,99) 3,151 0,05 (10,3)
PC/PE 0,02 0,04

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM con glucosa y NH4Cl o
TDTMA hasta fase exponencial. En ese momento las células fueron
cosechadas y los fosfolipidos extraidos. Los fosfolipidos fueron separados
por TLC monodireccional, utilizando como mezcla de solvente
cloroformo:metanol:H20 (65:25:4, viv), identificados por comparacion de sus
Rf con testigos correspondiente y cuantificados segun Fiske & SubbaRow
(1925). En paréntesis se indica el porcentaje que representa cada uno de los
PL identificados y cuantificados como mol de Pi. Los datos representan la
media n=3 t SD.

4.2.2. Analisis estructural de células de P. putida A ATCC 12633.

Para ejercer su efecto bactericida, la accion de los agentes catidnicos, esta centrada
en la disrupcion fisica y en la solubilizaciéon de la pared y membrana celular (McDonell y
Russell, 1999). A través de microscopia electrénica de transmision (TEM) se evalud la
integridad de las membranas celulares del microorganismo crecido con fuentes
preferenciales de carbono y nitrégeno o con TDTMA (Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1: Microscopia electronica de transmision (TEM). Células de P. putida A ATCC 12633 se
hicieron crecer en HPi-BSM con la adicién de glucosa/NH4Cl (A, C y E) o con TDTMA (B, D y F) como
fuente de C y N. Las células fueron cosechadas y observadas al microscopio electrénico de transmision.
(16700x).

En las imagenes presentadas en la Figura 4.2.1 se puede observar que las células
que crecieron con fuentes preferenciales de C y N (panel C) muestran un tamafno celular
mayor que aquellas que crecieron en presencia de TDTMA (panel D) y que la presencia del
surfactante (panel B) no altera la integridad de la membrana celular. Se observa, ademas,
en el citoplasma de P. putida A ATCC 12633 crecida con TDTMA (panel B) regiones mas
claras o estructuras intracelulares, ausentes si la cepa crece en presencia de glucosa y
NH,.CI (panel A), donde el citoplasma se observa mas compacto. Este tipo de estructuras
internas han sido observadas cuando células de P. aeruginosa resistentes a cloruro de
benzalconio crecen en presencia de este QAC (Hoffmann et al., 1976). Bajo esta condicion
nutricional, estos autores han observado la formacién de estructuras en el citoplasma a las
que denominaron “pseudovacuolas”, rodeadas de un material difuso, propagado
irregularmente en todo el citoplasma. Un andlisis mas exhaustivo de estas pseudovacuolas
demostré que las mismas contienen membranas trilaminares, de tamafio similar a la

membrana interna. Si bien estas pseudovacuolas son de funciéon desconocida, la presencia

Resultados y Discusién Seccién II | 71







Tesis Doctoral
Paola S. Boeris

de las mismas ha sido atribuida a una compartimentalizacion del citoplasma (Hoffmann et
al., 1976).

En los paneles E y F de la Figura 4.2.1 se muestran imagenes ampliadas de las
membranas celulares de P. putida A ATCC 12633. Cuando las células se hicieron crecer
con TDTMA, se observa la presencia de pequefias invaginaciones de membranas (panel F),
las que estan ausentes en las membranas de P. putida A ATCC 12633 crecidas con fuentes
preferenciales de C y N (panel E). La presencia de invaginaciones de membrana han sido
descriptas en un amplio nimero de microorganismos y han sido asociadas a diferentes
funciones, entre ellas, el de proporcionar a la célula de un incremento del area de la
superficie de la membrana favoreciendo el accionar de ciertas enzimas de membrana
involucradas en procesos metabdlicos (van Niftrik et al., 2004 y citas incluidas). Es probable
que la presencia de las pequefias invaginaciones de membranas sumadas a las posibles
estructuras trilaminares de las pseudovacuolas detectadas cuando P. putida A ATCC 12633
crece con TDTMA como unica fuente de C y N, guarden relacion con el notable incremento
de PL totales que se observa en esta condicion nutricional (Tabla 4.2.1). Como
consecuencia del incremento en el contenido de PL, la adsorcion de TDTMA a la membrana
celular seria menor y permitiria una mayor sobrevida del microorganismo en esta condicién

adversa de crecimiento.

En ciertas condiciones desfavorables de crecimiento, tales como bajos pH, estrés
osmoético y limitacion de N, los microorganismos incrementan los niveles de polifosfatos
(poliP) y los acumulan en su citoplasma en forma de granulos (Ault-Riché et al., 1998,
Mullan et al., 2002, Tobin et al., 2007, Docampo, 2008). Estos granulos intracelulares,
caracterizados por su alto contenido en fésforo, se encuentran limitados por membrana, la
que ha sido observada por microscopia electrénica (Seufferheld et al, 2003, 2004). Los
granulos de poliP que se detectan por la alta densidad electronica que presentan, son
esféricos, con diametro de entre 15 a 200 nm, estan presentes en la célula en niumero
variable ocupando un 1 % del volumen celular, si bien, en condiciones de estrés, tal como el
tratamiento con metales, esta proporcion suele llegar al 23 % (Seufferheld et al., 2004). La
presencia de poliP ha sido asociada a multiples funciones, entre ellas las de actuar como
quelantes de cationes bivalentes (Mn*2 y Ca'®) e iones metalicos toxicos (Cd*? y Hg'?),
sustituir al ATP y ser reservorios de fosforo (Rao et al., 1998 y citas incluidas, Mullan et al.,
2002).

Como se desprende del analisis de la Figura 4.2.1, si bien la presencia de TDTMA
es una condicién de estrés para el crecimiento bacteriano, no se observaron, por TEM,
estructuras indicativas de la presencia de granulos de poliP en P. putida A ATCC 12633

crecida con TDTMA como unica fuente de C y N. Cabe destacar que no se detectaron
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variaciones significativas en el contenido de poliP cuando los mismos fueron cuantificados

en células crecidas con el detergente o con fuentes preferenciales de C y N (no mostrado).

Adicionalmente, entre los mecanismos de resistencia descriptos que les permiten a
los microorganismos crecer en condiciones ambientales desfavorables, varios autores han
observado la liberacion de vesiculas de membrana externa (MVs) (Kobayashi et al., 2000,
McBroom y Kuehn, 2007). La liberacion de estas vesiculas ofrece a la célula una estrategia
efectiva para la remocion de compuestos no deseados y/o modificacién de la envoltura
celular cuando el remodelamiento de la membrana no es ventajoso (McBroom y Kuehn,
2007). La Figura 4.2.2 muestra los resultados obtenidos de la blisqueda de estas
estructuras por TEM a partir de los extendidos de las células de P. putida A ATCC 12633
crecidas en presencia u ausencia de TDTMA.

Figura 4.2.2: Vesiculas de P. putida A ATCC 12633 vistas por microscopia
electronica de transmisién (TEM). Células de P. putida A ATCC 12633 se
hicieron crecer en HPi-BSM con la adicion de glucosa/NH4Cl (A) o con TDTMA
(B, C y D) como fuente de C y N. Las célutas fueron cosechadas y observadas al
microscopio electrénico de transmision (Panel A: 16700x, Panel B y C: 21560x).

Como puede observarse, células de P. putida A ATCC 12633 crecidas en presencia
de TDTMA (panel B, C y D) fueron capaces de formar MVs y liberarlas al medio. Este tipo
de estructuras estan ausentes cuando las células se hicieron crecer con fuentes
preferenciales de C y N (panel A).
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La liberacion de MVs ha sido descripta en la cepa tolerante a tolueno, P. putida |H-
2000 (Kobayashi et al,, 2000). Las vesiculas liberadas, las cuales contiene tolueno en su
interior, estan constituidas por componentes de la membrana externa, entre ellos: PL,
lipopolisacarido (LPS) y una pequefa cantidad de proteinas (Kobayashi et al., 2000). En P.
aeruginosa las MVs han sido intensivamente estudiadas, particularmente debido a que las
mismas son responsables de transportar factores de virulencia (Ellis y Kuehn, 2010),
moléculas responsables del quérum-sensing (Mashburn y Whitely, 2005) o componentes del
biofilm (Schooling y Beverige, 2005). Tashiro y col. (2011) han analizado la composicién
fosfolipidica de las vesiculas liberadas por P. aeruginosa creciendo en medio rico LB hasta
principio de fase estacionaria. Ellos observaron que el perfil fosfolipidico de MVs es
semejante al determinado en la membrana externa del microorganismo, detectandose
principalmente PE, PG y PC. Sin embargo, las vesiculas se caracterizaron por un alto
contenido de PG, lo que provoca una disminucion de la fluidez de la membrana, necesaria
para la correcta curvatura presente en las vesiculas (Mashbum-Warren et al, 2008).
Cuando analizamos la composiciéon de PL de las vesiculas liberadas por P. putida A ATCC
12633 crecida con TDTMA, el perfil de PL mostré una composicion muy similar a la obtenida
en membrana externa, con la presencia de CL, PE, PG y PC, lo que conduce a sugerir que
las MVs de P. putida A ATCC 12633 son liberadas desde la membrana externa.

A pesar que es necesario evaluar el contenido y composicion de estas MVs,
probablemente la formacion de las mismas resulte un mecanismo eficaz para la eliminacién
de TDTMA y/o algin producto de su metabolismo que pueda llegar a ser toxico para la
célula o bien, la liberacion de MVs sea consecuencia de algun dafio ocasionado por el
detergente. Por otro lado, si bien cuando se realiza el andlisis de PL de totales las bacterias
crecidas en presencia del detergente son centrifugadas y sometidas a la extraccion
correspondiente, no es posible descartar, hasta el momento, si la presencia de vesiculas en
formacién contribuyen o no al notorio incremento de PL detectado cuando células de P.
putida crecen a expensas del surfactante (Tabla 4.2.1).

4.2.3. Efecto del aluminio sobre la composicion de fosfolipidos de P. putida A ATCC
12633.

Cuando P. putida A ATCC 12633 crece en presencia de TDTMA utilizandolo como
fuente de C y N se observa que el crecimiento se detiene luego de 48 hs de cultivo y que el
detergente no se consume totaimente. El primer paso de degradacién de TDTMA involucra
la accién de una actividad monooxigenasa, que produce de trimetilamina (TMA) y un residuo

alquilico. Parte de la TMA producida es utilizada por el microorganismo como fuente de N y
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parte acumulada intracelularmente, inhibiendo el crecimiento bacteriano. Este efecto
inhibitorio del crecimiento es revertido por la adicién de AICI; al medio. El AlI®, actuando
como un acido de Lewis, secuestra la TMA acumulada formando un complejo intracelular
soluble TMA-AI". La formacién de este complejo permite que el crecimiento bacteriano se
reanude y, consecuentemente, se logre la completa utilizacion del TDTMA por P. putida
(Liffourrena et al., 2008). Paralelamente, ha sido planteado que la formaciéon del complejo
TMA-AI" seria en una estrategia eficaz para la detoxificacién de aluminio (Liffourrena et al.,
2008).

El aluminio es un idn que se encuentra en forma insoluble en cantidades abundantes
en los ecosistemas, pero la actividad antropogénica ha aumentado drasticamente su
biodisponibilidad y, es conocido, que las especies solubles del aluminio son téxicas para los
seres vivos (Vullo et al., 2003 y citas incluidas). Las bacterias han desarrollado diversos
mecanismos que les permiten sobreponerse a los efectos nocivos de los metales tdxicos
(Silver y Phung, 2005). Estos mecanismos involucran a enzimas que modifican el estado
redox de los metales o metaloides convirtiéndolos en formas menos toxicas, a
transportadores de membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular y a
diferentes componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su toxicidad
(Anderson et al., 1992, Silver, 1998, Cervantes et al., 2006). Dentro de los componentes
celulares, los PL juegan roles muy importantes. Por ejemplo, ha sido demostrado que
P. fluorescens es capaz de crecer en presencia de multiples metales tales como Al"®, Fe*?,
Zn'? y Ca*. Durante la exposicién por largos periodos de tiempo a los mismos, se observé
que estos metales son inmovilizados y secretados fuera de la célula en asociacion con
oxalato y PE, formando un residuo insoluble (Appanna et al, 1996, Hamel y Appanna,
2003). Por otro lado, Martin, (1986) demostré que la unién del Al*® a superficies celulares se
lleva a cabo mediante interacciones electrostaticas con los sitios aniénicos de la superficie
de la membrana, principaimente con grupos carboxilatos y grupos fosfatos de fosfolipidos.
Utilizando liposomas de PC, fosfatidilinositol (Pl), fosfoinositidos (PPl) y PS, ha sido
demostrado que el Al*® puede interaccionar con estos fosfolipidos (MacKinnon et al., 2004,
2006) y que, tanto “in vitro” como “in vivo”, la interaccion del Al*?, u otros cationes trivalentes,
con estos fosfolipidos provoca cambios en las propiedades fisicas de membranas, tal como
rigidificaciéon de las mismas (Verstraeten et al., 1997, 2003).

En base a estos antecedentes se decidié evaluar, en P. putida A ATCC 12633, si la
adicion de Al al medio, necesario para reanudar el crecimiento bacteriano y lograr la
completa mineralizacion de TDTMA (Liffourrena et al., 2008), provoca algun tipo de efecto a

nivel de sus PL de membrana. Para ello, células de P. putida A ATCC 12633 crecidas con
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TDTMA hasta fase estacionaria (Dgso=0,4; 48 hs de cultivo), se expusieron durante 15y 180
min a 0,1 mM de AICI;. Luego de este tiempo, los cultivos se cosecharon y se procedi6 a la
extraccion y cuantificacion de PL. La Tabla 4.2.3 muestra los resultados obtenidos de
analisis de los PL especificos.

Tabla 4.2.3: Composicion de PL de P. putida A ATCC 12633 crecida con TDTMA y
expuesta o no a Al*>.

nmoles PL/ mg de proteinas

PL TDTMA TDTMA 15 min A" TDTMA 180 min A
CL 1,2140,13 (3.9) 3,86 £ 0,47 (10,4) 4,66 + 0,80 (13,2)
PE 16,11 £ 2,35 (52,9) 15,63 + 1,23 (42,2) 19,13 + 2,49 (54,0)
PG 6,19 £ 0,37 (20,3) 6,50 + 0,89 (17.6) 5,65 + 0,57 (16,0)
PC 0,72+ 0,28 (2,4) 3,34 £ 0,01 (9,0) 1,57 £ 0,16 (4,4)
LPE 1,66 + 0,36 (5,5) 1,98 +0,11 (5,3) 2,29 1 0,46 (6,5)
PA 1,43 10,09 (4,7) 1,54 £0,18 (4,2) 0,48 0,13 (1,4)
Otros 3,15 £ 0,05 (10,3) 4,1540,02 (11,2 1,63 £ 0,10 (4,6)
PCIPE 0,04 0,21 0,06

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM en presencia de TDTMA como fuente de C y
N hasta final de fase logaritmica. En ese momento las células fueron expuestas o no a 0,1 mM de
AICl3 durante 15 y 180 min. A continuacién las células fueron cosechadas y los PL analizados. Los
PL fueron separados por TLC monodireccional, utilizando como mezcla de solvente
cloroformo:metanol:H, O (65:25:4, v/v). Los mismos fueron identificados por comparacion de sus Rf
con los testigos correspondiente y cuantificados segtin Fiske & SubbaRow (1925). En paréntesis
se indica el porcentaje que representa cada uno de los PL identificados y cuantificados como mol
de Pi. Los datos representan la media n=3 & SD.

Como puede observarse, el patron fosfolipidico obtenido fue similar para todas las
condiciones analizadas, identificAndose, nuevamente, CL, PE, PG, PC, LPE y PA. Es de
destacar que no se detectaron diferencias significativas en el contenido de PL totales en
células expuestas o no al ién (34,04 + 3,72 y 27,89 + 5,65 nmol PL/ mg de proteinas,
respectivamente).

Respecto a células no expuestas a Al'®, los cambios mas notables observados 15
min post-exposicion al ion fueron a nivel del contenido de CL y PC, quienes aumentaron
aproximadamente 3 veces. Para este tiempo de exposicion al metal, y como consecuencia
del aumento de PC, se observé un incremento (5 veces) de la relacion PC/PE, parametro
indicativo de una disminucién transitoria de la fluidez de membrana (Senault et al.,, 1990,
Bangur et al., 1995).

La exposicion prolongada a Al*® (180 min) resulté en un incremento de los niveles de
CL y PC, con una concomitante disminucién de PA. Sin embargo, los valores de la relacion
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PC/PE fueron semejantes a los obtenidos en ausencia del ié6n (0,04 y 0,06,
respectivamente).

A los efectos de descartar un posible efecto sinérgico de la presencia de TDTMA y
Al"® se analizé la composicién de PL cuando P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en
HPi-BSM con glucosa y NH,Cl hasta fase exponencial y, en ese momento, las células se
enfrentaron o no, durante 15 min a Al*® (Tabla 4.2.4).

Tabla 4.2.4: Composicion de PL de P. putida A ATCC 12633 crecida
con fuentes preferenciales de C y N, expuesta o no a AlI*>.

nmoles PL/ mg de proteinas
PL Glucosa/NH,CI Glucosa/NH,C! 16 min Al™
CL 0,87 + 0,07 (5,99) 1,09 + 0,13 (5,30)
PE 11,12 £ 0,25 (76,63) 12,40 £ 2,35 (61,32)
PG 0,93 + 0,14 (6,40) 2,14 0,37 (10,58)
PC 0,27 0,04 (1,86) 0,85 + 0,18 (4,20)
LPE 0,67 + 0,02 (4,61) 2,14 £ 0,21 (10,58)
PA 0,07 + 0,01 (0,48) 1,32 0,01 (6,50)
Otros 0,58 £ 0,02 (3,99) 0,28 + 0,3 (1,38)
PC/PE 0,02 0,06

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM con glucosa y NH4ClI
como fuente de C y N hasta final fase logaritmica. En ese momento las células
fueron expuestas o no a 0,1 mM de AICI; durante 15. A continuacién las
células fueron cosechadas y los PL fueron analizados. Los PL fueron
separados por TLC monodireccional, utilizando como mezcla de solvente
cloroformo:metanol:H,0 (65:25:4, viv). Los mismos fueron identificados por
comparacion de sus Rf con los testigos correspondiente y cuantificados segun
Fiske & SubbaRow (1925). En paréntesis se indica el porcentaje que
representa cada uno de los PL identificados y cuantificados como mol de Pi.
Los datos representan la media n=3 + SD.

