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El término cataboléon ha sido acufiado para definir una unidad funcional
compleja integrada por varias rutas catabolicas independientes (rutas
periféricas) que confluyen en una ruta central o ruta de convergencia (nicleo del
catabolon) y que sirve para la degradacion de diferentes compuestos
relacionados estructuralmente. La ruta central es la encargada de transformar el
intermediario comtn (compuesto que da nombre al catabolén) en metabolitos
generales. Todas las rutas que componen los catabolones suelen regularse
coordinadamente, de tal forma que la afluencia de catabolitos a la ruta central
estd sometida a un estricto control jerarquico. Los catabolones pueden
considerarse como el primer estadio de integracién metabdlica por lo que su
comprension es basica para entender como han evolucionado las rutas
catabolicas en microorganismos.

El primer modelo descrito, de ahi su calificacion de paradigma, fue el catabolon
del fenilacetil-CoA, que incluye todas aquellas rutas mediante las cuales se
consigue la transformacion de distintos compuestos aromaticos (el acido
fenilacético, sus precursores, sus derivados y algunos de sus analogos
estructurales) en fenilacetil-CoA (intermediario comun). Posteriormente, las
enzimas que constituyen la ruta central transforman este tioéster en metabolitos
generales (acetil-CoA y succinil-CoA). En este articulo describiremos la
organizacion genética bioquimica de ese catabolon y analizaremos sus
interesantes aplicaciones biotecnologicas.
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Introduccion

La degradacion microbiana de compuestos aromaticos se lleva a cabo a
través de diferentes rutas catabdlicas que permiten la mineralizacion de esas
moléculas (Timmis y Pieper, 1995). El estudio de esos procesos ha permitido la
descripcion de organizaciones genéticas muy particulares; la caracterizacion de
enzimas que catalizan reacciones muy poco comunes; la identificacion de nuevos
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intermediarios catabdlicos, asi como la existencia de mecanismos de regulacion
desconocidos hasta ese momento (Luengo et al., 2004). La importancia de todos
esos hallazgos ha hecho surgir nuevas disciplinas (Biodegradacion e Ingenieria
Metabolica) en las que se recopilan tanto los nuevos conocimientos como
aquellos otros que subsistian dispersos en otras ciencias (Genética,
Microbiologia) (Luengo etal., 2001).

Caracteristicas de las distintas rutas catabolicas

Todas estas rutas, a pesar de ser muy diferentes entre si, comparten una
serie de propiedades comunes. Son rutas inusuales, especificas, con localizacion
subcelular variable e independientes.

Decimos que son inusuales o poco convencionales, porque: (i) en ellas
participan enzimas, o complejos enzimaticos, con actividades poco comunes; (ii)
poseen intermediarios catabolicos con estructuras quimicas poco frecuentes;
y/o (iii)) muchas de ellas estan sometidas a mecanismos de regulacion
sensiblemente diferentes alos descritos hastala fecha.

Al decir que son especificas, no s6lo nos referimos a que esas rutas sirven
para degradar exclusivamente un determinado compuesto y no otro (u otros
relacionados estructuralmente), sino a que han sido descritas en una especie
concreta, o, como sucede muchas veces, en una cepa determinada. El grado de
especificidad alcanzado es tan alto que, en algunos casos, esas rutas podrian ser
consideradas como marcadores taxonémicos (marcadores metabdlicos de
estirpes) (Oliveraetal., 1998).

Otra caracteristica diferencial es que tanto los genes catabolicos como los
que codifican los elementos reguladores, suelen poseer una localizacion
subcelular variable. Asi, mientras que en una determinada bacteria todos los
genes son cromosomicos, en otra son plasmidicos, y en una tercera pueden
aparecer tanto en el cromosoma como en plasmidos.

