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Pseudomonas putida U es una cepa bacteriana que posee capacidad de acumular
intracelularmente biopolimeros plasticos, debido a la existencia de un sistema de
polimerizacion-despolimerizacion (codificado en el locus pha) integrado principalmente
por dos polimerasas, PhaCl y PhaC2. Mediante varios estudios in vivo realizados en
este trabajo se ha puesto de manifiesto la diferente especificidad de sustrato de ambas
polimerasas, lo que puede contribuir a la sintesis de nuevos bioplasticos (PHAs) con
caracteristicas diferentes a los que se obtienen actualmente.
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Introduccion

Las células, tanto eucariotas como procariotas, pueden acumular en su interior
una serie de biopolimeros entre los que cabe destacar los 4cidos nucleicos, las proteinas,
los polisacaridos, polifosfatos, poliisoprenoides (gomas naturales), polifenoles
(ligninas) y otros compuestos organicos (cutina). Ademas, existe una amplia variedad
de microorganismos capaces de acumular intracelularmente polihidroxialcanoatos
(PHAs). Entre ellos podemos citar heterotrofos aerodbicos (Pseudomonas) o anaerdbicos
(Azotobacter); metilotrofos (Methylocystis), fototrofos aerdbicos y anaerdbicos

(Rhodospirillium, Chromatium) e incluso arqueobacterias tales como Halobacterium.

En funcion de la longitud de la cadena carbonada del grupo R, se puede
establecer una clasificacion sencilla de los polihidroxialcanoatos. Segun este criterio,
definiriamos como polihidroxialcanoatos de cadena corta (short-chain-length-PHAs,
scl-PHAs) aquellos en los que el grupo R es un grupo metilo o etilo (polihidroxibutirato
o polihidroxivalerato) y como polihidroxialcanoatos de cadena media (medium-chain-
length-PHAs, mcl-PHAs) aquellos en los que el grupo R varia desde propilo

(polihidroxihexanoato) hasta nonilo (polihidroxidodecanoato).

Los PHAs aparecen en el interior celular como cuerpos de inclusion discretos

localizados en el citoplasma de la célula bacteriana. Este tipo de polimeros posee una
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serie de caracteristicas fisico-quimicas y de propiedades que recuerdan a las de los

plasticos de origen petroquimico, por lo que usualmente se les denomina bioplasticos.

Pseudomonas putida U es una cepa bacteriana Gram- que posee la capacidad de
acumular intracelularmente biopolimeros plasticos constituidos por mondmeros de 3-
OH-n-alcanoatos o bien de 3-OH-n-fenilalcanoatos cuando se cultiva en un medio
quimicamente definido (medio minimo - MM -) (Martinez-Blanco y col., 1990)
suplementado con n-alcanoatos o n-fenilalcanoatos (con una longitud de cadena alifatica
entre seis y diez atomos de carbono). Estos compuestos, que actuan como material de
reserva, aparecen como granulos electroclaros cuando se observan al microscopio
electronico de transmision. En P. putida U tres genes (phaCl, phaZ y phaC?2) incluidos
en el locus pha. (Fig. 1) estan implicados en la sintesis y en la movilizacién de estos

polimeros.

phaC1 phaZ phaCz2 phaD phaF phal
(1677 bp) (849 bp) (1680 bp) (615 bp) (765 bp) (417 bp)

Fig. 1. Organizacion del locus pha en Pseudomonas putida
U. phaC, gen que codifica la polimerasa I (PhaCl); phaZ,
gen que codifica la despolimerasa (PhaZ); phaC2 gen que
codifica la polimerasa Il (PhaC2); phaD, phaF, phal, genes
que codifican las proteinas PhaD y las dos fasinas (PhaF y
Phal).