Del analisis de Ia tabla se desprende que en presencia de Al*?, respecto a células no
tratadas con el ién, el contenido de PC se incrementd 3 veces mientras que no se
detectaron modificaciones significativas a nivel del contenido de CL. Acompariando el
aumento de PC, la presencia de Al"* en el medio provocé un incremento en los niveles de
PG y LPE de 2 a 3 veces, mientras que el contenido de PA incremento 18 veces,
comportamiento no detectado cuando la bacteria crece con TDTMA y es expuesta al metal
(Tabla 4.2.3).

Debido a que en todas las condiciones de cultivo ensayadas en las que estuvo

P>

presente el Al°" la cantidad de PC siempre se modificd, es posible implicar a este PL en la

respuesta bacteriana a aluminio.
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4.2.4. Determinacion de las actividades enzimaticas involucradas en la biosintesis de
PC en P. putida A ATCC 12633.

En P. putida A ATCC 12633 la o las vias metabdlicas involucradas en la sintesis de
PC no han sido descriptas. Sin embargo es conocido que, en bacterias Gram negativas, PC
puede ser sintetizada por dos caminos diferentes. Uno de ellos involucra la metilacion
sucesiva de PE por una o varias fosfolipidos N-metiltransferasa (PMT). El otro camino es el
de la fosfatidilcolina sintasa (PCS), donde PC es sintetizada a partir de la condensacién de
CDP-diacilglicerol con colina, reaccion catalizada por la PCS (Figura 2.3). Ha sido
demostrado que los microorganismos que presentan PC en sus membranas pueden tener
ambas o0 séOlo una de estas vias metabdlicas (de Rudder et al., 1997, 1999, 2000,
Sohlenkamp et al, 2000, 2003, Martinez Morales et al., 2003, Wilderman et al., 2002). En
miembros del género Pseudomonas, tal como P. aeruginosa, ha sido descripto que sélo la
via de PCS es activa para la sintesis de PC (Wilderman et al., 2002, Martinez Morales et al.,
2003).

Para conocer si la via de metilacion de PE esta o no involucrada en la sintesis de PC
en P. putida A ATCC 12633 se obtuvieron extractos provenientes de células crecidas en
HPi-BSM, con fuentes preferenciales de C y N (glucosa y NH,Cl) o con TDTMA como unica
fuente de C y N. La actividad PMT se determiné segtin se describe en Materiales y Métodos
(apartado 3.11.2). Con los diferentes extractos y variando las condiciones de ensayo, no fue
posible detectar los productos de reaccion de la actividad PMT:
monometilfosfatidiletanolamina (MMPE), dimetilfosfatidiletanolamina (DMPE) o PC.

La actividad PCS se determiné utilizando extractos libres de células de P. putida A
ATCC 12633 crecidas con TDTMA como Unica fuente de C y N y expuestas a no al Al"°.
Cuando fue necesario, y para determinar si el cation es un activador de la enzima, los
extractos fueron dializados (apartado 3.11.1). El producto de reaccion, PC, fue detectado por
HPLC, segun se describe en Materiales y Métodos (apartado 3.9.6). La Tabla 4.2.5 muestra
los resultados obtenidos.
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Tabla 4.2.5: Efecto del A" sobre la actividad fosfatidilcolina sintasa de P. putida A ATCC 12633.

3
 Extracto libre de células nmummprmnaa mmsw
TDTMA ND 50,8+0,13
TDTMA + AICl3 15 min 6,82 10,02 168,6 +2,35
TDTMA + AICl3 15 min* 1,02 £ 0,01 40,8 £ 0,37
TDTMA + AICl; 180 min 6,86 + 0,03 129,8 £+ 0,28
TDTMA + AICI; 180 min* 0,96 £ 0,01 39,4+0,36
Extracto dializado + AICIz™ 98 + 3,50 109 + 3,00

P. putida A ATCC12633 se hizo crecer en HPi-BSM y TDTMA como fuente de C y N hasta final de fase
logaritmica. En ese momento las células fueron expuestas o no a 0,1 mM de AICI; durante 15y 180 min. A
continuacién las células fueron cosechadas, lavadas y sonicadas. El extracto libre de células obtenido fue
usado como fuente enzimatica. El producto de reaccion, PC, fue determinado por HPLC, la deteccién de
Al" se lievo a cabo segtin se describe en Materiales y Métodos (apartado 3.12).

* extractos libres de células dializados a 4°C contra buffer HCI-Tris 10 mM, pH 8.

**a extractos previamente dializados se les adicion6 0,1 mM de AICl3 en el tubo de reaccién.

ND: no detectado.

Los datos representan la media n=3 + SD.

Como puede observarse, los extractos provenientes de células crecidas con TDTMA
y enfrentadas a Al"® durante 15 y 180 min presentaron valores de actividad PCS 3 veces
superiores a los detectados en células no expuestas al i6n (columna 3). Cuando Ios
extractos provenientes de células expuestas al cation fueron extensivamente dializados, la
concentracién de Al en el extracto disminuyé de 7 a 1 nmol/mgprot (columna 2) y la
actividad PCS presentd valores similares a los detectados con extractos provenientes de
células no expuestas al idon. Cuando la actividad se determiné con extractos previamente
dializados y se adicioné 0,1 mM de AICIl; a la mezcla de reaccion, nuevamente la actividad
PCS incrementd, lo que confirma la activacién por el cation.

Diferentes autores han demostrado la dependencia estricta de cationes bivalentes
(Mg*?, Co*? y Mn*?) para el correcto funcionamiento de PCS (Sohlenkamp et al, 2003,
Martinez-Morales et al, 2003). Sin bien no existe evidencia bibliografica que demuestre
dependencia o activacion de PCS o de otros miembros de la familia por cationes trivalentes,
los resultados antes descriptos relacionados a la actividad PCS en presencia o ausencia de
Al®, indican que este catién es un activador de PCS en P. putida A ATCC 12633.

En conjunto, estos resultados muestran que en la sintesis de PC en P. putida A
ATCC 12633 solo es funcional la via de la PCS.
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4.2.5. Incorporacion de colina a PC.

Diferentes autores han descripto que la sintesis de PC via PCS es activa sélo
cuando se suministra, en forma exdgena, colina a las condiciones de cuitivo (Sohlenkamp et
al., 2000, 2003, Comereci et al., 2006). En nuestro caso particular, detectamos actividad PCS
en células de P. putida A ATCC 12633 crecidas con TDTMA, sin la adicién de colina
exégena y, tratadas o no, con Al*®.

Para determinar si la actividad PCS de P. putida A ATCC 12633 es dependiente o no
del agregado de colina al medio de cultivo, inicialmente se determiné la capacidad de esta
cepa de incorporar [metil-'*C]-colina exégena. Para ello células de P. putida A ATCC 12633
se hicieron crecer en HPi-BSM con 50 mg/l de TDTMA hasta DOgg de 0,3. En ese momento
se adiciond 1 pCi/ml de [metil-*C]-colina, se tomaron alicuotas a diferentes tiempos y la
radioactividad se determind segun lo descripto en Materiales y Métodos (apartado 3.7).

En la Figura 4.2.4 se observa que luego de 30 min de incubacién con [metil-'*C]-
colina, aproximadamente el 75 % de la colina radiactiva desaparece del sobrenadante de
cultivo y es incorporada a las células de P. putida.

1400000 -
1200000 -
1000000 -
800000 —8-— sobrenadante
E —<— células
E, 000004 Figura 4.2.3: Incorporacion de colina en P.
putida A ATCC 12633: El microorganismo
400000 4 se hizo crecer en HPi-BSM con la adicién
! L\ de TDTMA 50 mg/i hasta DOegso=0,3. En
200004 [ ese momento se adicion6 1uCi/m! de [metil-
' \ 14C]-colina, se tomaron alicuotas a
Py . . ———— - diferentes tiempos, las que se centrifugaron
o 2 a H 8 10 12 y se determind la radiactividad, en las
Tiempo (hs) células y en el sobrenadante, utilizando
contador de centelleo liquido.

Confirmado que colina se incorpora a las células, se determiné si la presencia de
colina provoca algin efecto sobre la composicion y/o cantidad de PL especificos,
particularmente a nivel de PC. Para ello, las células se hicieron crecer en presencia de
TDTMA (fuente de C y N) con la adiciéon o no de 100 uM de colina, hasta DOgg de 0,3. En
ese momento las células fueron marcadas por la adicion de 1 pCi/ml [metil-'*C]-colina y
posteriormente, los lipidos fueron extraidos y analizados. Tanto en presencia como en
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ausencia de colina fria, el perfil de PL fue similar, detectandose PE, CL, PG, PA, LPE, PC y
otros PL no identificados (no mostrado). El contenido de PC fue similar tanto si colina estuvo

o no presente en el medio de cultivo (1,85 y 1,87 unidades arbitrarias, respectivamente).

La Figura 4.2.4 muestra la incorporacion de [metil-'“C}-colina en células de P. putida
A ATCC 12633 crecidas con TDTMA y con TDTMA /colina, expuestas o no a Al'®,
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Figura 4.2.4: Incorporacion de colina en células de P. putida A ATCC12633 crecida en diferentes
condiciones nutricionales: El microorganismo se hizo crecer en presencia de TDTMA (A y A1) o
TDTMA/colina 100 uM (B y B1), hasta DOeso de 0,3. En ese momento se adicion6 1uCi/ml [metil-'“C}-
colina. Luego de 15 min de incubacién con colina radiomarcada, las células fueron expuestas (A1y
B1) onoa A" (A y B). Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, se centrifugaron (seguin se describe
en Materiales y Métodos, apartado 3.7) y se determind la radiactividad en contador de centelleo liquido
en sobrenadante (m) y en células (o).

Como puede observarse, tanto en ausencia (A y A1) como en presencia (B y B1) de
colina fria, luego de 30 min de incubacién con [metil-'*C]-colina, aproximadamente el 75 %
de la colina radiomarcada desaparece del sobrenadante y es incorporada a las células de
P. putida A ATCC 12633. Cuando Al"® fue adicionado al medio de cultivo, no se detectaron
cambios significativos en la incorporacion de [metil-'*C]-colina a las células, respecto a lo
detectado en células no expuestas al ion.
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La Figura 4.2.5 muestra una TLC representativa del perfil fosfolipidico determinado
para todas las condiciones ensayadas. En todos los casos el perfil de PL fue semejante,
detectandose la presencia de: CL, PE, PG, PC, LPE, PA y otros PL no identificados.

TS

€

8 Figura 4.2.5: Marcaje de PL de P. putida A ATCC 12633: El
microorganismo se hizo crecer en HPi-BSM y TDTMA como
fuente de C y N hasta una DOes0=0.3. En ese momento las
células fueron marcadas con 1uCi de [metil-'*C]-colina y
expuestas o no a 0,1 mM de AICl; durante 15 y 180 min.
Los fosfolipidos fueron separados por TLC monodireccional
y cuantificados por Phosphor-Imager. Referencias: Linea 1.
P. putida no expuesta a AP, linea 2: P. putida expuesta
durante 15 min a A", linea 3: P. putida expuesta durante
180 min a A, linea 4: PL de S. meliloti marcados con
[metil-"C]—coIina, control positivo para la presencia de PC.
PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; CL,
cardiolipina; PA, acido fosfatidico; PC, fosfatidilcoiina; LPE,
lisofosfatidiletanolamina.

Dado que en todas las condiciones evaluadas se detectaron PL marcados y que el
perfii de PL fue muy similar, puede plantearse que P. putida A ATCC 12633 metaboliza
colina incorporandola a sus PL. Existen evidencia bibliograficas donde ha sido demostrado
que cuando P. aeruginosa crece en presencia de colina (compuesto de amonio cuaternario
natural), utilizandola como fuente de carbono, ésta es incorporada a los PL. Los grupos
metilos presentes en colina son metabolizados a acetato activo e incorporados a los acidos
grasos, mientras que el esqueleto carbonado es utilizado para la sintesis del glicerol
(Salvano et al., 1989, Albelo y Domenech, 1997).

Los PL fueron cuantificados por Phosphor-lmager considerando el area
correspondiente a los spots identificados. En la Tabla 4.2.6 se presentan los valores de area
correspondientes a los spots de PC detectados en ausencia y presencia de Al*>.
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Tabla 4.2.6: Efecto del AlI*® sobre la produccién de PC en células crecidas con TDTMA en
presencia o ausencia de colina exdgena.

Area del spot (x 10%)
Sin AI”* AI'® 15 min ® AI'* 180 min ©
TDTMA TDTMA/colina TDTMA TDTMA/colina TDTMA TDTMA/colina

PC 1,87 1,85 3,78 4,23 2,50 2,82

P. putida A ATCC 12633 se hizo crecer en HPi-BSM y TDTMA o TDTMA/colina 100 uM hasta
DOes0=0.3. En ese momento las células fueron marcadas con 1uCi/ml de [metil-"*C}-colina y
expuestas o0 no a 0,1 mM de AICI3 durante 15 y 180 min. Los PL fueron extraidos, separados y
cuantificados por Phosphor-imager.

®P. putida crecida con TDTMA 50 mg/l o TDTMA 50 mg/I-colina 100 pM.

®p. putida crecida con TDTMA 50 mg/l o TDTMA 50 mg/I-colina 100 pM y expuesta 15 min a A",

°P. putida crecida con TDTMA 50 mg/t o TDTMA 50 mg/i-colina 100 pM y expuesta 180 min a A,

Dado que el incremento de PC detectado en presencia de Al'® es similar tanto si las
células se hacen crecer en presencia o en ausencia de colina exégena, podemos concluir
que la actividad PCS de P. putida A ATCC 12633, a diferencia de otras previamente
descriptas (Comerci et al., 2006, Sohlenkamp et al., 2000, 2003), es independiente de la
adicion exégena de colina y activada por la presencia de AI*>.

En plantas, colina puede ser sintetizada a partir del aminoacido serina. En esta via
metabodlica, serina es descarboxilada a etanolamina por una serina descarboxilasa
dependiente de piridoxalfosfato. Subsecuentemente, etanolamina es metilada tres veces
para dar colina, reaccion catalizada por N-metiltrasferasas dependientes de S-
adenosilmetionina (Rhodes y Hanson, 1993, Gorhan, 1995, Hanson et al., 1995, Rontein et
al., 2001). De esta manera, colina queda disponible para ser utilizada en diferentes vias
metabdlicas, entre ellas, en la formacion de PC.

Basados en la secuencia de aminoacidos de la serina descarboxilada (SDC)
(AAK77493) y de una hipotética etanolamina metiltransferasa (AEE35480) de Arabidopsis
thaliana (Theologis et al., 2000, Rontein et al., 2001) se analizé el genoma de la cepa de
referencia secuenciada, P. putida KT2440 en busqueda de ORFs homoélogos a estas
proteinas. Los andlisis por BLASTP arrojaron como resultados dos posibles ORFs: PP2552
(NP_744697) y PP2927 (NP_745071). PP2552, se encuentra anotada en la base de datos
como una hipotética descarboxilasa de aminoacidos aromaticos y presenta un 24 % de
identidad de AA con la SDC de A. thaliana. Por otro lado, PP2927, presenta un 34 % de
identidad de AA con la hipotética etanolamina metiltransferasa.
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Esta busqueda bioinformatica permite suponer que, posiblemente, P. putida A ATCC
12633 genere colina por un mecanismo similar al que ocurre en plantas, generando de esta
manera la colina necesaria para la posterior sintesis de PC.

4.2.6. Determinacion de actividad PCS y PMT en P. putida KT2440.

Anterior a la busqueda de potenciales genes responsables de la sintesis de PC en la
cepa de referencia secuenciada, P. putida KT2440 (Nelson et al.,, 2002), se procedié a la
determinacion de las actividades PCS y PMT en esta cepa. Para ello se utilizaron extractos
libres de células provenientes de cultivos de P. putida KT2440 crecidas con fuentes
preferenciales de carbono y nitrégeno (glucosa y NH,CI). Es de destacar que, de manera
semejante a lo ocurrido en P. putida A ATCC 12633, no se detect6 actividad PMT.

La Figura 4.2.6 muestra una autoradiografia comrespondiente a los resultados
obtenidos de la determinacion de actividad PCS a partir de extractos de células de P. putida
KT2440.

Figqura 4.2.6: Determinacion de actividad PCS en
P. putida KT2440: La fuente enzimética corresponde a
extractos obtenidos por sonicacion de células de
P. putida KT2440 crecidas en HPi-BSM con glucosa y
NH4CI. El producto de la reaccion (PC), fue separado
por TLC monodireccional (propanol:acido
propiénico:cloroformo:H,O, 3:2:2:1) y detectado por
autorradiografia. Referencias: Calle 1: P. putida
KT2440. Calle 2: E. coli BL21pTB3559, control positivo.
Calle 3: E. coli BL21pTE9a, control negativo (Tabla
3.1).

origen

Como puede observase, y de manera similar a lo detectado en P. putida A ATCC
12633, el producto de reaccién de PCS, PC, fue detectado en la cepa secuenciada. En base
a estos resultados se procedié a la busqueda de genes homélogos en P. putida KT2440 al
gen pcs de Sinorhizobium meliloti (Sohlenkamp et al., 2000).
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4.2.7. Busqueda de ORFs homoélogos a PCS en P. putida KT2440.

PCS pertenece a la familia de las CDP-alcohol fosfatidiltransferasa. Dentro de esta
familia también se encuentran otras enzimas involucradas en la biosintesis de fosfolipidos,
entre ellas, fosfatidilserina sintasa tipo 1l (PSsAll), fosfatidilinositol sintasa (Pls) y
fosfatidilglicerol sintasa (PGs). Los miembros de esta familia se caracterizan por catalizar la
siguiente reaccioén:

CDP-DAG + Alcohol -——— PL +CMP

La secuencia consenso presente en las diferentes PCS descriptas y en los diferentes
ORFs identificados en una amplia variedad de microorganismos es: DG (X)2 AR (X)12 G
(X)3 D (X)3 D (Sohlenkamp et al., 2000). El motivo consenso de PCS presenta una variacion
respecto a la secuencia consenso de las demas CDP-alcohol fosfatidiltransferasas: DG (X)2
AR (X)8 G (x)3 D (X)3 D (Williams y McMaster, 1998).