Finalmente, una caracteristica adicional es su independencia. Es bastante
comun que las rutas responsables de la asimilacion de compuestos con
estructuras semejantes, no aparezcan juntas en una misma bacteria. Tanto es asi
que, a veces, podria llegar a pensarse que la posesion de una de ellas acttia como
factor determinante de la exclusion dela otra (Luengo et al., 2001).

Integracion funcional de esas rutas catabdlicas: los catabolones

Ciertas bacterias han conseguido organizar algunas de esas rutas aisladas
en unidades catabolicas complejas que funcionan como un tnico elemento al
que, por poseer una funcion eminentemente asimiladora, se ha denominado
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catabolon. En él, los mecanismos reguladores que controlaban el flujo de

intermediarios a través de las vias originales han sufrido un proceso de
jerarquizacion muy acusado, lo que facilita su coordinacion e interconexion
metabdlica. Esto es, una vez encadenadas unas cuantas rutas, se establece en la
bacteria una tendencia o polarizacion metabolica concreta que va a determinar
su potencialidad catabolica futura. Como consecuencia de ello la bacteria que ha
logrado encadenar adecuadamente toda esa informacion, adquiere una mayor,
cuando no nueva, capacidad catabdlica potenciando su capacidad degradadora.
Esa especializacién catabdlica es tan marcada que, a veces, dos estirpes
bacterianas podrian llegar a considerarse especies diferentes si sdlo se analizase
ese caracter metabolico concreto (Arcos etal., 2010).

Una ventaja adicional, surgida como consecuencia de la integracién
metabolica de varias vias, es que las bacterias que lo han logrado pueden asimilar
un mayor nimero de productos y por consiguiente colonizar nuevos héabitats, o
sobrevivir en aquellos otros en los que las condiciones fisico-quimicas
(reducciones, oxidaciones, descarboxilaciones etc.) han favorecido la
transformacion de un producto en otro. Mas aiin, algunos estudios han puesto de
manifiesto que aquellas bacterias que poseen catabolones, incorporan en su
maquinaria metabdlica nuevas actividades (genes y enzimas catabdlicos) con
més facilidad que aquellas otras bacterias en las que las rutas existen
aisladamente (Arias et al., 2008).

En este articulo analizaremos el catabolon del fenilacetil-CoA, un modelo
de integracion catabolica que puede servir como ejemplo para entender como
diferentes rutas catabolicas pueden llegar a convergir. Ademaés, describiremos
las interesantes aplicaciones biotecnologicas de las enzimas que pertenecen al
mismo.

Organizacion estructural y analisis funcional del cataboléon del
fenilacetil-CoA

El catabolon del fenilacetil-CoA es una unidad funcional compleja que
incluye todas aquellas rutas metabdlicas responsables de la transformacion de
diferentes compuestos aromaticos en fenilacetil-CoA (Fig. 1). Todas estas vias
catabolicas, denominadas rutas periféricas, convergen en una ruta central
(ntcleo del catabolon) que asegura la conversion del metabolito comiin
(fenilacetil-CoA) en intermediarios generales (acetil-CoA y succinil-CoA) (Fig.
2).
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Figura 1. Estructura del cataboléon del fenilacetil-CoA.
Representacion esquematica de todas las rutas catabdlicas que

componen esta unidad funcional.

Ruta central del catabolon

Los primeros estudios que abordaron la degradacion bacteriana del 4cido
fenilacético proponian que la degradacion de este compuesto requeria la
hidroxilacion del anillo aromatico generando 2-hidroxi, 3-hidroxi-, 4-hidroxi-,
2 5-dihidroxi- o 3,4-dihidroxifenilacético) (Olivera et al., 1994). Sin embargo,
nuestro grupo de investigacion puso de manifiesto que en Pseudomonas putida
U (CECT 4848), una bacteria con una enorme versatilidad metabdlica, la
degradacidn del acido fenilacético requeria, en primera instancia, su conversion
en fenilacetil-CoA (PhAc-CoA). Esta reaccion se catalizaba por la enzima
fenilacetil-CoA ligasa (en adelante denominada PCL) en presencia de Mg**, ATP,

CoAydeacido fenilacético (Martinez-Blanco et al., 1990).
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Figura 2. Organizacion de los genes que codifican la ruta central
del catabol6n del fenilacetil-CoA y descripcion de las diferentes
etapas requeridas para su transformacién en metabolitos
generales.