La capacidad biosintética de PHAs en P. putida U se debe a la existencia de un
sistema de polimerizacion-despolimerizacion (codificado en el locus pha) integrado por
dos polimerasas, PhaCl y PhaC2, y una despolimerasa, PhaZ (Garcia y col., 1999).
Ademas esta implicada una acil-CoA sintetasa, dos rutas de oxidacion (Olivera y col.,
2001a,b), asi como otros elementos (phaF y phal) que codifican proteinas que juegan
un papel importante en la regulacion (PhaD) y en la correcta formacién y

almacenamiento intracelular de los granulos de polimero plastico (PhaF y Phal).

A la vista de los escasos resultados obtenidos mediante otras estrategias para
establecer el papel que llevan a cabo in vivo cada una de esas enzimas (PhaCl y
PhaC2), nosotros abordamos el estudio de su especificidad de sustrato utilizando una
estrategia experimental diferente a la seguida por otros grupos y que implicaba los

siguientes pasos: a) disefio de una cepa de P. putida U manipulada genéticamente en la
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que se ha delecionado el cluster pha entero (P. putida U Apha); b) amplificacion

mediante PCR de los genes (phaCl y phaC2) que codifican cada una de las polimerasas
y clonacion en un plasmido replicativo en P. putida U (pBBRIMCS-3); c¢)
transformacion de P. putida U Apha con esas construcciones y d) analisis de los PHAs
acumulados por esas cepas recombinantes cuando se cultivan en diferentes medios

(MM) suplementados con diferentes acidos n-alcanoicos y n-aril-alcanoicos.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas: Pseudomonas putida U (Department of Biochemistry,
University of Leicester, Leicester, U.K.); Escherichia coli DH10B (cepa utilizada en
experimentos de transformacion), Escherichia coli pRK600 (Herrero y col., 1990; cepa
empleada como /elper (ayudante) en experimentos de conjugacion triparental);
Pseudomonas putida U Apha (cepa derivada de P. putida U a la que le ha sido
eliminado mediante delecion el locus pha de polimerizacién-despolimerizacion (phaCl

- phaZ - phaC2 - phaD - phaF - phal).

Vectores: pGEM®-T Easy (Promega; se utiliza para la clonacién directa de los
productos obtenidos mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)); pJQ200KS (Quandt y col., 1993; vector suicida que permite delecion génica);
pBBRIMCS-3 (Kovach y col., 1995; posee capacidad de replicarse autbnomamente en
multitud de cepas bacterianas, incluidas E. coli, P. fluorescens y P. putida y se utiliza
habitualmente para la expresion heteréloga de genes en trans en P. putida U; de aqui en

adelante se nombrard como pMC).

Medios de cultivo: medio Luria Bertani (LB) (Miller, 1972); medio SOC
(Hanahan, 1983); medio minimo (MM) de Pseudomonas (Martinez-Blanco y col.,
1990).

Obtencion de mutantes (Pseudomonas putida U Apha) mediante delecion:
La delecion del locus pha implica un proceso de doble recombinacion que tiene lugar a
través de dos fragmentos adyacentes al gen que se quiere delecionar, clonados en el
vector integrativo pJQ200KS, y posterior seleccion del mutante por expresion del gen
letal sacB (Donnenberg & Kaper, 1991; Quandt & Hynes, 1993; Sandoval y col., 2007).
La posicion y extension de la delecion se confirma en los mutantes obtenidos mediante

PCR.

20 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Obtenciéon de las construcciones pBBRIMCS-3-phaCl y pBBR1IMCS-3-

phaC2: Los genes phaCl y phaC?2 fueron amplificados mediante PCR. Los fragmentos
asi obtenidos se clonaron en el vector pPBBRIMCS-3 (pMC) (Kovach y col., 1995;
Sandoval y col., 2007). Este plasmido, pMC, es replicativo en Pseudomonas y por
tanto, nos permite llevar a cabo un analisis “in vivo” de la expresion de phaCl y de
phaC2 en P. putida U Apha. Estas dos construcciones (pMC-phaCl y pMC-phaC?2) se
trasfirieron mediante conjugacion triparental a P. putida U Apha y de este modo se
obtuvieron dos cepas recombinantes (P. putida U Apha pBBRIMCS-3-phaCl y P.
putida U Apha pBBRIMCS-3-phaC2) que se denominardn a partir de ahora como
PpApha pMC-phaCl y PpApha pMC-phaC2.