Como puede observase en la Figura 4.2.7, en PCS existen 12 residuos
aminoacidicos entre la arginina (R) y la glicina (G) conservadas, mientras que solo existen 8
residuos para el resto de los miembros de esta familia. Otra caracteristica destacable para
PCS es que, generalmente, existe una prolina (P) conservada en la posicién 9 de esos 12
aminoacidos.

Basados en la secuencia de aminoacidos de PCS de S. meliloti (AAL53937)
(Sohlenkamp et al., 2000) se examiné el genoma completo de P. putida KT2440 en busca
de proteinas homoélogas a esta enzima. Los resultados mostraron dos posibles ORFs:
PPQO731 y PP4677. pp0731 codifica para una proteina de 205 aminoacidos, con un 26 % de
identidad con la PCS de S. meliloti, mientras que pp4677 codifica para una proteina de 283
aminoacidos con un 33 % de identidad para esta misma PCS. Ambos ORFs estan anotados,
por homologia de secuencia, en la base de datos de P. putida KT2440 como hipotéticas
fosfatidilserinas sintasas (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). La Figura 2.4.7 muestra los
alineamientos realizados de la secuencia de aminoacidos de los ORFs PP0731 y PP4677 de
P. putida KT2440 con PCSs y PSsAll descriptas en varios microorganimos.

Los resultados mas significantes mostraron que: PP0731 presenta una homologia del
35 % de identidad de AA con la PCS de P. aeruginosa (NP002516) y PP4677 muestra un
34 % de identidad de AA con las PSsAll de Agrobacterium sp. 317459 (AAL01116), de
S. meliloti (AF247564) y de B. subtilis (D38022).
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-

PS5-Smel MEEPRHEQSAGIPEAAEHVGATGTEDKARGPRLREIPLR~~LMVPNMITVLAICAGLSGVRLAFENR————————————= 65

PSS-Agsp MARSDSGRGPRLREIPFR~~LLVPNLITVLAICAGLSGVRLAIEGR =~~~ == m=m=me—— 44
PSS8-Bsub ~MNY IPCMITIGHF ICGLLATIRSLLYHN————~ === 27

PP4677 -MSERPEEPNKPSDAESLLPVDEHVEEGHDAEGREKVRHRGIYLLPNLITTANLFAGFYS1ISSMSAQSALSAGDPREASK 79
PCS-Paer NP VHLSHYP INKAKANG~~-~V-HAVIASGVILALLALLALVDNK - ~—~————wew=x 40
PCS-Smel MEFFNYRRVPYAEIRAFS —~—V-HILTASGSFLAFLGVVARAEHR — = === 41
PCS~Bbur ~MEXNINLILAW-——~—-LVHIFTASGLIVGLYSIISIVINGH ~—————c—====- 34

PPO731 IGLAFGTVYFALQRR: 39

140
119
102
155
118
119
112
115

P8S-Smel
PSS-Agsp
P8SS~Bsub

PP467T7
PCS-Paar
PCS-Smel
PCS-Bbur

PP0731

220
199
166
230

PSS-Smel
PSS-Agsp
PSS-Bsub

PP46TT
PCS-Paer 184
PCS-Smal TFLP 185
PCS-Bbur AYQFSRTDAKT-~--~——~NDNYFRGFPSLNNLFVILNI IFKMEQIT-—~———- NLITMSICIITSFIPIKFIYPSKTKEL 178

PP0731 ILRLSLIGMPG-————-TSAGCGYQGLP TTYSGFVFALALMGLSAGHYG———~AGVIVGLMALVGILOQVTSLRIPKYGAP 185

PSS-Smel NRVRRDLVLEVILVVVFYVATLMTYTWETMV—VTAVAYLVSLPFGARSWORKYG——————DNPGGHGHDGLPGDSE 289
PSS8-Agsp TRIRRDLVLPMILVVVLYVAMILMSFTWEVLV-—LTVAAYLVFIPISARLWHRRYCTLTIEEDAHDDANGGNGLDRGI - 274
PSS-Bsub AARN LESGRWN 177

PP4677 DLEGRVPFV-AILAVVLVFAVVFSDPPRILL--LIFLAYAASGP IQFLLXARRRKA: 283
PCS-Paer NPLNIAVITVHLISSGLLIVQQPADLPILLG-—-LWFAASAYFVGICLWRSAREWNFG 238
PCS-Smel FPLNLCIFLVWSVLGMYALLLEFETPPWVVV-——CGVVATGLYLYVIGF ILQIFPELGRA- 241
PCS-Bbur “ITIPITIISCLIWVSIFSILSHMILWAYLTMSIYLW 234

PPO731 STVA CTAMLY G- TIYFHPW 2058

Figura 4.2.7: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes CDP-alcohol fosfatidil transferasas:
PSs de S. meliloti (AF247564), PSs de Agrobacterium sp. 317459 (AALO1116), PSs de B. subtilis (D38022), ORF
PP4677 (P. putida KT2440), PCS de P. aeruginosa (NP002516), PCS de S. meliloti (AAL53937), PCS de Borrelia
burgdorferi (NP_212383) y ORF PP0731 (P. putida KT2440). Los alineamientos se llevaron a cabo utilizando en
programa Clustal W. Los residuos pertenecientes al motivo consenso estan indicados con circulos negros. El
recuadro indica la principal diferencia entre PCS y los demas miembros de Ia familia.

Como se desprende del anélisis de Figura 2.4.7, PP0731 contiene los aminoacidos
descriptos para el motivo consenso de las CDP-alcohol fosfatidiltransferasas (indicados con
circulos negros) y existen 12 residuos entre la Arg y la Gly conservada (recuadro). Sin
embargo, PP0731 no contiene la Pro conservada, descripta en otras PCS. A diferencia de
PP0731, PP4677 contiene solo 8 residuos entre Arg y Gly, caracteristico de las demas CDP-
alcohol fosfatidiltransferasas.

A partir de las secuencias de aminoacidos correspondientes a PCS y PSsAll y de las
secuencias de aminoacidos correspondientes a ORFs homoélogos a estas mismas proteinas
en distintos microorganismos, se construyd un arbol filogenético a fin de conocer la posible
ubicacién de PP0731 y PP4677 dentro de la superfamilia de las CDP-alcohol
fosfatidiltransferasas. La Figura 4.2.8 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 4.2.8: Arbol filogenético de PCS, PSsAll y sus homoélogos. PSs de B. subtilis (D38022), PSs de
S. meliloti (AF247564), PSs de H. pylori (AAC45587), ORFs homoélogos a PSs en A. tumefaciens
(NP354086), P. aeruginosa (NP002516), P. fluorescens (NP007492), P. syringaea (NP004578), P.
putida KT2440 (ORF PP4677, NP746786), PCS de S. meliloti (AAL53937), PCS de A. tumefaciens
(YP002544487), PCS de M. loti (NP102294), PCS de B. japonicum (NP771225), PCS de L.
pneumophila (YP095613), PCS de B. burgdorferi (ZP03673743), PCS de P. aeruginosa (NP252546),
ORFs homologos a PCS en P. fluorecens (YP347825), P. syringaea (YP233962), P. putida KT2440
(ORF PP0731, NP742892). El arbol fue construido usando el programa Clustal W.

El analisis de esta figura muestra que las PCS y PSsAll conforman dos grupos. A su
vez, dentro de cada grupo, las secuencias de aminoacidos de PCS y PSsAll de organismos
relacionados se agrupan juntas, tal es el caso de los homologos de miembros de la familia
Pseudomonadaceae (y-proteobacterias) y de miembros de la familia Rhizobiaceae (a-
proteobacterias).

PP4677 se agrupa junto con los ORFs homélogos a PSsAll pertenecientes a
especies del género Pseudomanas.

PP0731 conforma una rama separada y no se agrupa en ninguno de los clusters
formados por PCS o PSsAll. Probablemente, PP0731 forme parte de un subgrupo de las
CDP-alcohol fosfatidiltranferas.

Diferentes analisis bioinformaticos han mostrado que en la familia de las CDP-alcohol
fosfatiditransferasas, ademas del motivo consenso altamente conservado, existen otros
aminoacidos conservados que rodean la region consenso y que son caracteristicos de cada
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miembro de esta familia (Sohlenkamp et al, 2004). Aparentemente estos aminoacidos
estarian relacionados con la especificidad de sustrato para cada una de ellas. El analisis de
los alineamientos (Figura 4.2.9) mostré, para PP4677 (flechas blancas) y PP0731 (fechas
negras), que algunos de estos aminoacidos caracteristicos estan presentes y otros estan
ausentes. Es de destacar que sélo uno de los aminoacidos involucrados en la especificidad
de sustrato para PSsAll esta ausente en PP4677.

PSS-Smel ~FELAVAMVLLAAFLDGIDGRIARLLEATSESF-——-—GVOMDSLADI APALVLYVFLLDOARSLGWIAALIYATAV 140
PSS~Agsp ~FELAVGMVLLAAFLDGVDGRVARMMEATSKF —~-—GEQNDSLAD 1 ALVVYIYLLDOARS IGNIGALIYVIAA 11%
P8S-Bsub -IHSAVLFIFTGMFLOFFDGMAARKLNAVEDM-—-—~GRELDSFADL' 1 YSVALYTLPFIGILCALTYSICG 102

PP4677 YFAFARAIAIFVAMVLDGLDGRVARMTNTOSAF— ALLAFGHALGDMGEVGRMVAF I YVAGA 155

PCS-Paer -PQACLLWLGLALLVDGLDGTLARKYEVKEMLPHFDCSVIDLVIDYLTYVF IFAIFIYRY IPLPER-FELLAVGVILVES 118
PCS-Smel —mmmxmﬂnmmmﬁmrwm-m 119
PCS-Bbur ~YSLLLKLTVIGLIIDGIDGTMARKLEVKELIFPEIDGTLIDNITDYINYTF IFVIFFYLGEF IEER-YKVAICIGILLSS 112

PPO731 *MMWII“WWF“WI?“VILMBWHMMMI 115

Figura 4.2.9: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes CDP-alcohol fosfatidil transferasas:
PSs de S. meliloti (AF247564), PSs de Agrobacterium sp. 317459 (AALO1116), PSs de B. subtilis (D38022), ORF
PP4677 (P. putida KT2440), PCS de P. aeruginosa (NP002516), PCS de S. meliloti (AAL53937), PCS de Borrelia
burgdorferi (NP_212383) y ORF PP0731 (P. putida KT2440). Los alineamientos se llevaron a cabo utilizando en
programa Clustal W. Las flechas y recuadros indican los residuos de aminoacidos implicados en la especificidad
de sustrato. Fechas negras: residuos aminoacidicos caracteristicos de las PCS. Fechas blancas: residuos
aminoacidicos caracteristicos de las PSs.

Si bien el ORF PP0731 presenta algunas diferencias con las PCS descriptas, el
analisis bioinformatico en su conjunto, llevo a considerar a PP0731 como potencial PCS.

Por otro lado y dado que PP4677 se agrupa junto con los ORFs homélogos a PSsAll
y que esta proteina presenta la mayoria de los aminoacidos involucrados en la especificidad
de sustrato de las PSsAll, se decididé determinar si pp4677 se corresponde o no con el gen
responsable de fosfatidilserina sintasa (pss). En la via de biosintesis de PL, PS es
descarboxilada para dar PE y, generalmente, al ser PS un intermediario en la sintesis de PL,
raramente se encuentra en las membranas procariotas (Tornabene, 1973, van Golde et al.,
1975). Por ello, la identificacién del gen responsable de la sintesis de PS permitiria la
construccion de cepas mutantes carentes de PS y en consecuencia, de PE. De esta manera
la composiciéon de la membrana de estas cepas podria estar enriquecida en PL aniénicos,
principalmente CL y PG, lipidos involucrados en la respuesta al estrés ocasionado por
TDTMA (Boeris et al., 2007).

A partir de la secuencia de nuclettidos de pp0737 y pp4677 se disefiaron los
correspondientes oligonucleétidos (Tabla 3.2). Los fragmentos de ADN correspondiente a
pp0731 y pp4677 ligados y clonados a pCR®2.1-TOPO (Invitrogene), fueron enviados a
Eurofins, Alemania, para su secuenciamiento. Mediante el uso de BLASTN del National
Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se obtuvieron
los alineamientos de las secuencias clonadas con las secuencias de la base de datos de
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nucleétidos de coleccién (nr/nt). Los alineamientos indicaron que los fragmentos
clonados poseen 100 % de identidad con los orfs pp0731y pp4677 de P. putida KT2440.

4.2.8. Expresion de PP0731 y PP4677 de P. putida KT2440.

La expresion de los ORFs PP0731 y PP4677 se llevd a cabo en el huésped
heterélogo carente de PC, E. coli BL21(DE3)/pLysS (Tabla 3.1). Para estos ensayos se
utilizé como parametro de expresién la produccion de PC y/o PS. La Figura 4.2.10, muestra
los resultados obtenidos de la identificacion de PL de las diferentes cepas de E. coli BL21
portando los genes de interés, E. coli BL21pPB0O3A y E. coli BL21pPB04A (Tabla 3.1), luego
de la induccién con IPTG y la adicion de [1-'“C]-acetato, seguin se describié en Materiales y
Métodos (apartado 3.20).

Como puede observase, la expresion de PP0731 (C) y de PP4677 (D) llevé a la

crecidas en LB/Km/cl hasta una DQgy de
0,3. En ese momento se tomaron alicuotas
de 1 ml de cada uno de los cultivos y se les
adicion6 IPTG 200 uM y 1 uCi/mi de [1-"‘C]-
acetato. Después de 3 hs de induccion, las
células fueron cosechadas, los PL fueron
extraidos, separados e identificados, de
acuerdo a los descripto en Materiales y
Métodos (apartado 3.9).

Figura 4.2.10: Expresion de PP0731 y
PP4677. E. coli BL21pTB3559 (A, control
positivo), E. coli BL21pET9a (B, control
negativo), E. coli BL21pPBO3A (C, PP0731)
- y E. coli BL21pPB04A (D, PP4677) fueron

sintesis de PC en E. coli Estos resultados no esperados, permiten sugerir que
posiblemente, en P. putida existan dos genes responsables de codificar para proteinas con
actividad PCS.
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4.2.9. Obtencién de mutantes de P. putida A ATCC 12633 en los genes homologos a
pp0731 y pp4677.

A los efectos de confirmar cual es el gen o los genes involucrados en la biosintesis
de fosfatidilcolina y/o fosfatidilserina, se procedié a la obtencién de mutantes de P. putida A
ATCC 12633 afectadas en los genes homélogos a los orfs pp0371 y pp4677. La obtencion
de mutantes se llevé a cabo mediante la insercion de un cassette de resistencia a
gentamicina (aacC1) y kanamicina (aph(3')-lla), respectivamente, de acuerdo a lo descripto
en Materiales y Métodos (apartado 3.21.1). La Figura 4.2.11 muestra la secuencia de
nucleotidos correspondientes a los orfs pp0731 y pp4677, a partir de las cuales se disefiaron
los oligonucledtidos especificos para su amplificacion por PCR. Las correspondientes
amplificaciones se llevaron a cabo usando como molde ADN gendmico de P. putida KT2440.
Los sitios de restriccion usados para la posterior insercion de los cassettes de resistencias
estan subrayados.

>pp0731
ATGCCCACATTGGCGCGTGTGTTTCCGTTCGTCCGTCTTTTGGATTTGGCGAACATATTAACAATGTTCAATATCGGCCTGGCCTTCGGTACTG
TTTATTTTGCGTTGCARAGACGGTTTGTTCTGGCGGCGACGATGATTTGCCTGGCCGCGATGCTCGATTTCCTTGACGGCCACATAGCCCGGCG
CTACCTGGCTGCGAACAGCGCGCAACGGGCCTTCGGCAAGCATCTAGACAGTTTTGCCGACTTGCTCAATTTCAGCATCACGCCAGCCCTTGTC
ATCCTAATCCTCGACCAGTCTCTTTCGGCCACGCTGGCCGCAGTAACTCTGGTTTTCACGGCCATTTTGCGGCTATCGCTGTTTGGCATGCCCG
GCACATCGGCTGGCGGGGGATATCAGGGGCTACCCACCACATATTCAGGATTTGTCTTTGCGCTGGCGCTGATGGGGTTATCGGCCGGGCATTA
CGGTGCCGGTGTGATCGTCGGCCTAATGGCCCTGGTCGGCATCCTCCAGGTCACCAGCTTGAGAATTCCCAAGTATGGCGCACCTTCGACGGTC
GCTTGCTTCGCAATGCTGTTCGGGCTCAGCACTATTTACTTTCATCCCTGGTAA

>ppd677
ATGAGCGAACGTCCCGAAGAGCCGAACAAGCCCTCCGACGCCGARAGCCTGCTACCTGTCGATGAGCACGTTGARGAAGGGCATGACGCCGAAG
GCCGCAAGGTGCGCCACCGCGGCATCTACCTGTTGCCCARCCTGTTTACCACCGCCAACCTGTTTGCCGGTTTCTATTCCATCATCAGCTCGAT
GAGCGCACAGAGCGCCCTGAGTGCCGGCGACCCGCGCGAGGCGAGCARGTACTTCGCTTTTGCCGCTATCGCCATCTTCGTGGCCATGGTGCTC
GACGGCCTGGACGGCCGCGTTGCGCGCATGACCARTACCCAGAGTGCCTTCGGTGCCGAGTATGACTCGCTGTCGGATATGGTCGCCTTCGGCG
TGGCCCCGGCTTTGCTGGCCTTCGGCTGGGCGCTGGETGACATGGGCARGGTCGGCTGGATGGTTGCCTTCATCTATGTGGCCGGTGCCGCGTT
GCGCCTGGCGCGCTTCAATACCCAGGTCGGTACCGCCGACARGCGCTACTTCATCGGCCTGGCCAGCCCGGCTGCCGCCGGTGTGETGGCAGGC
ACCGTATGGGCGTTCAGCGACTACGGCATCCAGGGCTCCAAGCTGTCGTTCCTGETCGCECTGCTGGTGGCTGCTGCTGGCATGCTGATGGTCA
GCAACATCAAGTACAACAGTTTCAAGGAGCTGGACCTCAAGGGGCGCETCCCETTCGTGGCGATCCTGGCGGTGGTGCTGGTGTTTGCCGTCGT
GTTCAGCGACCCGCCGCGTATCCTGCTGTTGATCTTCCTTGCCTATGCAGCATCGGGGCCGATCCAGTTCCTGCTGAAGGCGCGCCGTCGCAAA
GCGTGA

Figura 4.2.11: Secuencia nucleotidica completa de los genes pp0731 y pp4677 de P. putida KT2440. En pp0731,
se sefala el sitio de restriccion interno para Xbal y en pp4677 el sitio interno de corte para Ncol, los cuales
fueron considerados para la correspondiente inactivacion de los genes.