Estudios realizados con diferentes mutantes (obtenidos tras mutagénesis
con el transposoén Tns) incapaces de degradar el acido fenilacético (PhAc)
revelaron que todos ellos eran capaces de crecer en medios de cultivo en los que
las tinicas fuentes de carbono eran derivados hidroxilados del acido fenilacético
lo que sugeria que, al menos en esa bacteria, la ruta de degradacion del PhAc era
diferente a las propuestas en otros microorganismos. Adicionalmente, se
comprobo6 que la enzima PCl se inducia s6lo cuando P. putida U crecia en medios
que contenian como fuentes de carbono PhAc o moléculas a partir de las cuales se
obtuviera PhAc o PhAc-CoA (Oliveraetal., 1998).

Los estudios genéticos realizados con mutantes incapaces de degradar
PhAc (PhAc-) permitieron identificar el punto de inserciéon del transposén en
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cada uno de ellos, lo que condujo a la localizacion de todos los genes requeridos
para la degradacién del PhAc en un fragmento continuo de DNA de 18 Kb. Su

analisis en P. putida U revel6 que esta agrupacion genética (cluster paa) estaba
integrada por 15 genes diferentes organizados en cinco operones contiguos
denominados paaABCEF, paaGHIJK, paalLMN, paaY y paaX (Fig. 3). Estos
genes codifican 15 proteinas diferentes que se agrupan en las seis unidades
funcionales siguientes: (i) un sistema de transporte (Paal. y PaaM); (ii) una
ligasa que sintetiza PhAc-CoA (PaaF); (iii) un sistema que hidroxila el anillo
bencénico del fenilacético en posicion orto (PaaGHIJK); (iv) una proteina que
cataliza la apertura del anillo (PaaN); (v) una ruta de f-oxidaciéon (PaaABCE) que
degrada el producto generado tras la apertura del anillo (Fig. 2) y dos proteinas
reguladoras, un represor transcripcional (PaaX) y una acetiltransferasa (PaaY)
que podria modular la actividad de la ligasa (PaaF) mediante acetilacion de

residuos delisina.
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Figura 3. Organizacion de los genes que codifican las enzimas
requeridas para la asimilacion del acido fenilacético en diferentes
microorganismos. Los genes responsables de una misma funcién
aparecen con el mismo color.

El analisis genético de diferentes genomas bacterianos revel6 que estos
genes aparecen en otros muchos microorganismos (Fig. 3), siendo su
organizacion similar en unos casos y muy diferentes en otros (Ferrandez et al.,

1998).
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Estos resultados sugieren que la capacidad para degradar PhAc no es una
caracteristica especifica de una estirpe bacteriana concreta, sino que se trata de
un proceso mucho mas general, que ha sido conservado evolutivamente debido,
probablemente, a que su existencia confiere a las bacterias que lo poseen una
mayor versatilidad catabolica y, por lo tanto, una mayor capacidad para

sobreviviry para colonizar nuevos habitats.

Rutas catabdlicas periféricas

En este apartado describiremos someramente la informacion que se
posee sobre aquellas rutas, denominadas periféricas, responsables de la
transformacion de diferentes compuestos aromaticos en PhAc o en PhAc-CoA.