Proceso de conjugaciéon (mating) triparental: obtencion de PpApha pMC-
phaCl y PpApha pMC-phaC2. El mating triparental (Fig. 2) es un procedimiento de
conjugacion y como todos ellos necesita una cepa donadora, una receptora y en este
caso una intermediaria (helper) que ayuda al transporte del material genético. En los
experimentos que nos ocupan, la cepa donadora ha sido E. coli DH10B pMC-
phaCl/phaC2, la cepa receptora P. putida U Apha y la cepa intermediaria E. coli
pRK600.

Extraccion de polimero plastico: El cultivo celular se desarrolla en MM
suplementado con &cido 4-hidroxifenilacético (4-OH-PhAc) como fuente de carbono
para soportar el crecimiento y otra fuente de carbono (n-alcanoato ¢ n-fenilalcanoato)
que aporte los precursores necesarios para la biosintesis de polimero plastico. Cuando el
cultivo se encuentra proximo a alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, se recogen

las células, mediante centrifugacion, se liofilizan y se pesan.

Una vez obtenido y pesado el liofilizado, se sigue el protocolo descrito por
Lageveen y col. (1988). Para extraer el polimero se afade una mezcla de
cloroformo/metanol en proporcion 1:10. La naturaleza de los PHAs acumulados por las
diferentes cepas se establecié como se ha descrito en otros casos (Lageveen y col.,
1988; Garcia y col.,, 1999) y su contenido y su composicion se determind por
cromatografia de gases y resonancia magnética nuclear del *C como se habia descrito

previamente (Garcia y col., 1999; Olivera y col., 2001b).
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Mating triparental
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Fig. 2. Representacion del mating triparental. Cada cepa se sembré el dia antes
del mating en su medio especifico y con el antibiotico adecuado, segun la
resistencia de la cepa. Los controles del mating se siembran a partir de los
diferentes cultivos utilizando un volumen de 50 ul. Las colonias finales serdan
transconjugantes con resistencia a Rif y Tc (Ppdpha pMC-phaCl 6 PpApha
pMC- phaC?2 segun la PhaCl clonada en el pBRRIMCS-3).

Resultados

Cuando Pseudomonas putida U se cultiva en medio quimicamente definido
(MM) (Martinez-Blanco y col., 1990; Garcia y col, 1999) suplementado con
precursores de polihidroxialcanoatos (PHAs) (Garcia y col., 1999; Olivera y col., 2001a;
2001b) acumula intracelularmente, como material de reserva, diferentes PHAs de
naturaleza alifatica (3-OH-n-alcanoatos), aromatica (3-OH-arilalcanoatos), o mezcla

monomérica de alifaticos y aromaticos.

El estudio de la especificidad de sustrato de las polimerasas PhaCl y PhaC2 en
P. putida U se llevo a cabo en la cepa PpApha, que se utilizd6 como receptora en
diferentes experimentos de conjugacion mediante los que se transfirieron las

construcciones pMC-phaCl y pMC-phaC2. De este modo se obtuvieron las cepas
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recombinantes PpApha pMC-phaCl y PpApha pMC-phaC2. La cepa PpApha, aunque

presenta delecionado todo el cluster pha (P. putida U Apha C1ZC2DFI), mantiene
intacto el resto de los elementos que pueden participar en la sintesis/acumulacién de

PHAs.

Con el objeto de analizar el bioplastico acumulado por P. putida U, PpApha y
las dos cepas recombinantes PpApha pMC-phaCl y PpApha pMC-phaC2, estas
bacterias se cultivaron en placas con MM sélido al que se le habia anadido como fuente
de carbono 4-OH-PhAc y diferentes precursores de PHAs de naturaleza alifatica (dcidos
acético, propionico, butirico, valérico, hexanoico, heptanoico, octanoico, nonanoico y
decanoico) o aromatica (acidos fenilacético, fenilpropidnico, fenilbutirico, fenilvalérico,

fenilhexanoico, fenilnonanoico o fenildecanoico) (Garcia y col., 1999).