Una vez obtenidas las construcciones deseadas: pp0731:aacC1 vy
pp4677::aph(3')-lla, fueron ligadas al plasmido suicida pKNG101, obteniéndose los
plasmidos pPB21 y pPB20, respectivamente, (Tabla 3.1), los que fueron electroporados a
células de P. putida A ATCC 12633 a fin de obtener las mutantes correspondientes. Las
mutaciones fueron corroboradas por PCR de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos
(apartado 3.23.1). Las mutantes obtenidas fueron denominadas P. putida PBO1
(pp0731homdlogo::aacC) y P. putida PB02 (pp4677homdlogo::aph(3’)-lla).
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Adicionalmente, los genes de P. putida A ATCC 12633 homélogos a pp0731 y a
pp4677, fueron amplificados por PCR vy ligados a pGem®T Easy (Promega), generando los
plasmidos pPB24 y pPB23, respectivamente (Tabla 3.1). Los fragmentos clonados fueron
enviados a secuenciar a Macrogen (Korea). Por andlisis de secuencia se determin6 que los
genes de P. putida A ATCC 12633 mutados, presentan una homologia de aproximadamente
de un 98 % con los orfs pp0731y pp4677 de P. putida KT2440.

4.2.10. Perfil fosfolipidico de P. putida PB01 y P. putida PB02.

Para determinar si las mutantes presentaban algin defecto en la sintesis de alguno
de sus PL, particularmente PC y/o PS, se evalu6 el perfil fosfolipidico de P. putida A ATCC
12633, P. putida PB01 y P. putida PB02. La Figura 4.2.12 muestra una TLC representativa
de los resultados obtenidos.

Ni
Ni

cL

PE
NI

Figura 4.2.12: Patron fosfolipidico de P. putida A ATCC 12633 (calle 1),
P. putida PB01 (calle 2) y P. putida PB02 (calle 3). Las células se
hicieron crecer en medio rico LB hasta una DOes0=0,2. En ese momento
se les adicion6 1uCi/ml de [1-”C]-acetato y se incubaron durante 2 hs.
Los PL fueron extraidos, separados por TLC desarrollada con
cloroformo:metanol:H.0 (65:25:4, viv) e identificados por comparacién
de sus Rf con testigos correspondiente.

Referencias: PE, fosfatidiletanolamina; PG, fosfatidilgliceroi; CL,
cardiolipina; PA, acido fosfatidico; PC, fosfatidiicolina; LPE,
lisofosfatidiletanolamina, NI: no identificado

PG
PC

PA/LPE

origen

Como se desprende del analisis de la Figura 4.2.12, P. putida PB01 (mutante
deficiente en el gen homoélogo a pp0731) carece de PC en su membrana (calle 2) mientras
que el perfil fosfolipidico de P. putida PB02 (calle 3), es semejante a lo observado en la
cepa salvaje (calle 1), detectandose la presencia de PC. Adicionaimente, cuando se
determind actividad PCS con extractos libres de células de P. putida A ATCC 12633 y
P. putida PB01, PCS solo fue detectada en los extractos libres de células provenientes de
P. putida A ATCC 12633 (35,80 x 0,13 nmol PC/min/ug prot). En conjunto, estos resultados
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indicaron que el gen homaélogo a pp0731 en P. putida A ATCC 12633 es el responsable de
la sintesis de PC.

La cuantificacion de PL de P. putida PB01 mostr6 como cambio mas notorio,
respecto a lo detectado en la cepa salvaje P. putida A ATCC 12633, un incremento del
130 % en el contenido de CL.

El incremento de PL aniénicos (An) compensando la falta de PC en membranas ha
sido observado en Brucella abortus y Acetobacter aceti (Hanada et al., 2001, Comerci et al.,
2006). B. abortus sintetiza PC a través de una actividad PCS colina dependiente. Si la cepa
salvaje de B. abortus se hace crecer en ausencia de colina exégena, no presenta PC en su
membrana y la falta de este PL zwiteridnico (Zw), es subsanada a través de un gran
incremento en los niveles de otro PL-Zw, PE y un pequefio incremento del PL anidnico PG.
La mutante de B. abortus deficiente en pcs, compensa la ausencia de PC con cambios
semejantes a los detectados en su cepa parental crecida sin colina exégena (Comerci et al.,
2006). Un comportamiento similar a este ha sido detectado en mutantes de A. aceli
deficientes en PMT (enzima involucrada en sintesis de PC) pero, a diferencia de lo
observado en B. abortus, el incremento de PG en esta cepa fue aproximadamente un 100 %
respecto a lo detectado en su cepa salvaje (Hanada et al., 2001).

La composicion de la membrana bacteriana y su funcionalidad han sido examinadas
de acuerdo al empaquetamiento de los lipidos que la constituyen. Goldfine (1984), sefiala
que en bacterias con alta proporcion de acidos grasos (AG) insaturados, la presencia de PC,
PG, CL y/o PS es necesaria para compensar el aumento del volumen de la membrana
provocado por la presencia de estos AG insaturados, a los efectos de mantener bicapas
estables. En diferentes especies de Pseudomonas los AG insaturados predominantes son:
acido palmitoleico (cis-A%-16:1), acido vaccénico (cis-A''-18:1) y C17:ciclopropano (acido
cis-9,10-metilenehexadecanoico) (Ramos et al., 1997, Schweizer, 2004). Para el caso
particuiar de P. putida DOT-T1, el porcentaje de C17:ciclopropano alcanza un 30 % (Ramos
et al., 1997).

Si bien para P. putida A ATCC 12633 no se ha realizado un analisis de los AG
constituyentes de los PL, los antecedentes antes mencionados permiten plantear que,
posiblemente el incremento de CL detectado P. putida PB01, sumado a posibles cambios en
la composicién de los acidos grasos de los PL, sea la estrategia eficaz para compensar la

falta de PC, estabilizando de esta manera la membrana celular.

Anteriormente y durante el andlisis de los miembros de la superfamilia de CDP-
alcohol fosfatidiltransferasa (apartado 4.2.7), se mostré, en términos de homologia, que
pp4677 podria codificar para una fosfatidilserina sintasa clase Il (PssAll).
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Cuando se llevo a cabo la expresion de PP4677 en el huésped heterélogo E. coli, se
detectd la presencia de PC (Figura 4.2.10). Sin embargo la interrupcién del gen homologo a
pp4677 en P. putida A ATCC 12633, no produce cambios significativos en la composicién de
sus PL, particularmente en lo que se refiere al contenido de PC y PE (Figura 4.2.12, calles
1 y 3). Estos resuiltados ponen en evidencia que en P. putida A ATCC 12633 el gen pp4677-
homdélogo no estaria involucrado en la sintesis de PC o PS o que, posiblemente, este gén no
sea funcional en este microorganismo. La detecciéon de PC en células de E. coli expresando
el gen pp4677, podria ser atribuida a que el gen fue amplificado desde el genoma de
P. putida KT2440 y no de P. putida A ATCC12633. En numerosas bacterias han sido
descriptos una amplia cantidad de genes no funcionales o pseudogenes (Mira y Pushker,
2005, Chih-Hormg y Howard, 2010). Para el caso particular de P. aeruginosa, Wilderman y
col. (2002) demostraron la existencia de un gen pmt no funcional. En la busqueda de
posibles genes involucrados en la biosintesis de PC en P. aeruginosa se seleccionaron dos
posibles candidatos, uno con homologia a la PCS de S. meliloti (39 % de identidad de AA) y
el otro con homologia a la PMT de Rhodobacter sphaeroides (35 % de identidad de AA).
Ambos candidatos fueron mutados y solo la mutante afectada en el gen homoélogo a pcs
resulté deficiente en la sintesis de PC. La no funcionalidad de PMT fue atribuida a ciertas
variaciones en el extremo amino terminal de la proteina, siendo éste algo mas hidrofébico
que el mismo extremo de la PMT de R. sphaeroides (Wilderman et al., 2002).

Considerando que la mutacién generada en P. putida PB02 no afectd la biosintesis
de PS y, consecuentemente, de PE, es factible proponer que en P. putida A ATCC 12633 la
sintesis de PS se lleve a cabo por medio de otra enzima.

Estudios genéticos y bioquimicos han revelado la existencia de dos subclases de
PSs: fosfatidilserina sintasa clase | (PSsAl), perteneciente a la superfamilia de las
fosfolipasas D y fosfatidilserina sintasa clase It (PSsAll), la cual forma parte de las CDP-
alcohol fosfatidiltransferasa (Matsumoto, 1997, Koonin, 1996). Analisis bioinformaticos
indicaron que PSsAll puede estar presente en eucariotas, eubacterias y archeabacterias,
mientras que PSsAl ha sido relacionada Unicamente a ciertas famias de las -
proteobacterias. Para el caso particular de Pseudomonas, algunas de las especies del
género pueden tener ambos genes responsables de la sintesis de PS, como es el caso de
P. fluorescens y P. syringae (Sohlenkamp et al., 2003).

En E. coli, ha sido descripto la secuencia completa del gen responsable de la sintesis
de PS (pssA/l) (Matsumoto, 1997 y citas incluidas). A partir de la secuencia de aminoacidos
de PSsAl de E. coli (EGP24480) examinamos el genoma de P. putida KT2440 en busca de
ORFs homdlogos. El analisis mostré como resultado del ORF, PP3664, el cual codifica para
una proteina de 442 aminoacidos, con un 44 % de identidad a PSsAl de E. coli. En funcién
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de ello, consideramos al orf pp3664 candidato de ser el responsable de participar en la
sintesis de PS. Hasta el momento no ha sido posible amplificar el fragmento
correspondiente a pp3664 a pesar que se realizaron cambios de ciclos de PCR, en la
temperatura de fusién, modificaciones en la concentracion de ADN, de ADN polimerasa y
remodelaciones de oligonucleétidos. Posiblemente se deban realizar otros cambios para
continuar, de ser necesario, con el andlisis de este gen (ver perspectivas). Cabe recordar
que el ORF PP3664, fue previamente seleccionado cuando se realizé la busqueda de genes
homélogos a la superfamilia de las PLDs (Tabla 4.1.1).

4.2.11. Complementacion de P. putida PB01.

P. putida PB0O1 fue complementada con pPB24 (Tabla 3.1), el cual contiene el gen
homédlogo a pp0731 amplificado desde el genoma de P. putida A ATCC 12633 ligado al
plasmido replicativo pBBRMCS-2 (Tabla 3.1). En paralelo, y como control negativo, la cepa
mutante fue complementada con pBBRMCS-2 vacio. La Figura 4.2.13 muestra el perfil
fosfolipidico de las cepas portando los plasmidos de interés.

Figura _4.2.13: Perfil fosfolipidico de P. putida PBO1
complementada. P. putida PB0O1/pBBRMCS-2 (calle 1) y de P.
putida PB01/pPB24 (calle 2) se hicieron crecer en medio rico LB
hasta una DOes0=0,2. En ese momento se les adicioné 1uCi/ml de
[1—“C]-aoetato y se incubaron durante 2 hs. Los PL fueron
extraidos y separados por TLC desarrollada con

origen | cloroformo:metanol:H;O (65:25:4). PC: fosfatidilcolina.

En esta figura puede observarse que la complementacion con el plasmido vacio
(pPBBRMCS-2) (calle 1), resulté en un perfil de PL cualitativamente semejante al de la cepa
mutante (Figura 4.2.12, calle 2), y que cuando P. putida PB01 fue complementada con
pPB24, los niveles de PC se restablecieron (calie 2).
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En conjunto estos resuitados ponen de manifiesto que en P. putida A ATCC 12633,
el gen homoélogo a pp0731, denominado de ahora en adelante pcs, es el responsable de
codificar para PCS y consecuentemente, esta involucrado de la sintesis de PC.

4.2.12. Caracterizacion fisiolégica de P. putida PB01.

Con el objetivo de determinar si la mutacién a nivel de pcs altera o no el crecimiento
bacteriano, P. putida PB01 y su cepa parental P. putida A ATCC 12633, se hicieron crecer
en medio rico LB o en HPi-BSM suplementado con fuentes preferenciales de C y N (glucosa
y NH,ClI, respectivamente) (Figura 4.2.14).
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Figura 4.2.14: Crecimiento de P. putida A ATCC 12633 (o) y de P. putida PB01 (m) en: (A) medio rico LB o en
(B) HPi-BSM en presencia de fuentes preferenciales de carbono y nitrégeno: Se realizaron extracciones
periédicas de muestras, a las cuales se le determiné el crecimiento por medicion espectrofotométrica de la
turbidez del cultivo a 660 nm.

E! crecimiento de P. putida PB01 en medio rico fue semejante a lo detectado en su
cepa parental (A). Sin embargo, cuando la cepa mutante se hizo crecer en medio salino, la
tasa de crecimiento fue algo menor, respecto a lo detectado en P. putida A ATCC 12633 (B).
Este fenotipo fue revertido, parcialmente, cuando P. putida PB01 fue complementada con
pPB24 (no mostrado). Cabe destacar que cuando P. putida PB0O1 se hizo crecer en medios
salinos en presencia de TDTMA como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia, no se
detectd crecimiento, aun manteniendo el cultivo en las condiciones adecuadas de agitacion
y temperatura durante mas de 5 dias. Si bien no es posible explicar este fenotipo, diferentes
autores han reportado deficiencias en el crecimiento bacteriano y en la movilidad celular
debido a la ausencia de PC (de Rudder et al., 2000, Minder et al., 2001, Hanada et al., 2001,
Medeot et al., 2009). Los PL han sido asociados al mantenimiento de la integridad de la
membrana celular formando bicapas estables y al ensamblaje y estabilidad de proteinas de
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membranas (Goldfine, 1984). Las funciones de estas proteinas dependen de las
propiedades fisico-quimicas determinadas por la composicién exacta de la bicapa y ciertos
cambios en el entorno lipidico pueden afectar la topologia y funcion de las mismas
(Matsumoto et al., 2006).

4.2.13. Efecto del aluminio en la sobrevida de P. putida PB01.

Como se menciond anteriormente, cuando P. putida A ATCC 12633 crece en
presencia de TDTMA como unica fuente de C y N, la adicién de AI"® al medio, necesario
para reanudar el crecimiento bacteriano y lograr la completa mineralizacién del QAC
(Liffourrena et al., 2008) provoca, entre otras modificaciones, un incremento en el contenido
de PC (Boeris et al., 2009 y Tabla 4.2.3). Un comportamiento similar se observa cuando P.
putida A ATCC 12633 crece con fuentes preferenciales de C y N (glucosa y NH,CI) y es
expuesta al ié6n (Tablas 4.2.4).

La Tabla 4.2.7 muestra los resultados obtenidos expresados como viabilidad celular
cuando células de P. putida A ATCC 12633, P. putida PB01 y las correspondientes cepas
complementadas se hicieron crecer en medios salinos con adicién de glucosa y NH,Ci y

fueron enfrentadas o no a TDTMA o AI*3,

Tabla 4.2.7: Recuento de células viables de en diferentes cepas de P. putida.

ufc/mi
P. putida A P. putida P. putida
s ATCC12633  [-PutidaPBO1  opni paRMCS2  PBO1/pPB24
Control 1,15x10% 1,30x10" 1,20x10" 1,46x10%
+ 50 mgN TDTMA 1,20x10" 5,50x10° 9,50x10" 7,00x10"
+0,1 mMAI"® 1,30x10" 5,50x10° 4,00x10° 1,50x10%2

P. putida A ATCC 12633, P. putida PB01, P. putida PBO1/pBBRMCS-2 y P. putida PB01/pPB24 se hicieron
crecer en HPi-BSM con fuentes preferenciales de C y N hasta final de fase exponencial. En ese momento los
cultivos fueron divididos y expuestos o no (control) a 50 mg/l de TDTMA o 0,1 mM de AICl;. Luego de 15 min de
exposicion se determind el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc). Los resultados son el promedio de
tres experimentos independientes.

Del analisis de esta tabla, se desprende que la viabilidad celular de P. putida A ATCC
12633 (columna 2) no se ve afectada por la adicién de TDTMA o de Al'® al medio de cultivo.
En la cepa mutante P. putida PB0O1 (columna 3), y a diferencia de lo observado para la cepa
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salvaje, la presencia del surfactante provoca una disminucién de 3 érdenes de magnitud en
el nimero de células viables. La disminucién de ufc es mucho mas notable (6 6rdenes de
magnitud) cuando estas células fueron expuestas a Al ya que solo 5,50x10° células
sobreviven a esta situacion de estrés. Cuando P. putida PB01 fue complementada con
pPB24 (Tabla 3.1), el fenotipo fue revertido (columna 5). En conjunto, estos resultados que
reflejan una mayor sobrevida de P. putida A ATCC 12633 y de P. putida PB01/pPB24 en
presencia del i6n, confirman la importancia de PC en la respuesta del microorganismo al

aluminio.

4.2.14. Deteccion de Al'* en membrana de P. putida A ATCC 12366 salvaje y mutante.

La Figura 4.2.15 muestra las fotografias de los resultados obtenidos por microscopia
de fluorescencia referidos a la deteccion de Al'® en las diferentes cepas de P. putida. La
deteccion del cation se llevdé a cabo utilizando el fluorocromo 2°,3,4°5,7-
pentahydroxyflavone (reactivo de Morin), compuesto que se une al Al"® formando un

Figura 4.2.15: Deteccion de A" en membranas: Las diferentes cepas de
P. putida fueron crecidas en medio rico LB hasta final de fase exponencial. A
continuacion, las células fueron inmovilizadas en portaobjetos y tratadas con
Morin segun se describe Materiales y Métodos. Los preparados fueron
analizados en microscopio de fluorescencia. (A) P. putida A ATCC 12633, (B) P.
putida PBO1, P. (C) putida PBO1/pPB24 y (D) P. putida PBO1/pBBRMCS-2. (E)
células de P. putida A ATCC 12633 tefiidas con morin sin adicion de aluminio
(control negativo).

complejo fluorescente Al-Morin (Browne et al., 1990).