Ruta catabolica del estireno

La region cromosémica implicada en la transformacion de estireno en
PhAc ha sido caracterizada en diferentes especies de Pseudomonas (Beltrametti
et al., 1997; Velasco et al., 1998). Esta region contiene dos operones, uno cata-
bolico constituido por los genes styABCD y otro regulador integrado por los ge-
nes stySR (Fig. 4). Los genes styAB codifican las dos subunidades de una mono-
oxigenasa que transforma el estireno en epoxido de estireno. Este compuesto,
muy toxico, es substrato de una isomerasa (StyC) que lo transforma en fenilace-
taldehido, que posteriormente es oxidado a PhAc por una fenilacetaldehido
deshidrogenasa (StyD). Esta ruta es inducida por estireno y en ese proceso
participa un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes (stySR).
StyS es un sensor que responde a estireno y StyR es un activador transcripcional
que potencia la expresion de los genes styABCD (Velasco et al., 1998).

1 Kb
—

styS styR  styA  styB styC styD
COOH
\ADH
“j‘l’{"“ e CH “CH,

C Hz
Estireno Epoxido de Fenilacetaldehido Acido
estireno fenilacético
1. Estireno monooxigenasa (StyAB).

2. Epoxido de estireno isomerasa (StyC).
3. Fenilacetaldehido deshidrogenasa (StyD).

Figura 4. Representacion esquematica de los genes y de la ruta
requerida parala transformacion de estireno en acido fenilacético.
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Rutaresponsable dela degradacion de 2-feniletilamina

La degradacion de 2-feniletilamina en P. putida U es un proceso mucho
mas complicado de lo que se creia y del que habia sido descrito en E. coli
(Ferrandez et al., 1997). En Pseudomonas la degradacion de esta amina requiere
una ruta constituidas por nueve proteinas diferentes (PeaABCDEFGHR) que
catalizan el transporte (PeaHR), su desaminacién a fenilacetaldehido (por
accion de una quinohemoproteina amino deshidrogenasa, PeaABCD) y la
oxidacion de este compuesto a PhAc por una fenilacetaldehido deshidrogenasa
(PeaE). Otras dos proteinas (PeaF y PaaG) se requieren también para la
degradacion de 2-feniletilamina. Aunque su funcién atin no ha sido esclarecida,
los genes que las codifican aparecen, en todos los microorganismos en que han
sido descritos, ligados siempre a los peaABCD (Fig. 5), lo que sugiere que deben
participar, probablemente como proteinas colaboradoras, en las reacciones de
desaminacion de aminas primarias (Arias etal.,2008).

Degradacion de 2-feniletanol

El catabolismo del feniletanol en P. putida U requiere el transporte de este
compuesto desde el medio de cultivo, su oxidacién a fenilacetaldehido y su
oxidacién ulterior a PhAc. La ruta completa (Ped) requiere la participacion de
trece genes diferentes (pedS,RABCS,R,DEFGHI, Fig. 5) que codifican dos
sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (PedS,R, y PedS,R,);
una proteina periplasmica de uniéon (PedG) que participa en el transporte de ese
alcohol; una quinoproteina alcohol deshidrogenasa (PedEH); un citocromo c
(PedF); una aldehido deshidrogenasa (PedI) responsable de la transformacién
de fenilacetaldehido en PhAc (y que es diferente a la que participa en la ruta de
degradacion de 2-feniletilamina) y un sistema de eflujo (PedABC) perteneciente
ala familia ABCy que asegura la eliminacion intracelular de feniletanol cuando
se alcanzan concentraciones inusualmente altas o potencialmente toxicas en el
interior de las bacteria. Otra proteina, PedD, parece jugar un papel estructural
importante, ya que es esencial para la organizacion del complejo responsable de
la oxidacion de diferentes alcoholes. Adicionalmente, la degradacién de 2-
feniletanol requiere la participacion de dos rutas adicionales. Una de ellas
(PqqABCDEF) es la responsable de la sintesis del grupo prostético requerido por
algunas alcohol-deshidrogenasas, mientras que la otra (CcmABCDEFGHI) se
precisa para las modificaciones post-traduccionales implicadas en la
maduracion y correcta localizaciéon de los citocromos. En resumen, la oxidacion
de 2-feniletanol a acido fenilacético es un proceso complejo en el que participan
tres rutas metabolicasy 28 proteinas diferentes (Arias et al., 2008).
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Figura 5. Representacion esquematica de los genes y de las rutas
requeridas para la transformacion de 2-feniletilamina y 2-
feniletanol en 4cido fenilacético.