De este modo se observd que mientras PpApha era incapaz de acumular PHAs
en todos los medios probados. Sin embargo, PpApha pMC-phaCl y PpApha pMC-
phaC?2 si sintetizaban estos biopolimeros en algunos medios, y, ademas, la acumulacion

de estos poliésteres en esas dos cepas diferia bastante en funcion del precursor utilizado.

Asi, cuando estas bacterias se cultivaron en MM liquido suplementado con
acidos alcanoicos (As) se observo que PpApha pMC-phaCl era capaz de sintetizar
PHAs en aquellos medios que contenian As con una longitud de cadena carbonada de
mas de cinco atomos (desde hexanoico a decanoico), acumulando una mayor cantidad
de polimero en presencia de acido decanoico. En este caso, el contenido en PHA (dado
como porcentaje con respecto a peso seco) fue del 30%, y el polimero sintetizado
contenia un 65% de 4cido 3-OH-decanoico y un 35% de 4cido 3-OH-octanoico. Cuando
se utilizaron como precursores de PHAs los dcidos nonanoico, octanoico, heptanoico o
hexanoico, la cantidad de PHA acumulado decrecié proporcionalmente segin la
longitud de la cadena carbonada del acido utilizado (23, 20, 15 y 9% respectivamente),
siendo su composicion relativa, 60% de acido 3-OH-nonanoico y 40% de acido 3-OH-
heptanoico; 97% de acido 3-OH-octanoico y 3% de acido 3-OH-hexanoico; 100% de
acido heptanoico y 100% de acido hexanoico respectivamente. Estos resultados
sugieren que PhaCl no polimeriza 3-OH-As-CoA derivados con una longitud de cadena
carbonada inferior a seis 4&tomos, y que, ademas, esta enzima reconoce mejor 3-OH-n-
acil-CoA derivados (3-OH-n-alcanoil-CoA) con una cadena carbonada constituida por

ocho o0 mas atomos.
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Cuando estos mismos experimentos se llevaron a cabo con la cepa PpApha

pMC-phaC2, se observaron ciertas diferencias con respecto a PhaCl. Asi, la cantidad
del PHA sintetizado decrecia (19, 17, 11, 8 y 6%) cuando la longitud de la cadena
carbonada del compuesto utilizado como precursor incrementaba (acido hexanoico,
heptanoico, octanoico, nonanoico y decanoico, respectivamente), siendo maxima con el
acido hexanoico y heptanoico (19 y 17 % respectivamente). La composicion relativa de
los polimeros acumulados fue: 100% de acido 3-OH-hexanoico; 100% de acido 3-OH-
heptanoico; 75% de 4cido 3-OH-hexanoico y 25% de 4cido 3-OH-octanoico; 80% de
acido 3-OH-heptanoico y 20% de acido 3-OH-nonanoico; y 54% de é4cido 3-OH-
hexanoico, 37% de 4cido 3-OH-octanoico y 9% de 4cido 3-OH-decanoico cuando se
utilizaron los 4acidos hexanoico, heptanoico, octanoico, nonanoico y decanoico,

respectivamente.

Estos datos revelan que aunque ambas enzimas polimerizan monémeros con una
longitud de cadena carbonada de mas de cinco atomos, PhaC2 utiliza preferentemente
3-OH-hexanoil-CoA, mientras que el mejor substrato de PhaCl es el 3-OH-decanoil-

CoA.

Cuando se utilizaron precursores aromaticos, las diferencias en cuanto a la
especificidad de sustrato de ambas polimerasas, PhaCl y PhaC2, fueron mucho mas
evidentes. Ademads, cuando se cultivaron PpApha pMC-phaCl y PpApha pMC-phaC2
en MM con 4-OH-PhAc para soportar el crecimiento y con diferentes acidos
fenilalcanoicos (PhAs, desde 4acido fenilacético hasta acido 10-fenildecanoico), se
observd que ambas cepas eran incapaces de acumular PHAs cuando la longitud de la
mitad alifatica de la cadena carbonada del precursor utilizado tenia menos de cinco

atomos (Fig. 3y 4).