.
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Como puede observarse, los spots de fluorescencia verde se encuentran
homogéneamente distribuidos a lo largo de la membrana celular. En concordancia con la
ausencia de PC, la intensidad de fluorescencia detectada en células de P. putida PBO1
(Panel B) es mucho menor que la que se observa en P. putida A ATCC 12633 (Panel A). La
intensidad de fluorescencia en la cepa mutante fue restaurada cuando la misma fue
complementada con pcs (Panel C). Cuando la complementaciéon se llevé a cabo con el
plasmido vacio (Panel D), la fluorescencia observada fue semejante a lo detectado en la
mutante P. putida PBO1.

Estos resultados, sumados a aquellos donde se demostré que en todas las
condiciones de cultivo ensayadas en las que estuvo presente el Al'® la cantidad de PC
siempre se modifico (Tablas 4.2.3 y 4.2.4), y basandonos en informacién bibliografica donde
ha sido demostrado que este i6n es capaz de interaccionar con los grupos fosfatos de los
PL, entre ellos PC y PS (Martin, 1986, Verstraeten et al., 1997, 2003, MacKinnon, et al,
2004, 2006), permitieron plantear un rol fisiolégico para PC en el que este PL actuaria como
un reservorio temporario del i6n a través de la formacién de complejos A**-PC.

El mecanismo propuesto implica la formacién, en la membrana de P. putida A

** libre que pueda ser toxico

ATCC12633, de complejos A**-PC los cuales, disminuirian el A
para el microorganismo. De esta manera, la formacién de estos complejos AP*-PC en la
membrana se constituyen en una herramienta para la detoxificacién del metal toéxico por un
mecanismo de bioadsorcién. Por otro lado, los complejos APF*-PC mantendrian disponible
AP* para cuando P. putida A ATCC 12633 necesite reducir los niveles de TMA acumulados
durante el crecimiento con TDTMA, lo cual contribuye a una eficiente utilizaciéon del
detergente por este microorganismo y su posible utilizacién como vehiculo para la remocién

de este contaminante.
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer las siguientes

conclusiones:

v La respuesta de P. putida A ATCC 12633 frente al estimulo provocado por el
detergente cationico TDTMA, durante cortos o largos periodos de tiempo, implica cambios
en la composicién de sus fosfolipidos de membrana, con disminucion en el contenido de

cardiolipina y aumento de los niveles de fosfatidilglicerol y acido fosfatidico.

v El notorio aumento en el contenido de fosfatidilglicerol y acido fosfatidico indicé que
las cargas negativas de las cabezas polares de los fosfolipidos son los factores primarios
implicados en la respuesta a TDTMA, utilizando principalmente acido fosfatidico para
neutralizar la alta densidad de carga positiva del grupo amonio cuaternario del detergente.

v La actividad fosfolipasa D detectada en células de P. putida A ATCC 12633, sumado
al incremento de esta actividad enzimatica que se detecta cuando las céluias se enfrentan a
TDTMA, conducen a proponer que esta enzima seria la responsable de catalizar ia hidrolisis
de cardiolipina generando, de manera rapida y eficaz, parte de los aumentos de acido
fosfatidico y fosfatidilglicerol necesarios para contrarrestar el daio inicial ocasionado por el

detergente.

v' La obtenciéon de una cepa mutante de P. putida A ATCC 12633 (P. putida GP01)
afectada en el gen homoélogo al orf pp5364 de P. putida KT2440 (descripto por homologia de
secuencia como cardiolipina sintasa (cls)) y al gen cis de P. putida DOT T1, cuyo contenido
y distribuciéon de cardiolipina en la membrana es semejante a lo que se detecta en la cepa
salvaje, permiten proponer: /) que en P. putida A ATCC 12633 existe otro gen responsable
de codificar para cardiolipina sintasa. i) La sintesis de cardiolipina se lleva a cabo a través
del accionar de otra actividad enzimatica que guarda cierta homologia con las cardiolipinas

sintasas, como es el caso de la fosfatidilserina sintasa clase |.

v El resultado que muestra que Ila cepa mutante P. putida GPO1 (cls
homdlogoAaacC1), ademas de contener niveles de cardiolipina semejantes a los de su cepa
parental, carece de actividad fosfolipasa D conduce a plantear que la mutacién generada en
el gen homdélogo a cardiolipina sintasa afecté una actividad fosfolipasa D, si bien no es
posible descartar, que dicho gen codifique para una actividad dual fosfolipasa D/cardiolipina

sintasa.

v El aumento de fosfatidilcolina detectado en células de P. putida A ATCC 12633
expuestas a Al conduce a proponer que este fosfolipido esta implicado en la respuesta

bacteriana a este metal toxico.
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v La sintesis de fosfatidilcolina en P. putida A ATCC 12633 ocurre soélo a través de la
via de la fosfatidiicolina sintasa. La actividad fosfatidilcolina sintasa es independiente de la
adicion exégena de colina y activada por la presencia de Al".

v" La obtenciéon de una cepa mutante de P. putida A ATCC 12633 (P. putida PB01)
afectada en el gen homoélogo al orf pp0731 de P. putida KT2440 (anotado por homologia de
secuencia como fosfatdilserina sintasa clase il) y al gen fosfatidilcolina sintasa de S. meliloti,
que carece de actividad fosfatidilcolina sintasa y, en consecuencia, de PC en la membrana,
confirmé que este gen es el responsable de la sintesis de fosfatidilcolina en P. putida A
ATCC 12633.

v Células de P. putida PB01 carentes de fosfatidilcolina y expuestas a Al** disminuyen

** que las

notablemente su viabilidad celular frente al i6n y contienen menor cantidad de A
membranas de la cepa salvaje, lo que confirma la importancia de fosfatidilcolina en la
respuesta bacteriana frente al estrés ocasionado por el metai y permite formular un papel
fisioldgico para fosfatidilcolina a través de la formacién de complejos AP*-PC. Estos
complejos estarian involucrados en la adsorcion del ibn a la membrana y mantendrian
disponible al mismo para cuando P. putida necesite disminuir los niveles de trimetilamina

intracelular, que se producen como consecuencia del metabolismo de TDTMA.

v Los resultados que muestran el aumento en el contenido de fosfolipidos totales y de
fosfatidilglicerol y acido fosfatidico cuando P. putida A ATCC 12633 crece con TDTMA como
unica fuente de C y N, sumados a los cambios estructurales donde se observa que la
presencia del surfactante no altera la integridad de la membrana celular, si bien se detectan
pequefas invaginaciones de membrana, la presencia de estructuras intracelulares
(pseudovacuolas) que, posiblemente, guarden relacién con el notorio incremento de
fosfolipidos totales detectados, y la liberacién vesiculas de membrana al medio, reflejan
distintas estrategias lievadas a cabo por el microorganismo para remediar los dafios
ocasionado por la presencia del surfactante. El incremento de fosfolipidos totales llevaria a
una menor adsorcion de TDTMA a la membrana celular, el aumento de acido fosfatidico a
neutralizar la carga positiva del detergente adsorbido y la liberacion de vesiculas a la
excrecién de compuestos no deseados, tal como TDTMA o productos de su metabolismo.
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En conjunto, los resultados presentados en este trabajo contribuyen al conocimiento de los
mecanismos adaptativos que le permiten a P. putida A ATCC 12633 contrarrestar el efecto
ocasionado por agentes que perturben la integridad de la membrana, tales como
detergentes catidnicos o metales toxicos. Estos mecanismos de adaptacion, que implican
modificacion en el contenido de fosfolipidos especificos por la acciéon de diferentes
actividades enzimaticas, sumados a la capacidad de P. putida A ATCC 12633 de crecer a
expensas de altas concentraciones de TDTMA y/o TDTMA/AI" muestra el potencial de esta
cepa para ser utilizada como vehiculo en los procesos de eliminacion de estos

contaminantes ambientales.
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Algunas perspectivas que se desprenden de este trabajo de Tesis se describen a

continuacion:

Obtener y caracterizar, frente al estrés ocasionado por TDTMA, cepas mutantes de P.
putida A ATCC 12633 afectadas en el gen homélogo a clIs2 (pp3264). En el apartado
4.1.9. de este trabajo se mostré que el analisis por BLASTP en busca de genes candidatos a
codificar para una proteina con actividad cardiolipina sintasa, arrojé diferentes ORFs.
Basados en los alineamientos de secuencia, considerando los valores de los diferentes
parametros brindados a partir de la busqueda informatica, uno de los posibles candidatos es
el orf pp3264, el cual se encuentra anotado por homologia de secuencia en P. putida
KT2440 como cis2. Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio han permitido clonar
un fragmento de 1,5 KB, amplificado por PCR a partir de ADN gendémico de P. putida A
ATCC 12633 del gen homologo a c/s2, cuyo alineamiento, mediante el uso de BLASTN del
NCBI, indicdé que el fragmento clonado posee 97 % de homologia con c/s2 de P. putida
KT2440. Se ha procedido a la inactivacion del gen de P. putida A ATCC 12633 homologo a
c/s2 mediante insercion del gen de resistencia a kanamicina (aph(3’)-/la). El constructo
obtenido, fue subclonado en el plasmido suicida pKNG101 y el plasmido obtenido, pRHO3,
electroporado en P. putida A ATCC 12633 y en P. putida GP01 a fin de obtener la mutante
simple P. putida RHO1 (cls2-homoblogo::aph(3’)-lla) y la mutante doble P. putida RHO2 (cls-
homdlogoAaacC1 y cls2-homblogo::aph(3')-lla), respectivamente. Las mutaciones
generadas fueron confirmadas por PCR y, hasta el momento, la caracterizacion a nivel de
fosfolipidos de estas cepas muestra que el contenido de CL y PG de P. putida RHO1 es
semejante a lo observado en la cepa salvaje P. putida A ATCC 12633, mientras que en P.
putida RH02 cardiolipina disminuyé un 50 % y fosfatidilglicerol incrementé aproximadamente
90 % respecto a lo detectado en la cepa salvaje. Parte de estos experimentos se estan
llevando a cabo en colaboracién con la alumna de Microbiologia Romina Heredia.

Expresar, purificar y caracterizar bioquimicamente la actividad PLD de P. putida
A ATCC 12633: Como se describié en apartado 4.1.8 de este trabajo, la mutacién generada
en P. putida GP0O1 a nivel del gen homdlogo a cls afectdé una actividad PLD. Sin embargo,
hasta el momento, no hemos podido descartar que el producto del gen homologo a c¢/s tenga
una actividad dual PLD/CLs. La cepa mutante P. putida GP01 ha sido complementada con
el gen homologo a cis de P. putida A ATCC 12633 (apartado 3.24), y la actividad PLD fue
restaurada. El Doctorando Gaston Lopez estd desarrollando los experimentos necesarios
para expresar y posteriormente purificar y proceder a la caracterizacion bioquimica de esta

enzima.
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Caracterizar las estructuras intracelulares (pseudovacuolas) y las vesiculas
extracelulares liberadas cuando P. putida A ATCC 12633 crece en presencia de TDTMA
como Unica fuente de C y N: Seria apropiado analizar el contenido y composicion de las
pseudovacuolas y vesicuias extraceluiares en cuanto a la presencia de TDTMA, aluminio y/o
algun producto del catabolismo del surfactante, como asi también analizar la composicién de
PL, proteinas y/o lipopolisacarido de las mismas, con la finalidad de aportar al conocimiento
de la funcién de estas estructuras celulares y a su biogénesis.

Obtener mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectadas en la sintesis de
fosfatidilserina (PS): La obtencién de una cepa mutante de P. putida A ATCC 12633
afectada en la sintesis de PS y, por lo tanto enriquecida en su membrana con fosfolipidos
aniénicos (principalmente CL y PG), permitiria determinar el papel que cumplen ios mismos
en la respuesta bacteriana al TDTMA. Como corolario de los resultados mostrados en este
trabajo de tesis se desprende que la mutacién generada en P. putida A ATCC 12633 a nivel
del gen homologo al orf pp4677 (posible pss clase ll) no afecté la sintesis de PS, lo que llevé
a plantear que este gen no es funcional en P. putida A ATCC 12633 y que otro gen es
responsable de codificar para una fosfatidilserina sintasa (apartado 4.2.10). Para llevar a
cabo la obtencion de las mutantes de P. putida A ATCC 12633 afectada en la sintesis de
PS, y de acuerdo al analisis bioinformatico realizado (apartado 4.2.10), seria apropiado el
estudio en P. putida A ATCC 12633 del gen homoélogo al orf pp3664 de P. putida KT2440.
PP3664 se encuentra anotado en la base de datos como una PSs clase | y presenta un 44
% de identidad de aminoacidos con la PSs clase | descripta en E. coli.

Analizar por cromatografia gaseosa la composicion de acidos grasos de los PL de
P. putida A ATCC 12633 expuesta o no a TDTMA y/o aluminio: En este trabajo de tesis se
estudiaron particularmente los cambios a nivel de las cabezas polares de los PL cuando P.
putida A ATCC 12633 fue expuesta a TDTMA o aluminio, contribuyendo al conocimiento
general del mecanismo adaptativo que le permite a este microorganismo crecer en
presencia de agentes que perturben la integridad de la membrana. Teniendo en cuenta que
los mecanismos adaptativos que implican cambios a nivel de PL de membrana incluyen,
ademas, modificaciones a nivel de acidos grasos de estos PL, seria necesario el analisis de
la composicion de los acidos grasos de los PL de P. putida A ATCC 12633 expuesta a
TDTMA y/o aluminio como asi también determinar la fluidez de la membrana celular bajo

estas condiciones desfavorables de crecimiento.
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Profundizar estudios de decontaminacién de aluminio por P. putida A ATCC 12633:
Teniendo en cuenta lo demostrado en este trabajo en cuanto a la participacion de PC en
respuesta a la presencia de aluminio, seria apropiado analizar si tal interaccién ocurre con
biomasa muerta y cual es el comportamiento si se utilizan células inmovilizadas en

diferentes matrices.
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Introduction

Abstract

Aims: The aim of this work was to establish if the response to tetradecyltri-
methylammonium (TDTMA), a representative quaternary ammonium com-
pound (QAC), involves changes in the phospholipid (PL) composition of
Pseudomonas putida A ATCC 12633.

Methods and Results: Pseudomonas putida was exposed to 50 mgl™' of
TDTMA for 15 min, and PL composition was analysed. With respect to control
values, phosphatidic acid and phosphatidylglycerol increased by 140% and
120%, respectively; cardiolipin decreased about 60%. In TDTMA-adapted bac-
teria, the most significant change was a 380% increase in phosphatidic acid.
Accompanying this change was a 130% increase in phosphatidylglycerol and a
70% decrease in cardiolipin. The changes in adapted cells were reverted after
two subcultures without biocide.

Conclusions: Pseudomonas putida responded to TDTMA through quantitative
changes in PLs with specific variations in the content of phosphatidic acid,
phosphatidylglycerol and cardiolipin. These modifications indicated that these
PLs are involved in cellular responses to QACs, utilizing phosphatidic acid
principally to neutralize the high positive charge density given for the ammo-
nium quaternary moiety from TDTMA.

Significance and Impact of the Study: The changes in PL composition give a
new insight about the response inflicted by Ps. putida when these bacteria are
exposed to QACs.

death of the bacterial cell (McDonnell and Russell 1999).
However, several reports have described intrinsic and

Quaternary ammonium compounds (QACs) are cationic
biocides widely included in antiseptic solutions and clin-
ical preparations. They are active against Gram-negative
and Gram-positive bacteria, some viruses, fungi and pro-
tozoa (Lopes 1986; McDonnell and Russell 1999). When
bacteria are exposed to QACs, the following sequence of
events has been proposed to occur: (i) adsorption of cati-
onic compound onto bacterial cell surface; (ii) diffusion
through the cell wall; (ili) binding to the cytoplasmic
membrane; (iv) disorganization of the cytoplasmic mem-
brane; (v) release of cytoplasmic constituents and (vi)

acquired resistance to these compounds, especially among
Gram-negative species (Russell et al. 1986; Szumala and
Pernak 1986; Jones et al. 1989; Langsrud and Sundheim
1997; Russell and Chopra 1996). The intrinsic resistance
to QACs in bacteria appears to be because of the cell wall
and the cell membrane (Nikaido 1994), and exclusion
mechanism (Li et al. 1995; Heir et al. 1998; Aase et al.
2000; To et al. 2002). It is well known that QACs can be
substrates for efflux pumps mechanisms in both Gram-
positive (Midgley 1994; Takiff et al. 1996; Heir et al.
1998, 1999) and Gram-negative bacteria (Paulsen et al.
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1996; Nagai et al. 2003). In addition, the relationship
between the membrane fatty acid composition and the
resistance of different bacteria to the activity of biocidic
QACs was studied (Jones et al. 1989; Guerin-Mechin
et al. 1999; Mechin et al. 1999; Loughlin et al. 2002; To
et al. 2002).

Some strains of Pseudomonas from the environment,
including Pseudomonas sp. and Pseudomonas fluorescens
have high resistance to QACs and are thought to be
responsible for biodegradation of QACs in activated
sludge (Dean-Raymond and Alexander 1977; van Ginkel
et al. 1992; Nishihara et al. 2000). Pseudomonas putida A
ATCC 12633 utilized the QAC tetradecyltrimethylammo-
nium (TDTMA) as a carbon and nitrogen source and was
capable of growing in media containing up to 50 mg 1™
of this compound (Liffourrena et al. 2004). This ability
has a great application for the bioremediation of contam-
inated sites and biotransformation of industrial wastes.
However, a little is known about the biochemical and
physiological basis of QAC tolerance by strains capable of
degrading these compounds. Therefore, the aim of this
work was to investigate if the response to TDTMA, a
QAG, involves changes in the phospholipid (PL) compo-
sition of Ps. putida A ATCC 12633. The first goal was to
determine the response when Ps. putida A ATCC 12633 is
exposed to TDTMA during a 15-min period. Considering
that changes induced by adaptation to QACs are fre-
quently unstable, the second goal of this study was to
determine the difference in PL composition when Ps. put-
ida A ATCC 12633 is adapted to grow at increasing con-
centrations of TDTMA.

Materials and methods

Organisms and culture conditions

Pseudomonas putida A ATCC 12633 was grown aerobi-
cally at 30°C, with shaking in a basal salt liquid medium
(HPi-BSM) (Lucchesi et al. 1989) with 20 mmol 1™ glu-
cose and 187 mmol I”' NH,Cl as the carbon and nitro-
gen source, respectively. The growth was measured by the
absorbance of the culture at 660 nm. The minimal inhibi-
tory concentration (MIC) of TDTMA (defined as the
lowest concentration which prevent an increase in turbid-
ity after 48-72 h incubation at 30°C (Mechin et al. 1999),
was determined in HPi-BSM with 20 mmol ™' glucose
and 187 mmol I"' NH,Cl in the presence of 10-
150 mg "' TDTMA bromide concentrations.