Ruta catabdlica requerida parala degradacion de n-fenilalcanoatos

La degradacion de los acidos n-fenilalcanoicos (n-PhAs) en P. putida U

requiere las mismas enzimas que participan en la $-oxidacién de los acidos
grasos (Garcia et al., 1999). Una vez que los PhAs son tomados por la bacteria, se
activan con CoA mediante una reacciéon catalizada por una acil-CoA ligasa
(FadD). Posteriormente, una acil-CoA deshidrogenasa (FadF) cataliza la
introducciéon de un doble enlace en la posicion 2 de la cadena alifatica.
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Finalmente, el complejo FadBA, formado por dos proteinas (FadB y FadA)
cataliza la liberaciéon de unidades de acetil-CoA. Las proteinas FadBA poseen
cinco actividades enzimaticas, cuatro de ellas (enoil-CoA hidratasa, 3-OH-acil-
CoA-deshidrogenasa, cis-D3-trans-D2-enoil-CoA isomerasa y, 3-OH-acil-CoA
epimerasa) corresponden a FadB, mientras que la actividad 3-cetoacil-CoA
tiolasa (que conduce a la liberacién de un resto de acetil-CoA tras el ataque
nucleofilico del SH del CoA sobre el carbonilo del 3-cetoacil-CoA) es inherente a
la proteina FadA. La degradacion de n-PhAs en los que n es un ntimero par,
conducen a PhAc-CoA, mientras que aquellos otros en los que n es un namero
impar generan trans-cinamoil-CoA (un derivado catabolico del 3-fenilpropionil-
CoA) que al no poder ser catabolizado es hidrolizado por tioesterasas liberandose
al medio de cultivo como acido cinamico (Oliveraetal.,2001ay 2001b).

Degradacion del 4cido trans-estirilacético

Este compuesto es degradado hasta PhAc-CoA mediante la ruta de -
oxidaciéon. En primer lugar, el acido trans-estirilacético es activado a trans-
estiril-CoA, que sufre una isomerizaciéon del doble enlace (pasa de la posicion 2 a
la 3) generando 4-fenilbutanoil-CoA (Fig. 1). Este tioéster se degrada tal y como
seindicé en el apartado anterior.

Ruta catabélica del cido tropico

El acido tropico es un derivado de la atropina, un alcaloide topanico
sintetizado por la planta solanacea Atropa belladona. Cuando se anade atropina
a cultivos de algunas Pseudomonas sp. AT3 o de Flavobacterium sp, estas
bacterias son capaces de transformar ese compuesto en tropina y en acido
tropico (van den Twell et al., 1988; Long et al., 1997). El 4cido tropico es oxidado
a semialdehido fenilmal6nico, que tras sufrir una descarboxilacion para dar
fenilacetaldehido, es oxidado a PhAc (Fig.1).

Catabolismo de amidasy ésteres derivados del fenilacético

Los ésteres y amidas derivadas del PhAc son hidrolizados por diferentes
enzimas entre las que cabe destacar la penicilina G acilasa (Pac), un miembro de
las enzimas conocidas como [(-lactama-acilasas, por ser frecuentemente
utilizadas en la semisintesis de diferentes antibidticos B-lactamicos (Luengo et
al., 1998). Aunque Pac cataliza la hidrolisis de la bencilpenicilina (penicilina G) a
acido 6-aminopenicilanico (6-APA) y PhAc, puede hidrolizar también diferentes
ésteres tanto del PhAc como los de otros acidos aromaticos o alifaticos
(tienilacético, hexanoico, etc.).
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Ruta catabolica responsable de la degradacién de etilbenceno

El etilbenceno suele ser usado como disolvente y es un precursor del
estireno. Este compuesto se obtiene como residuo durante la produccion de
gasolinas de elevado octanaje. El estudio de la degradacion de este compuesto
por diferentes Pseudomonas (P. fluorescens CA-4 y Pseudomonas sp.Y2) reveld
que en primera instancia el etilbenceno era oxidado a 2-feniletanol, compuesto
que posteriormente era transformado en PhAc, via fenilacetaldehido (Corkey et

al.,1994).