Fig. 3. Cepas PpApha pMC-phaCl (a),
PpApha pMC-phaC2 (b) y Pseudomonas
putida U (c¢). Comparacion de acumulacion
de biopolimeros en MM con dcido 4-OH-
fenilacético y todo ello suplementado con
acido fenilvalérico, fenilhexanoico,
fenilheptanoico y feniloctanoico
respectivamente. (El aspecto blanquecino
indica  capacidad  acumulativa  de
biopolimeros).
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Fig. 4. Fotografia electronica de PpApha pMC-phaCl
(a,b,c,d) y PpApha pMC-phaC2 (e, f, g, h) cultivadas en MM
con 4-OH-PhAc (10mM) suplementado con dacido 5-
fenilvalérico 10mM (a,e); dacido 6-fenilhexanoico 10mM
(bf); acido 7-fenilheptanoico 10mM (c,g) y dcido §-
feniloctanoico 10mM (d,h).
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Asi, PpApha pMC-phaCl era capaz de acumular diferentes PHAs dependiendo

de los precursores utilizados, tal y como se ha visto cuando esta cepa se cultivaba en
MM suplementado con los acidos 5-fenilvalérico (100% de &cido 3-OH-fenilvalérico);
6-fenilhexanoico (100% de 4acido 3-OH-fenilhexanoico); 7-fenilheptanoico (80% de
acido 3-OH-fenilvalérico y 20% de 4cido 3-OH-fenilheptanoico); 8-feniloctanoico (65%
de acido 3-OH-fenilhexanoico y 35% de acido 3-OH-feniloctanoico); 9-fenilnonanoico
(60% de acido 3-OH-fenilhexanoico, 35% de acido 3-OH-fenilheptanoico y 5% de
acido 3-OH-fenilnonanoico); y 10-fenildecanoico (50% de 4cido 3-OH-fenilhexanoico,

33% de 4cido 3-OH-feniloctanoico y 17% de 4cido 3-OH-fenildecanoico).

Por el contrario, PpApha pMC-phaC2 sb6lo acumulaba PHAs cuando se
cultivaba en MM que contenia PhAs con un nimero impar de atomos de carbono, como
los acidos 5-fenilvalérico, 7-fenilheptanoico y 9-fenilnonanoico, siendo incapaz de
sintetizar PHAs cuando el medio se suplementaba con &cido 6-fenilhexanoico, 8-
feniloctanoico ¢ 10-fenildecanoico (Fig. 3). Ademas, el andlisis de los PHAs
acumulados revelod que en los tres casos el unico polimero acumulado fue poli-3-OH-
fenilvalerato, lo cual sugiere que el 3-OH-fenilvaleril-CoA (3-OH-PhV-CoA) es el

unico monomero que puede ser polimerizado por PhaC2.

Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos tras realizar diferentes estudios in vivo con
las polimerasas PhaC1 y PhaC2 de P. putida U, se puede concluir que ambas enzimas
presentan diferente especificidad de sustrato. Asi, mientras PhaCl es capaz de
polimerizar varios mondmeros alifaticos y aromaticos (siendo los mejores substratos el
acido 3-OH-decanoil-CoA y el 4cido 3-OH-5-fenilvaleril-CoA), PhaC2 sélo polimeriza
un compuesto aromatico (acido 3-OH-5-fenilvaleril-CoA) y ciertos alifaticos (utilizando

como mejor sustrato el acido 3-OH-hexanoil-CoA).

El conocimiento de la especificidad de sustrato de PhaCl y de PhaC2 puede
contribuir a conseguir sintetizar PHAs con unas caracteristicas distintas a los que

actualmente se obtienen.
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