For determination of survival of Ps. putida A ATCC
12633, cells were grown in HPi-BSM with glucose and
NH,CI until the culture reached a turbidity of about 0-8-
1:0 at 660 nm. At this point, the culture was divided into
five parts: one part was kept as a control and to the rest, 10,
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50, 100 and 150 mg "' TDTMA was added. The number
of viable cells (CFU ml™") was determined by plating the
serially diluted cell suspension on LB plates before TDTMA
was added and at 10, 30, 60 and 120 min after TDTMA
addition (Duque et al. 2004). All experiments were con-
ducted in triplicate, repeated independently and the stand-
ard deviations (SDs) are shown as error bars in the figures.

Adaptation to growth in the presence of TDTMA

Pseudomonas putida A ATCC 12633 was cultivated in
HPi-BSM with glucose and NH,Cl containing gradually
increasing concentrations of TDTMA. The first range of
concentrations used was 10-30 mg ™', Bacteria showing
growth after 24-72 h in the presence of the high concen-
tration were used to inoculate the next culture series
(increasing by 10 mg 1" steps). Following the last culture
grown in the presence of TDTMA, successive subcultures
in HPi-BSM without TDTMA were made (de-adapted
cultures) (Mechin et al. 1999). The experiments were con-
ducted in triplicate, repeated independently and the SDs
are shown as error bars in the figures.

PL radiolabelling and extraction

Pseudomonas putida A ATCC 12633 was cultivated in
HPi-BSM with glucose and NH,Cl containing 1-5 X
10° Bq ml™' 32P-orthophosphate ([**P]-Pi), NEN Perkin
Elmer (Boston, MA, USA) (AE: 4 x 10° Bq mmol ™).
Cells were harvested at late exponential phase by centrifu-
gation at 8000 g for 10 min, in a Sorvall RCSC refriger-
ated centrifuge (Sorvall Dupont, Wilmington, DE, USA).
Pellets were washed twice with 0:9% (w/v) NaCl and used
for further studies. In experiments where the cells were
exposed during 15 min with TDTMA, when the culture
reached a late exponential phase (ODggg o of about 0-8),
the culture was divided in two parts: one part was kept as
a control and to the rest, 50 mg 1! TDTMA was added.
After 15 min, the cells were collected and washed twice
by centrifugation at 8000 g for 10 min, to eliminate the
unincorporated [**P]-Pi. The same procedures and condi-
tions were used for unlabelled samples. Lipids were
extracted from the cells according to the Bligh and Dyer
method (1959). The resulting lower phase was removed,
evaporated to dryness under a stream of nitrogen, and
dissolved in a suitable volume of chloroform/methanol
(9 : 1, v/v). Lipids were separated by thin-layer-chroma-
tography (TLC) plates (silica gel HLF, 250 microns, from
Analtech, Newark, DE, USA), developed with chloro-
form/methanol/water (65 : 25 : 4, by vol.). When neces-
sary, lipids were separated by two-dimensional TLC using
chloroform/methanol/acetone/acetic acid/water (20:7:
75:6:35 by vol) and chloroform/pyridine/formic
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acid (17:5:15: 35, by vol.) for the first and second
dimension, respectively (Wising and Behrbohm 1967;
Edman and Ericson 1987). All solvents were of analytical
grade. Separated lipids were detected with iodine vapours
and identified by comparison with authentic purified
standards purchased from Sigma. The position of radiola-
belled lipids was determined by autoradiography on Agfa-
Gevaert film (Mortsel, Belgium). Spots were scrapped off
the plates, and fractions were quantified by radioactivity
measured in a liquid scintillation counter (Beckman LS
60001 C; Fullerton, CA, USA). The experiments, carried
out in duplicate, were conducted fourfold.

Processing of nonradioactive samples

Aliquots of the extracts were taken for the determination
of total lipid phosphorus. Lipids were resolved using the
TLC procedure just described for labelled samples. PL
classes were scraped and the fractions were quantified by
phosphorus determination as described by Fiske and Sub-
barow (1925). The experiments, carried out in duplicate,
were conducted fourfold.

Protein determination

Protein concentration was determined by the methods of
Bradford (1976) with bovine albumin as the standard.

Results

Effects of TDTMA on growth of Pseudomonas putida A
ATCC 12633

In a basal salt medium containing glucose and ammonium
chloride, the MIC of TDTMA was 150 mgl™'. At
100 mg I"' of TDTMA, the lag phase was 20 h and the
doubling time was 8:6 h. With 50 mg I™' of TDTMA, the
doubling time was 8-1 h (Fig. 1a). The study of viability of
Ps. putida A ATCC 12633 tested at 100 mg I™' of TDTMA
indicated that the number of cells decreased 5 to 6 orders
of magnitude with respect to the initial number of bacteria;
with 50 mg I"! TDTMA, the bacterial survival was more
than 99% (Fig. 1b). Therefore, this latter concentration was
used for further studies. Pseudomonas putida A ATCC
12633 exhibited tolerance to highest concentrations of
TDTMA after successive subculturing in the presence of an
increased concentration of TDTMA. This TDTMA concen-
tration (280 mg 1I™") was about two times the value of the
MIC detected in nonadapted cells. The same adapted bac-
teria after two subcultures without TDTMA lost the
increased resistance to the QAC, followed by a higher

growth rate, and the MIC remained unchanged
(150 mg 1™").
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Figure 1 (8) Growth of Ps. putida A ATCC 12633 in HPI-BSM with
20 mmol 17! glucose and 18-7 mmol I=' NH4Cl in the presence of dif-
ferent TDTMA concentrations: (@) 0, (A) 10, (¥) 50, (¢) 100 and W
150 mg I". (b) Survival of Ps. putida A ATCC 12633 that was grown
in HPi-BSM with 20 mmol I™* glucose and 18-7 mmol ™' NH,CI until
the culture reached an ODeggp of 1. On this point, the culture was divi-
ded and the following TDTMA concentrations were added: (®) O, (A)
50, (¢) 100 and @@ 150 mgi~'. The number of viable cells
(CFU mi~") was determined at the indicated times by plating the seri-
ally diluted cell suspension on LB plates. Values are the means + SD
of three independent experiments.

Analysis of change in PLs composition

Response of Pseudomonas putida A ATCC 12633 exposed to
TDTMA during 15 min

No significant variation in the total amount of PL was
detected in 15 min treated bacteria with TDTMA with
respect to untreated cells, 839 £ 076, and 863 t
0-95 nmol PL per milligram of protein (n = 4), respect-
ively. These results were consistent with those obtained
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Table 1 Effect of YDTMA on PL composition of Ps. putida ATCC 12633

Control* TDTMA (15 min)t

nmal PL per Bqg per milligram nmol PL per Bg per miltigram
PL milligram of protein of protein DL (%) milligram of protein of protein DL (%)
PE 570 + 025 335-13 = 1428 76-63 = 4-50 495 + 0-44 325-35 + 3535 72:84 x 690
PG 046 + 014 2763 + 749 6-49 x 1-95 090 x 0-15 64-01 + 992 1461 x 2:25
CcL 043 = 007 2592 + 430 606 £ 1-00 0-16 + 0-01 1108 + 0-70 2:57 + 016
PA 0035 + 0-01 211 £ 0N 056 + 0-24 0-07 + 0-03 6-30 + 1-69 1-30 + 0-49
PC 013 £ 004 812 + 256 1-90 + 0-60 011 £ 0-02 639+ 276 1-87 + 043
LPE 0-33 + 002 1982 + 16 4-65 + 0-37 0-40 = 0-03 28-54 + 2-44 660 = 0-56
Others 027 + 018 3851 + 1-36 371 £ 032 030 + 010 1893 + 628 031 2 004
Zw/An 665 + 026 650 = 0-80 6:34 + 0-50 456 + 0-20 4-18 x 0-40 4-49 x 0-29

[32P]-Pi (1-5 x 10° Bq ml™") was added when Bq per milligram of protein was measured. Phospholipids were resolved by TLC and levels of radioac-
tivity (columns 2, 5) or inorganic phosphorus (columns 1, 4) were determined as described in section "Materials and methods’.

PL, phospholipids; DL, Distribution of label;, PE, Phosphatidylethanolamine; PG, phosphatidylglicerol; CL, cardiolipin; PA, Phosphatidic acid; PC,
phosphatidylcholine; LPE, lisophosphatidylethanolamine; Zw/An: ratio zwitterionic to anionic PL. Results are expressed as mean values + SD
(n=4).

*Cultures were grown with glucose and NH,Cl at late exponential phase.

+Cultures were grown with glucose and NH,Cl at late exponential phase, and 50 mg |I”' TDTMA was added. After 15 min, the cells were
collected.

by incorporation of [*’P]-Pi into total lipids of Ps.
Putida, 428 + 090 and 415 * 0:46 Bq per milligram of
protein (n = 4), for cells control and treated, respectively.
Table 1 represents the PL patterns of Ps. putida A ATCC
12633 growing exponentially in basal medium in the pres-
ence or absence of TDTMA. In this latter case, about
76% of the total polar head groups were phosphatidyleth-
anolamine (PE), and the remaining head groups were

distributed between phosphatidylglicerol (PG), diphos-
phatidylglycerol or cardiolipin (CL) and lisophosphatidy-
lethanolamine (LPE) (Table 1, column 3). Phosphatidic
acid (PA), and phosphatidylcholine (PC) were two minor
PL, and phosphatidylserine (PS) was not detected. In cells
exposed to TDTMA for 15 min, the PL pattern was quali-
tatively the same as that observed in the absence of
TDTMA (Table 1, columns 4-6) but the amount of each

Table 2 Phospholipid composition in TDTMA adapted and de-adapted Ps. putida ATCC 12633

Control* Adapted cellst De-adapted cellst

nmol PL per nmol PL per nmol PL per
PL milligram of protein DP (%) milligram of protein DP (%) milligram of protein™’ DP (%)
PE 570 + 0-25 7563 + 3-25 610 £ 0-22 70-01 = 530 6-28 + 0-30 757 £ 532
PG 046 + 014 635 x 1-82 1110 £ 015 11-26 x 1-40 048 + 015 582 + 1-30
CL 043 + 0-07 619 + 1-05 0-12 + 0-05 1-44 + 0-52 048 + 012 5-84 + 1-52
PA 0-035 + 0-01 060 + 0-14 017 £ 004 20 £ 0-23 007 = 002 0-89 + 0-13
PC 013 + 0-04 171 £ 0-20 018 + 004 2-0 + 0-50 017 + 0-04 2-14 + 045
LPE 0-33 + 002 429 + 017 057 £ 020 664 + 052 0-39 + 0-08 455 + 052
Others 027 + 018 523 + 0-32 0-44 + 0-18 559 + 1-30 0-41 + 009 5-06 + 0-30
Zw/An 665 + 0-26 621 x 0-50 5-39 + 0-50 5-30 + 0-30 664 + 0-60 657 + 0-66

Phospholipids were resolved by TLC and levels of inorganic phosphorus were determined as described in section ‘Materials and methods’.

PL, phospholipids; DP, distribution of phosphorus; PE, Phosphatidylethanolamine; PG, phosphatidylglicerol; CL, cardiolipin; PA, Phosphatidic acid;
PC, phosphatidylcholine; LPE, lisophosphatidylethanolamine; Zw/An: ratio zwitterionic to anionic PL. Results are expressed as mean values + SD
(n = 4).

*Cultures were grown with glucose and NH,Cl at late exponential phase.

+Cultures were grown with glucose and NH4Cl containing gradually increasing concentrations of TDTMA. The adaptation corresponds to
280 mg I™! of TDTMA.

{Adapted-cells were subcultivated without TDTMA. The de-adaptation corresponds to two subcultures.

© 2007 The Authors

Journal compilation ©@ 2007 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 103 (2007) 1048-1054 1051







Ps. putida: biocides and lipids

individual PL, measured by Pi concentration (column 4)
or [**P]-Pi (column 5), changed. Thus, the level of CL
decreased about 60% with respect to the control, with a
concomitant increase in PA and PG (about 140% and
120%, respectively). In contrast, the level of PE and PC
did not change significantly. The ratio of zwitterionic
(PE, LPE, PC) to anionic (PG, CL, PA) PL decreased
approx. 32%, mainly as a consequence of the increment
of PG and PA. The PG/CL relationship (calculated from
the mass values given in Table 1, column 1 and 4), in the
cells exposed to TDTMA increased with respect to
untreated cells approx. 6 : 1. This observation was con-
firmed by the results demonstrating that the incorporation
of [*>P]-Pi in CL relative to PG is significantly reduced in
TDTMA-treated cells (Table 1, column 5).

Response of adapted Pseudomonas putida A ATCC 12633
to TDTMA

In this case the most significant change associated with
the stress was the increase of 380% in PA with respect to
the content in untreated cells. Accompanying this change
was the increment of 130% in PG and a 70% decreased
CL (Table 2, columns 3 and 4). The relationship of zwit-
terionic to anionic PL decreased 20% mainly as a conse-
quence of the PA increase. The same adapted bacteria
after two subcultures without TDTMA lost the increased
resistance to the QAC. The PA content increased near
100% and the rest of the PL pattern was similar to that
seen in untreated cells (Table 2, columns 5 and 6).

Discussion

The above results indicated that the action of TDTMA on
Ps. Putida A ATCC 12633 was similar to the action des-
cribed for other QACs. The MIC detected for TDTMA in
Ps. putida A ATCC 12633 was similar to those reported
for benzalkonium chloride or dodecyl dimethylammoni-
um chloride against other Pseudomonas (Langsrud and
Sundheim 1997; Langsrud et al. 2003). The reversible
adaptive response and the resistance of Ps. Putida A
ATCC 12633 to the bactericidal activity of TDTMA
dependent on the presence of the biocide seemed to be a
characteristic of the bacterial adaptation (Heinzel 1998).
Apparently, this adaptation to TDTMA might involve an
initial mechanism producing changes at membrane levels
involving the PL composition of Ps. putida A ATCC
12633. In the absence of TDTMA, the PL composition of
this strain was similar to that described for other fluores-
cent Pseudomonas cultivated in nonstressed conditions,
such as Ps. aeruginosa (Albelo and Domenech 1997); Ps.
putida DOT-T1 (Ramos et al. 1996); Ps. putida ldaho
(solvent-tolerant) and Ps. putida MW1200 (solvent-sensi-
tive) (Pinkart and White 1997). As in the presence of the
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biocide PG and PA showed the greatest changes with
respect to nontreated cells it is possible that these PL, by
their anionic characteristics, were initially and consecu-
tively damaged by TDTMA and need to be replaced more
rapidly. As the amount of CL decreases, it is possible that
the turnover of CL might be an efficient method to
replenish PG and PA pools, through the action of a
phospholipase hydrolysing CL, a phospholipase p enzyme
present in Gram-negative bacteria such as E. coli, Pr. vul-
garis and Ps. aeruginosa (Cole and Prouxi 1975). Altera-
tions in the membrane could activate this enzyme,
resulting in the release of PA and PG, which finally would
result in the maintenance of the integrity of the cell
envelope. The PG/CL ratio of 6:1 observed in cells
exposed to TDTMA, with respect to untreated bacteria,
may indicate that these changes could also involve a
decreased activity of other enzyme, a cardiolipin synthase,
which was detected in Ps. Putida, and is capable of cataly-
sing the synthesis of CL by the condensation of two PG
molecules (Palmer ef al. 1991; von Wallbrunn et al
2002). Independent of the phospholipases acting on dif-
ferent PL species, it is clear that the major bacterial
response in TDTMA-containing media is to produce a
highly negatively charged membrane, given in this case by
an increase of the anionic PL, PA and PG, probably to
neutralize the positive charge found in the trimethylam-
monium moiety from TDTMA.
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Introduction

Abstract

Aims: To evaluate the effect of tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB)
and aluminium stresses on the phospholipid (PL) composition of Pseudomonas
putida A ATCC 12633.

Methods and Results: Pseudomonas putida were grown with TTAB in the pres-
ence or absence of AlCl;, and the PL composition was analysed. The presence
of TTAB resulted in an increase in phosphatidylglycerol and phosphatidic acid
levels (6- and 20-fold, respectively) with respect to the levels in cells grown
without the surfactant. With AICl;, phosphatidylcholine (PC) increased (three-
fold) and cell-free extracts contained approximately threefold more phosphati-
dylcholine synthase activities than extracts without AICl;, indicating that the
PC level is dependent upon activation of this enzyme.

Conclusions: The negative charges of the headgroups of PL are the primary
membrane-associated factors for the response to TTAB. PC are involved in cel-
lular responses to binding AI** and should be viewed as a temporary reservoir
of available AI** to allow a more efficient utilization of TTAB by Ps. putida.
Significance and Impact of the Study: The changes in the PL of Ps. putida in
the presence of TTAB and AlCl; indicate that different responses are utilized
by bacteria to maintain optimal PL composition in the presence of such envi-
ronmental pollutants.

phospholipid (PL) content of the membrane (Nikaido
1994), as well as exclusion mechanisms by multi-drug

Quaternary ammonium compounds (QACs) are commer-
cially available chemicals commonly used as biocides or
disinfectants in a variety of products, such as cosmetics,
antiseptic solutions, textile finishes, house-cleaning prod-
ucts and fabric softeners (Macdonnell and Russell 1999;
Gilbert and Moore 2005; Zhao and Sum 2007). The bio-
degradability of QACs, which are released into the envi-
ronment, may be limited by their antimicrobial activity
(Nishiyama et al. 1995), but some species of bacteria,
notably strains of Pseudomonas, have high resistance to
QAC:s and are thought to be responsible for the biodegra-
dation of QACs in activated sludge (van Ginkel et al
1992; Nishihara et al. 2000; Takenaka et al. 2007). Several
reports have described intrinsic and acquired resistance to
these compounds because of the changes in the acidic

© 2009 The Authors

efflux pumps (Aase et al. 2000; To et al. 2002; Gilbert
and Moore 2005). In Pseudomonas putida A ATCC 12633,
the adaptive response and resistance to the bactericidal
activity of the QAC tetradecyltrimethylammonium bro-
mide (TTAB) involve an initial mechanism producing
changes at membrane levels involving specific variations
in the content of phosphatidic acid (PA), phosphatidyl-
glycerol (PG) and cardiolipin (CL) (Boeris et al. 2007).
In addition to the above data, we have recently dem-
onstrated that Ps. putida A ATCC 12633 use TTAB as a
sole carbon, nitrogen and energy source and that more
efficient TTAB degradation was obtained when the
culture was supplemented with 01 mmol I"' of AlCl,
(Liffourrena et al. 2008). Aluminium (A**) is known to
interfere with the normal functioning of most cellular sys-
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tems and, in general, induces changes in the properties of
the plasma membrane, including membrane potentials
(Silva et al. 2001), peroxidation of membrane lipids (Cak-
mak and Horst 1991) and membrane integrity (Martinez-
Estévez et al. 2003). During growth in media containing
elevated concentrations of aluminium, bacteria developed
several strategies to overcome the metal stress: active
efflux, intracellular sequestration, precipitation and bio-
transformation (Ledin 2000; Hamel and Appanna 2003).
The formation of an Al**—trimethylamine complex,
detected in Ps. putida A ATCC 12633 grown with TTAB,
is also considered to enable the bacteria to overcome the
possible damage caused by aluminium (Liffourrena et al.
2008). This finding plus the fact that there are important
changes in the composition of PL in the Ps. putida A
ATCC 12633 membrane exposed to TTAB (Boeris et al.
2007) led us to examine the effect of TTAB and AP’* in
more detail. The results presented here indicated that
in the presence of both compounds, significant increase
in phosphatidylcholine (PC) was detected and that this
increase can be attributed to the activation of phosphati-
dylcholine synthase (PCS) activity. The potential physio-
logical role of PC as a temporary reservoir of available
AP* is also discussed.