Aplicaciones biotecnologicas

Como hemos indicado anteriormente, el catabol6on del PhAc-CoA lo
integran numerosas rutas metabdlicas en las que participan enzimas que
catalizan reacciones particulares, intermediarios catabolicos poco frecuentes y
reguladores inusuales. Esto hace que algunos de esos elementos puedan tener
interesantes aplicaciones biotecnoldgicas. A continuacién se describen alguna
delas masimportantes.

Sintesis enzimatica de penicilinas

La etapa final en la biosintesis de bencilpenicilina (penicilina G) en el
hongo P. chrysogenum esta catalizada por tres enzimas diferentes. En primer
lugar el PhAc, cadena lateral de la bencilpenicilina, es incorporada por el hongo,
desde el medio de cultivo, mediante un sistema de transporte (PhAcTS).
Posteriormente, el PhAc es activado a PhAc-CoA por una fenilacetil-CoA ligasa
(PCL) y, finalmente, una aciltransferasa (AT) es capaz de acilar el grupo amino
del 6-APA (o intercambiar el residuo de a-aminoadipico de la isopenicilina N, -
IPN-) para generar penicilina G (Fig. 6). Dado que la PCL de Pseudomonas
putida (PCLps) es una enzima que cataliza la misma reaccion que la de
Penicillium, su acoplamiento con la AT de Penicillium (ATpen) permitid, por
primera vez, reproducir in vitro la etapa la etapa final de biosintesis de
penicilina. Adicionalmente, dado que ambas PCLps y ATpen poseen una amplia
especificidad de substrato, el sistema enzimatico PCLps/ATpen condujo a la
sintesis de méas de 60 penicilinas diferentes entre las que se incluian todas las
naturales, muchas semi-sintéticas y otras, que como la ticarcilina, hasta ese
momento s6lo se obtenian mediante sintesis quimica (Luengo, 1998).

Manipulacién genética de P. chrysogenum: Mejora de su capacidad biosintética
El hecho de que el sistema enzimatico PCLps/ATpen funcionase
eficazmente in vitro sugeria que la expresion del gen que codifica PCLps en
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Penicillium, podria incrementar la capacidad de produccién de bencilpenicilina
en este hongo. El andlisis de los recombinantes que expresaban el gen de
Pseudomonas revel6d que todos ellos producian entre un 150 y un 300 % mas
penicilina que la cepa parental (Minambres et al., 1996). Estos resultados
demostraron por primera vez que podia incrementarse la biosintesis de
penicilina G en Penicillium chrysogenum mediante la expresion de genes
procedentes de otro microorganismos.

Biotransformacién de PhAcen 2”-OH-PhAc

El acido 2" -OH-PhAc es una compuesto quimico que suele utilizarse para
la sintesis de muchas otras moléculas, y que, ademas, tiene importantes
aplicaciones. El 2" -OH-PhAc se obtiene mediante sintesis quimica y aunque en
algan caso se ha conseguido por fermentaciéon (Staudenmaier et al., 1998), el uso
de microorganismos para producir esta molécula es poco frecuente. En P. putida
U la mutacion del gen paaN impide que el 2”-OH-PhAc-CoA sea transformado
en un tioester alifatico (Fig. 2) y, por lo tanto, al acumularse, seria hidrolizado,
excretandose 2" -OH-PhAc. La delecion del gen paaN nos permitio obtener un
mutante que en presencia de PhAc y de otra fuente de carbono que asegurase el
crecimiento acumulaba en el caldo de cultivo 2”-OH-PhAc. Adicionalmente,
cuando una cepade E. coli en la que se expresaba un plasmido en el que habiamos
clonado los genes paaFGHIJK, se cultivaba en medios que contenian PhAc, mas
del 85% de ese compuesto era transformado en 2"-OH-PhAc y acumulado en el
caldo de cultivo (Luengo et al., 2001). El interés biotecnolégico de esta
biotransformacién no so6lo radica en el hecho de obtener 2°-OH-PhAc por
fermentacion, sino en que también podian obtenerse otras moléculas. Asi, la
expresion del gen que codifica la benzoil-CoA sintetasa de Rhodopseudomonas
palustrisjunto alos paaGHIJK de Pseudomonas, podria conducir a la sintesis de