Materials and methods

Organisms and culture conditions

Pseudomonas putida A ATCC 12633 were grown aerobically
at 30°C, with shaking, in a basal salt liquid medium
(HPi-BSM) (Lucchesi etal 1989) with 50 mg!™!
(0-15 mmol I"') TTAB as the carbon and nitrogen source.
At the beginning of the stationary phase (Dggso = 04),
approximately after 48 h, the culture was divided, and
growth continued in the presence or absence of 0-1 mmol 17
AlCl;. To prevent loss of TTAB by adsorption on glass sur-
faces, all glassware used was conditioned by overnight treat-
ment with an aqueous 5 mg [”' TTAB solution (Fernindez
et al. 1996). To control cultures, bacteria were grown in
HPi-BSM with 20 mmol I"! glucose and 187 mmol 1™
NH,Cl. Growth was measured as attenuance at 660 nm
{Desso) with a spectrophotometer (Beckman DU 640).

Phospholipid extraction

Cells of Ps. putida A ATCC 12633 cultivated in HPi-BSM
with TTAB or with glucose and NH,Cl were harvested at
late exponential phase by centrifugation at 8000 g for
10 min in a Sorvall RC5C refrigerated centrifuge. Pellets
were washed twice with 0:9% (w/v) NaCl and used for fur-
ther studies. In experiments where the cells were exposed to
AICl;, when the culture reached a late exponential phase,
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the culture was divided into two parts: one part was kept as
a control, and to the other, 0-1 mmol 1™} AICl; was added.
At different times (15 and 180 min), aliquots of the cells
were collected and washed twice by centrifugation at 8000 g
for 10 min. Lipids were extracted from the cells according
to the Bligh and Dyer (1959) method and separated by
thin-layer-chromatography (TLC) plates (silica gel HLF,
250 microns; Analtech, Newark, DE) according to Boeris
et al. (2007). Separated lipids were detected with iodine
vapors and identified by comparison with authentic puri-
fied standards purchased from Sigma. PL classes were
scraped and the fractions were quantified by phosphorus
determination as described by Fiske and Subbarow (1925).
The experiments, carried out in duplicate, were performed
three times.

Determination of PCS activity

Cell suspensions of Ps. putida A ATCC 12633 grown at the
beginning of the stationary phase were harvested by centri-
fugation at 10 000 g for 10 min at 4°C, washed with 0-9%
(w/v) NaCl, and resuspended in 20 mmol 1I"! HCI-Tris
buffer, pH 8. Washed cells were disrupted 10 times, for
10 s each time, by sonication in an ice bath at 20 000 Hz
using a Vibra cell ultrasonic processor (Sonics & Materials
Inc., Newtown, CT). Whole cells and cell debris were
removed by centrifugation, and the supernatant of the cell
extracts was used for the determination of PCS as described
by Martinez-Morales et al. (2003). The reaction mixture
contained 50 mmol I”'  HCI-Tris buffer, pH 8,
10 mmol I"' MnCl,, 345 umol I"' cytidine diphosphate-
diacylglycerol (CDP-DAG), 02% (w/v) Triton X-100,
100 umol 1! choline and 1 mg ml™" protein. When neces-
sary, cell-free extracts were dialysed at 4°C against
10 mmol "' HCl-Tris buffer, pH 8. AI** in the dialysed or
undialysed extracts was measured as described below. The
production of PC, the product of the PCS action, was fol-
lowed by HPLC as described by Carelli et al. (1997). The
concentration of PC was calculated by calibration graphs
constructed previously. Unit enzyme activity was expressed
as nmol of PC per min per ug protein. Protein concentration
was determined by the method of Bradford (1976) with
bovine albumin as the standard.

AP* determination

AP* in the dialysed or un dialysed cell-free extracts was
determined using the fluorochrome 2’,3,4’,5,7-pentahydr-
oxyflavone (morin reagent; Sigma Chemical Co., USA)
according to Liffourrena et al. (2008). Briefly, stock solu-
tion of morin was prepared in absolute ethanol, and ade-
quate fresh solution was prepared by appropriate dilution
with glass-distiled water. Aliquots of the extracts were

© 2009 The Authors

492 Journal compilation © 2009 The Society for Applied Microbiology, Letters in Applied Microbiology 49 (2009) 491-496






P.S. Boeris et al.

incubated with 0-3 mmol I"' morin for 30 min, and the
fluorescence of A**-morin complex was measured with a
Fluoromax-3 spectrophotometer (Jobin Yvon Inc., Edison,
NJ) using excitation and emission wavelengths of 440- and
520-nm, respectively. The concentration of AI>* was calcu-
lated by calibration graphs constructed previously by
plotting the fluorescence intensity of AI>*~morin complex
vs AP** concentration.

To detect AP* in cells, Ps. putida A ATCC 12633 were
grown with TTAB until the culture reached a turbidity of
about 0-40 at 660 nm. At this point, the culture was divided
into two parts. One part was kept as control, and to the
other, 0-1 mmol ™' of AICl; was added. After 15 min, the
cells were harvested by centrifugation at 8000 g for 10 min,
washed twice with 0:9% (w/v) NaCl and diluted in HPi-
BSM to Dggo around 0-1. Cells were immobilized on a
microscope slides by desiccation, treated with 10 umol 1™
of AlCl; for 10 s, to allow incorporation of the ion into the
membrane, and then washed with 0-9% (w/v) NaCl. Cells
were stained by the addition of 10 gmol I”' morin during
30 s. The slides were washed with 0:9% (w/v) NaCl to
eliminate the fluorochrome not united. Samples were
observed with a Zeiss microscope (Axiovert 135; Zeiss,
Germany) equipped with an Axiocam camera.

Resuits
Change in the PL composition of Pseudomonas putida
A ATCC 12633 grown with TTAB with and without AlCl,

Table 1 shows the PL patterns of Ps. putida A ATCC
12633 growing exponentially in basal medium with TTAB

Pseudomonas putida: phospholipid and poliutants

and with NH,Cl and glucose. In this latter case, in close
agreement with our previous reports (Boeris et al. 2007),
about 76% of the total polar headgroups were phosphati-
dylethanolamine (PE), while the other components — PG,
diphosphatidylglycerol or CL, PC and lisophosphatidy-
lethanolamine (LPE) — ranged from 2% to 6%. PA was a
minor PL (0-5%) (Table 1, column 2). In cells grown
with 50 mg I"! (0-15 mmol 1I"!) of TTAB as the sole car-
bon, nitrogen and energy source, the PL pattern was
qualitatively the same as that observed in the absence of
TTAB, but the amount of each PL changed. PG and PA
showed greatest changes with an increase of about 6- and
20-fold, respectively (Table 1, column 3). Thus, the ratio
of zwitterionic (PE, LPE, PC) to anionic (PG, CL, PA) PL
decreased approximately threefold, mainly as a conse-
quence of the increment of PG and PA. Interestingly,
with respect to cells grown with TTAB, treatment with
AP** during 15 min resulted in an increase in CL and PC
(three- and fourfold, respectively), while the content of
the other PL was similar to that seen in untreated cells
(Table 1, column 4). The molar ratio of PC/PE increased
(004-0-21). Prolonged treatment with AI’* (180 min)
also resulted, respect to cells growing exponentially with
TTAB in the absence of this ion, in an increased level of
CL and PC (four- and twofold, respectively) with a con-
comitant decrease of PA (threefold). The observed changes
in the relative percentages of each PL detected in this case
maintain the ratio from zwitterionic to anionic PL and a
molar ratio PC/PE similar to control values (Table 1, col-
umn 5). The AP’* in the membrane of cells grown with
TTAB and exposed or not to ion were visualized
using the fluorochrome 2’,3,4',5,7-pentahydroxyflavone.

Table 1 PL composition of Pseudomonas
putida A ATCC 12633 grown with

nmol PL mg per protein

glucose-NH,4Cl or TTAB in the presence or PL

Glucose + NH,Cl TTAB TTAB* + AlCH; TTABY + AICl3
absence of AICl;

CL 087 + 007 (6:0) a 121£01339b 3-86 + 0-47 (10-4) ¢ 466 £ 0-80 (13:2) ¢
PE 1112 £ 025(766)a 1611 £ 2:35(52:9) b 1563 = 1:23(42-2) b 1913 £ 249 (540) b
PG 093 £ 014 (64) a 619 + 0:37 (20-3)b 650+ 0-89 (176) b 565 + 0:57 (16:0) b
PC 027 £ 004 (19) a 072 £+ 0-28(24) a 334 £ 001 90) b 157 + 0-16 (4-4) ¢
LPE 067 + 0-02 (4-6) a 166 + 0-36 (55) b 198 + 0-11 (53) b 2:29 £ 046 (6:5) b
PA 007 + 001 (O5) a 1443 + 0-09 (47) b 154 £ 018 (42) b 048 + 013 (1+4) ¢
Others 058 + 0-02 (4-0) a 315+ 005(103)b 415+ 002{(11-2) ¢ 163 % 0-10 (4-6) d
Zw/An 645 209 175 2-13

PC/PE 0-02 0-04 021 0-06

© 2009 The Authors

Cultures were grown with glucose and NH,Cl or TTAB at late exponential phase, and 0-1 mmol ' of
AlCI3 was added. After 15 min* or 180 mint, the cells were collected and PL were extracted. PL were
resolved by thin-layer chromatography and quantified.

Values with the same letter within a row are not significantly (P < 0-05) different according to the ano-
va test. Results are expressed as mean values « SD (n = 3)

PL, phospholipids; CL, cardiolipin, PE, phosphatidylethanolamine, PG, phosphatidyiglycerol, PC,
phosphatidylcholine; LPE, lisophosphatidylethanolamine; PA, phosphatidic acid; TTAB, tetradecyltrime-
thylammonium bromide; Zw/An, ratic of zwittenonic to anionic PL.

Numbers in parentheses indicate the percentage of the total PL content (mol phosphorus).
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Table 2 Influence of AP* on phosphatidylcholine synthase (PCS)
activity of Pseudomonas putida A ATCC 12633

APR* nmol PCS activity

per mg nmol PC per min
Cell-free extracts protein per ug protein
TTAB ND 50-8 + 013
TTAB + AICl3 15 min 682 + 0-02 1686 x 2:35
TTAB + AlCl3 15 min* 1-02 + 0-01 40-8 + 0-37
TTAB + AlCl3 180 min 6-86 + 0-03 1298 + 0-28
TTAB + AlCl3 180 min* 0-96 + 0-01 394 + 0-36

Pseudomonas putida A ATCC 12633 was grown with TTAB at
late exponential phase, and 0-1 mmol I=' of AICl; was added. After
15 or 180 min the cells were collected, washed, disrupted by sonica-
tion and the supernatant of the cell extracts were used for PCS and
AI** determination.

Values are means = SD (n = 3).

ND, not detected; TTAB, tetradecyltrimethylammonium bromide.
*Cell-free extracts were dialysed at 4°C against 10 mmol I' HCI-Tris
buffer, pH 8.

In Ps. putida exposed to ion, the pattern of distribution
of green fluorescence is quite similar to that cells not
treated but a high level of fluorescence intensity was
visualized in the cell membranes, consistent with the
presence of more AP content (not shown).

PCS activity in cell-free extracts

Cell-free extracts obtained from Ps. putida A ATCC 12633
growing exponentially with TTAB and exposed to Al** dur-
ing 15 or 180 min contained approximately threefold more
PCS activity than the cell-free extracts from TTAB
(Table 2). When these cell-free extracts were extensively
dialysed, the concentration of AI>* decreased from about 7
to 1 nmol mg™' protein and in these extracts the PCS
activity was similar to the activity detected in extracts from
cultures without AICl; (Table 2). When the enzyme activity
was measured in the reaction mixture with cell-free extracts
dialysed, in the presence of 0-1 mmol "' AP* activation of
PCS occurred [109 + 3 nmol min~' per pg protein
(n = 3)], indicating that A" is an activator of the enzyme.

Discussion

The results indicated that the growth of Ps. putida
A ATCC 12633 on TTAB involves changes at membrane
levels involving the PL composition. In the presence of
TTAB, PG and PA showed the greatest changes, indicat-
ing that the negative charges of the headgroups of PL are
the primary membrane-associated factors affecting the
response of Ps. putida A ATCC 12633 to TTAB. In the
long-term response of Ps. putida A ATCC 12633 to TTAB
and in TTAB-adapted bacteria, the most significant

P.S. Boeris et al.

change detected was also an increase in PA and PG levels,
but accompanying these changes, the amount of CL
decreased (60%) (Boeris et al. 2007). In contrast to this,
in cells grown with TTAB, the level of CL did not change
considerably (Table 1). This result clearly indicates that
the decrease in CL, although important for the initial
response to TTAB, is not essential when Ps. putida are
grown with TTAB as the sole carbon and nitrogen source
and that the increase in PA (20-fold) plays an important
role in the cellular responses to QACs, probably to neu-
tralize the positive charge found in the trim-
ethylammoniun moiety from TTAB.

Aluminium is known to interfere with the normal
functioning of most cellular systems, but to combat metal
stress, numerous organisms elaborate strategies, such as
active efflux, intracellular sequestration, volatilization and
biotransformation (Ledin 2000). Previous studies in our
laboratory have demonstrated that Ps. putida A ATCC
12633 are capable of sequestering AI** when the bacteria
are grown in the presence of TTAB, by the formation of
a soluble Al3+——trimethylamine complex (Liffourrena et al.
2008). In spite of this role, the AP* induces different
changes in the properties of the bacterial membrane. In
cells of Ps. putida A ATCC 12633 grown with TTAB and
exposed to AI’* for 15 min, an increase in CL and PC
(about fourfold) was detected. Thus, the molar ratio
PC/PE increased (0-04-0-21), which suggests a transitory
decrease in the membrane fluidity (Senault et al. 1990;
Bangur et al. 1995). The increase in PC and CL levels was
maintained during prolonged AP’* treatment (180 min),
with a concomitant decrease of PA (threefold), but the
observed changes in the relative percentages of each PL
maintain a molar ratio PC/PE similar to those detected
in cells grown with TTAB as the sole carbon and nitrogen
source (0-04 and 0-06, respectively). Consequently, cells
adapt to external stimuli by altering the lipid composition
such that the bilayer fluidity remains relatively constant
and maintains the homeostasis of the cell.

Because the PC amounts were always modified in all
the conditions tested in the presence of AlICl;, we suggest
that this PL may be involved in the bacteria response to
binding AP>* and allowed us to formulate a physiological
role of PC as a temporary reservoir of available AI**. This
assumption is in agreement with the presence of more
AI** content in the cell membranes and with previous
studies demonstrating that in multilamellar vesicles, Al**
binds to the phosphate group of PC (MacKinnon et al.
2004, 2006). The mechanism proposed for this benefit
effect is the formation of AP*-PC complexes, which
decreases the free toxic AI’* and maintains available AP*
for a more efficient utilization of TTAB by Ps. putida
A ATCC 12633. When Ps. putida cells grow on TTAB,
intracellular trimethylamine accumulated; however, by the
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additions of sufficient AlCl, (01 mmol 1™!), the internal
concentration of intracellular trimethylamine decreased,
and TTAB was fully consumed without the accumulation
of undesirable compounds (Liffourrena et al. 2008).
On the basis of these data, we propose that the AI>*-PC
complexes are utilized as a reservoir of A’*, and the bac-
teria may obtain the ion to reduce the trimethylamine
accumulated inside the cell in concordance with the total
degradation of TTAB. Two pathways for PC biosynthesis
are known in bacteria, the methylation pathway and the
phosphatidylcholine synthase (PCS) pathway (Martinez-
Morales et al. 2003 and citations therein). Evidence of the
existence of a PCS pathway has been proposed in Gram-
negative bacteria, such as Sinorhizobium meliloti, Rhizo-
bium leguminosarum and Pseudomonas aeruginosa
(Wilderman et al. 2002; Lopez-Lara et al. 2003; Martinez-
Morales et al. 2003), but there is no literature that has
described the presence of a PCS pathway in Ps. putida. In
this work, we have shown that an increase in PCS activity
was detected in cell-free extracts of Ps. putida A ATCC
12633 grown in the presence of TTAB and Al;Cl and that
the AP* is an activator of the enzyme. We conclude that
the increase in PC can be attributed to the activation of
PCS activity. Thus, further research is required to eluci-
date the complete PCS pathway in these bacteria.

Finally, the results present another notable example of
versatility of Ps. putida A ATCC 12633 to provide for its
survival, in this case maintain optimal PL pattern by
ensuring its nitrogen, carbon and energy source through
the utilization of TTAB in the presence of AlCl;.
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Quaternary ammonium compounds (QACs) are commercially available chemicals commonly used in a variety of products
such as cosmetics, antiseptic solutions, textile finishes, and fabric softeners. Released into the environment, the
biodegradability of QACs may be limited by their antimicrobial activity. However some species of bacteria, notably
strains of Pseudomonas, have high resistance to QACs and are thought to be responsibie for biodegradation in activated
sludge. Here, we show how tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB), a representative of QACs, might be degraded
by P. putida A ATCC 12633. We also establish that the response to TTAB involves changes in the membrane
phospholipids composition.

P. putida A ATCC 12633 uses TTAB as a sole carbon, nitrogen, and energy source. The TTAB degradation is initiated by
N-dealkylation catalyzed by a monooxygenase activity resulting in the formation of tetradecylalkanal and trimethylamine
(TMA). The TMA produced is used by P. putida A ATCC 12633 as a nitrogen source through trimethylamine
monooxygenase activity and is also accumulated inside the cell, decreasing the bacterial growth an effect counteracted by
the addition of AICl;. In the presence of 0.1 mM AICI;, the intraceliular concentration of free TMA is decreased by the
formation of an AI**:TMA complex, and the TTAB is fully consumed without accumulation of undesirable compounds.

On the other hand, in P. putida A ATCC 12633, the adaptative response and resistance to the bactericidal activity of
TTAB involves an initial mechanism, producing changes at membrane levels involving specific variations in the content of
phosphatidic acid, phosphatidylglycerol, and cardiolipin. These modifications indicate that these phospholipids are
involved in cellular responses to QACs, utilizing principally phosphatidic acid to neutralize the high positive charge
density given for the ammonium quaternary moiety from TTAB. Also, when P. putida are grown with TTAB in the
presence of AlCl;, phosphatidylcholine increased. This indicate that this particular phospholipid may be involved in the
bacteria response to binding AI** and allowing us to formulate a physiological role of phosphatidylcholine as a temporary
reservoir of available A",

Keywords: Pseudomonas putida; cationic surfactant; aluminum.

1. Introduction

Surfactants are usually amphiphilic organic compounds commonly classified into four categories according to the
formal charge present in their hydrophilic head: anionic, cationic, nonionic and amphoteric. For each classification, it is
possible to further sub-classify them according to the functional group of their hydrophilic head. For the household
industry, the most common cationic surfactants are those with quaternary ammonium groups [1]. Quaternary
ammonium compounds (QACs) are molecules with at least one hydrophobic long alkyl chain attached to a positively-
charged nitrogen atom. Among the QACs, the generic term Cetrimide relates to mixtures of n-alkyltrimethyl
ammonium bromides where the n-alkyl group is between eight and 18 carbons long, whereas Cetrimide USP is
tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB). Benzalkonium chiorides are always mixtures of n-
alkyldimethylbenzylammonium chlorides, where the n-alkyl groups can be of variable length within a specified range.
QAC:s have a wide-range of commercial and consumer uses such as detergents, antistatics, wetting and softening agents,
biocides, germicides, deodorizers and emulsifiers. In quantitative terms, this utilization translates into mostly fabric
softeners (66%), coated clays (16%), and biocides (8%) {2].After use, the residual product is discharged to sewage
treatment plants or surface waters and finaily to coastal waters. Released into the environment, the biodegradability of
QAC:s is limited by their antimicrobial activity [3, 4].

As biocides, QACs are active against Gram-negative and Gram-positive bacteria and some viruses, fungi and
protozoa |5, 6]. When bacteria are exposed to QACs, the following sequence of events has been proposed to occur: (i)
adsorption of the cationic compound into the bacterial cell surface; (ii) diffusion through the cell wall; (iii) binding to
the cytoplasmic membrane; (iv) disorganization of the cytoplasmic membrane; (v) release of cytoplasmic constituents;
and (vi) death of the bacterial cell [6]. Thus, the bactericidal action of QACs is centred upon physical disruption and
partial solubilization of the cell wall and membrane. However, several reports have described intrinsic and acquired
resistance to these compounds, especially among Gram-negative species [7-9]. Some microorganisms are able to
demonstrate intrinsic resistance through inactivation of the biocide, and this will assist in the removal of such agents
from the environment. Consequently, some strains of Pseudomonas from the environment, including Pseudomonas sp.
and Pseudomonas fluorescens, have high resistance to QACs and are thought to be responsible for biodegradation of
QAGC:s in activated sludge {10, 11].
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In this context, we investigated Pseudomonas strains for their adaptive response and resistance to the bactericidal
activity of a representative QAC, TTAB. Because the resistance to antimicrobial agents can be due to enzymes
transforming the biocide to a non-toxic form and this phenomenon is usually investigated from the biodegradation point
of view, we also analyzed if TTAB might be degraded by a pure culture of different species from the Pseudomonas
genus and whether factors in the medium influenced its biodegradability. Because the different Pseudomonas strains,
which can be fluorescent or not, and plant or animal pathogens or saprophytes [12], Pseudomonas putida A ATCC
12633 which utilizes TTAB as its sole carbon, nitrogen and energy source when screened on a basal salt liquid medinm
(HPi-BSM) [ 13], was selected for the present study.

2. Adaptative response and resistance to the bactericidal activity of TTAB

2.1. Effects of TTAB on the growth of P. putida A ATCC 12633

The activity of antimicrobial agents is often quantified as the minimum concentration that is required to inhibit the
growth of the target organisms (minimum inhibitory concentration or MIC) or as the concentration that leaves no
detectable survivors after a specified contact time (minimum bactericidal concentration (MBC), generally taken as >
99.9% killing) {14]. The MIC detected for TTAB in P. putida A ATCC 12633, defined as the lowest concentration of
the biocide that prevented an increase in turbidity at 660 nm after 48-72 h incubation at 30°C [15], was 150 mg L.
Even though the intrinsic susceptibility of an organism to a biocide, documented from an MIC or MBC determination
by standard methods, is not a fixed value, the MIC value detected for TTAB in P. putida A ATCC 12633 was similar to
those reported for other QACs, such as benzalkonium chioride or dodecyl dimethylammonium chloride against other
Pseudomonas [9, 16]. The viability of P. putida A ATCC 12633, tested at 100 mg L™ of TTAB, indicated that the
number of viable cells (cfu mL™) decreased 5 to 6 orders of magnitude, with respect to the initial number of bacteria.
With 50 mg L' TTAB, the bacterial survival was more than 99% (Figure 1) and this concentration was used for further
study.
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10 4 added: (@) 0, (A) 10, (V) 50, (¢) 100 and (w) 150
mg L. The number of viable cells (cfu mL™") were
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8.4 *\ serially-diluted cell suspension on LB plates, Values
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P. putida A ATCC 12633 also exhibited tolerance to the highest concentration of TTAB (280 mg L") after
successive subculturing in the presence of progressively higher concentrations of TTAB. For adaptation to growth in the
presence of TTAB, the first range of concentrations used was 10-30 mg L™'. Bacteria showing growth after 24-72 h in
the presence of this concentration were used to inoculate the next culture series (increasing by 10 mg L™ for each step).
The same adapted bacteria lost the increased QAC resistance after two sub-cultures without TTAB, followed by a
higher growth rate; the MIC remained unchanged (150 mg L) [17]. This reversible adaptive response of P. putida A
ATCC 12633 to the bactericidal activity of TTAB, which is dependent on the presence of the biocide, seems to be a
characteristic of bacterial adaptation [18].
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2.2. Growth of P. putida A ATCC 12633 with TTAB as the sole carbon and nitrogen source

Because some microorganisms are able to demonstrate intrinsic resistance through inactivation of a biocide and this wili
assist in the removal of such agents from the environment, we tested the growth of P. putida in the presence of TTAB
as the sole carbon (C) and nitrogen (N) source. P. putida A ATCC 12633 was grown with 50 mg L of TTAB, and after
48 h, the cells entered in a stationary phase and growth ceased. To gain definitive evidence of the metabolism of TTAB,
the correlation between growth yield and QAC consumption was determined. TTAB consumption was analyzed by a
colorimetric method based on the reaction of TTAB found in the culture supernatants with bromothymol blue [19], and
the growth was expressed by the protein content determined as previously described [20]. The growth yield for the
biodegradation process was 0.22 mg protein mg TTAB™. The net increase in cell protein when the culture reached the
stationary phase was 6.27 mg L™, and the TTAB consumption was 28.5 mg L. Because the average N content of
proteins is about 15%, the N incorporated into the cell biomass was 0.94 mg L. This represented about 79 % of the
initial N-TTAB incorporated into the cell biomass. The rest of the initial N (21% of the total) was not incorporated in
protein synthesis and was found as trimethylamine (TMA), which accumulated with time [21].

2.3. Experimental approach to combat a stress situation

The maximal growth of P. putida A ATCC 12633 is clearly not optimal when TTAB is available as the sole carbon and
nitrogen source, and the low biomass obtained was attributed to an accumulation of intracellular TMA in the cell after
initial TTAB oxidation. Considering that TMA is a Lewis base, we hypothesized that the addition of a Lewis acid, such
as AICl;, should diminish the intracellular TMA concentration through the following reaction: AP + :N(CH3); >
Al3*:N(CH3)3. As shown in Figure 2, the addition of 0.1 mM AICl; to the P. putida A ATCC 12633 culture after 48 h of
growth with TTAB, increased both the bacterial growth and TTAB consumption, and the free-TMA intracellular
concentration decreased to approximately zero by the formation of a soluble AP":TMA complex [21]. For these
experiments, the intracellular TMA concentration was determined by fluorescence using the fluorochrome 2°,3,4°,5,7-
pentahydroxyflavone (morin reagent) with the addition of AICI;. Morin reacts with AI** to form a fluorescent complex,
AP*:morin [22], and in the presence of compounds that sequester AP’, AP":morin is not formed [23, 24]. We
determined that in the presence of TMA, the fluorescence intensity of the AP**:morin complex decreased linearly with
increased TMA concentrations, providing evidence for the formation of an AI’:TMA complex. Consequently, the
concentration of TMA was calculated by calibration graphs constructed by plotting the fluorescence intensity of the
AP*:morin complex versus TMA concentration, and the intracellular concentration of free TMA in the cells was
calculated by taking the difference between the total TMA detected by GC-MS in the cellular extracts, and the TMA
present in the AI**:TMA complex [21].
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Thus, the utilization of Al;C1 was a good experimental approach to combat a stressful growth situation and allows the
bacteria to better and more efficiently utilization TTAB. It is also possible to postulate that the intracellular increase of
any substituted or non-substituted ammonium ion (e.g. alkylammonium ions, amino sugars, amino acids,
phosphatidylethanolamine (PE), etc.) may be useful bacterial strategies to survive by sequestering ionic species of A",
Although AP** is known to interfere with the normal functioning of most cellular systems, numerous organisms have
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elaborate strategies to combat metal stress, such as active efflux, intracellular sequestration, volatilization, and
biotransformation [25, 26]. Hence, the formation of an AI*:TMA complex can also enable bacteria to overcome the
possible damage caused by aluminium [21].

2.4. Changes in phospholipid composition in P. putida A ATCC 12633 induced by TTAB

The mode of action of QAC against bacterial cells is thought to involve a general perturbation of lipid bilayer
membranes that leads to a generalized and progressive leakage of cytoplasmic materials to the environment. Low
concentrations of QAC bind firmly to anionic sites found on the membrane surface, causing celis both to lose
osmoregulatory capability and to leak potassium ions and protons [27]. Intermediate levels perturb membrane-located
physiologies such as respiration, solute transport, and cell wall biosynthesis [28]. The high concentrations used in many
biocidal formulations however, kill cells by solubilization of the membranes to release all of the cells contents, hence
their designation as biological detergents [29]. It has been demonstrated in different microorganisms that the adaptation
to grow in high concentrations of QAC is followed by changes in fatty acid composition [8, 15, 30, 31], changes in the
acidic phospholipid content of the membrane [32] or with the acquisition or hyperexpression of multi-drug efflux
pumps [31, 33, 34].

The reversible adaptive response and the resistance of P. putida A ATCC 12633 to the bactericidal activity of TTAB
involve an initial mechanism producing changes in the membrane involving the phospholipid composition. In
Pseudomonas there are three main phospholipids: phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol (PG) and
cardiolipin (CL) [35]. Although their ratio is influenced by the growth phase, PE is the most abundant of the total
phospholipid content; PG is most abundant in cells in the logarithmic phase, whereas CL accumulates in stationary-
phase cells {36, 37]. In the absence of TTAB, the phospholipid composition of P. putida A ATCC 12633 was similar to
that described for other fluorescent Pseudomonas cultivated in non-stressed conditions, such as P. aeruginosa [38]; P.
putida DOT-T1 [36]; P. putida 1daho (solvent-tolerant) and P. putida MW 1200 (solvent-sensitive) [39]. In the long-
term response of P. putida A ATCC 12633 to TTAB and in TTAB-adapted bacteria, phosphatidic acid (PA) and PG
increased and CL decreased. The changes in adapted cells reverted after two subcultures without the biocide (Figure 3).
Since in the presence of the biocide PG and PA showed the greatest changes with respect to non-treated cells, it is
possible that these phospholipids, by their anionic characteristics, were initially and consecutively damaged by TTAB
and need to be replaced more rapidly. Although at present how these changes are interrelated has not been studied
because the amount of CL decreases, it is possible that the turnover of CL might be an efficient method to replenish PG
and PA pools, through the action of a phospholipase-hydrolyzing CL, such as the phospholipase D enzyme present in
Gram-negative bacteria, such as E. coli, Pr. vulgaris, and P. aeruginosa [40]. Alterations in the membrane could
activate this enzyme, resulting in the release of PA and PG, which would maintain the cell envelope integrity.
Independent of the phopholipases acting on different phospholipids species, it is clear that the major bacterial response
in TTAB-containing media is to produce a highly negatively-charged membrane, exemplified here as an increase in the
anionic phospholipids, PA and PG, principally to neutralize the high positive charge density given for the ammonium
quaternary moiety from TTAB [17, 41].
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2.5. Physiological role of phosphatidylcholine in the P. putida A ATCC 12633 response to TTAB and AI**

The AP* in the membrane can be visualized using morin, which becomes fluorescent when it reacts with aluminium. In
P. putida A ATCC 12633 exposed to AI**, a high level of fluorescence intensity was visualized in the cell membranes,
consistent with the presence of more AI’* content [41]. In cells grown with TTAB and exposed to AP’*, an increase of
CL and phosphatidylcholine (PC) (3-4 fold) was detected (Figure 3) with respect to cells grown without AI**, but the
molar ratio of PC/PE, which suggests a transitory change in the membrane fluidity {42, 43], was similar for both
conditions. Consequently, cells adapt to external stimuli by altering their lipid composition, such that the bilayer fluidity
remains relatively constant and maintains cellular homeostasis.

Because the PC was always modified in the presence of AI’* and AP’* binds to the phosphate group of PC in
multilamellar vesicles [44, 45], we propose a physiological role for PC as a temporary reservoir of available AI’**
through the formation of AI’*:PC complexes. Consequently, these complexes are utilized as a reservoir of A" in the
membrane, and when P. putida cells grown with TTAB in the presence of AI**, the bacteria can obtain the ion to reduce
the TMA accumulated inside the cell, through the formation of the AP":TMA complex [21], in concordance with the
total degradation of TTAB [41].

3. Biodegradation of TTAB by P. putida ATCC 12633

It has been shown that QAC biodegradation may occur through different pathways {4, 10], among others, one of these
pathways is N-dealkylation, which involves monooxygenase activity with the production of TMA and an alkyl residue
[10, 46]. When P. putida A ATCC 12633 grown with TTAB induces NADH or NAD(P)H-dependent TTAB
monooxygenase activity, TMA and tetradecanoic acid is produced and is responsible for the first step in the degradation
of this QAC [21]. Assays of monooxygenase activity are performed using a GC-MS method {10, 21, 46], and, although
this method is appropriate, it is time-consuming and tedious, particularly in studies where numerous samples need to be
tested. To overcome these limitations, we developed a simple fluorescent method to determine TTAB monooxygenase
activity by measuring the formation of TMA with the use of the morin reagent and the addition of AP". The method is
based on the fluorescence quenching of the AI’":morin complex by the formed TMA [47]. The activity of the enzyme
and its kinetic behaviour, as determined by these two quantitative methods, GC-MS and the fluorescence assay, showed
that TTAB monooxygenase has an activity of 4.9 nmol min™ mg prot” and an allosteric behaviour with Ko s and napp
(apparent Hill coefficient) values of 4.41 x 10* M and 2.35, respectively. Also, the enzyme was inhibited by the
production of TMA, but this inhibition was avoided by the presence of AICL; {47].

As shown the Figure 4, in P. putida A ATCC 12633 the N-dealkylation of TTAB catalyzed by TTAB
monooxygenase activity resulted in the formation of tetradecylalkanal and TMA. Tetradecylalkanal is oxidized to
tetradecanoic acid and metabolized by p-oxidation, a metabolic pathway present in P. putida [48). The second product,
TMA, is, in part, accumulated inside the cell [47] or metabolized to NH; through oxidation and demethylation {49]. In
the latter case, TMA is oxidized to TMA N-oxide through TMA monooxygenase activity, NADH or NADPH-
dependent, with an activity of 0.084 nmol min™ mg prot” (measured with the same extracts as for determination of
TTAB monooxygenase activity). The product, TMA N-oxide, is demethyled to dimethylamine and methanal by a TMA
N-oxide demethylase, whose activity is also NADPH-dependent. Dimethylamine monooxygenase oxidizes
dimethylamine producing monomethylamine and methanal, and monomethylamine monooxygenase then produces
methanal and ammonia [50].

Tetradecyltrimethylammonium

02+ NADPH 3 TTAB monoosygenase
H0

Tetradecylalkkanal +  Trimethylamine

5 okt Ou+ NADPH \m""'m""""“’”
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On the other hand, based on these results, we consider that the different catalytic activities for TMA monooxygenase
and TTAB monooxygenase are responsible of the accumulation of TMA inside the cells when P. putida is %rown with
TTAB [49]. In this sense, the low catalytic activities of TMA monooxygenase (0.084 nmol min”' mg prot”) were not
sufficient to completely metabolize the TMA produced in the cell by TTAB monooxygenase (4.9 nmol min"' mg prot™)
and, therefore, TMA is accumulated in the cell in sufficient quantities to inhibit TTAB monooxygenase and,
consequently, the growth. This effect can be avoided by the addition of AI’*, with the consequential formation of the
AP*:TMA complexes [49]. Thus, P. putida A ATCC 12633, is an organism capable of completely mineralizing TTAB
in the presence of AI’* and offers promising opportunities for the efficient biological removal of this or similar
quaternary ammoniums.
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