2-OH-benzoico (4cido salicilico), un precursor de la aspirina.

Degradacion y biotransformacién del estireno

El estireno (Sty) es un producto arématico obtenido por sintesis quimica
que posee numerosas aplicaciones industriales. Este compuesto es muy t6xico
incluso a concentraciones bajas, por lo que debe evitarse la exposicion o
inhalacion de sus gases ya que puede ser mortal para el hombre y para animales.
Con objeto de eliminar el estireno de aquellos ambientes en los que se genera, el
aire de esos recintos se pasa a través de biofiltros que contienen atrapadas, sobre
distintos soportes, bacterias que por poseer la rutas periféricas (Sty) de este
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catabolon (Fig. 4) son capaces de metabolizar el estireno. De este modo el aire a
la salida del filtro esta exento de estireno o de su derivado mas toxico (epdxido de
estireno).

También se han disenado biosensores muy especificos utiles para

detectar trazas de estireno en un ambiente concreto. En estos casos, el aire de
esos lugares se hace pasar a través de columnas que poseen bacterias
inmovilizadas en las que se ha clonado un gen testigo (por ejemplo el que codifica

la luciferasa u otra enzima capaz de generar una sefial luminiscente) bajo el

control de proteinas sensoras que responden especificamente a estireno.
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Figura 6. Etapa final de biosintesis de penicilina G
(bencilpenicilina) en Penicillium chrysogenum. ACVS, a-
aminoadipoil-L-cisteinil-D-valina sintetasa; IPNS, Isopenicilina
N sintetasa (ciclasa); AT, acil-CoA:IPN(6-APA) aciltransferasa;
PhACTS, transportador del acido fenilacético; PCL, fenilacetil-CoA
ligasa (PCLpen de Penicillium; PCLps de Pseudomonas).
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Produccién de nuevos bioplasticos

Cuando especies pertenecientes al género Pseudomonas se cultivan en
diferentes medios que contienen acidos alcanoicos como fuentes de carbono,
esas bacterias acumulan en su interior unos polimeros constituidos por poli-3-
OH-alcanoatos (PHAs) que les sirve como material de reserva y que poseen
caracteristicas muy semejantes a los plasticos de origen petroquimico. Sin
embargo, a diferencia de ellos, estos poseen dos ventajas que les hacen
particularmente interesantes: son biodegradables y biocompatibles.

Estudios acerca dela capacidad de produccion de PHAs en P. putida U nos
permitieron concluir que esta especie era capaz de sintetizar también otro tipo de
poliésteres constituidos por mondémeros aromaticos (poli-3-OH-
fenilalcanoatos, PhHASs) lo que les dotaba de unas caracteristicas fisico-quimicas
y de una propiedades muy interesantes (Garcia et al., 1999). M4s atun, cuando a
los caldos de cultivo se anadian acidos alcanoicos y arilalcanoicos
conjuntamente, P. putida U acumulaba PHAs en los que se alternaban
monomeros alifaticos y aromaticos (Olivera et al., 2001ay2001b).

El analisis genético de la ruta responsable de la sintesis de estos polimeros
en P. putida U revelf la existencia en una agrupacion génica que contenia cinco
genes (phaC1ZC2DFI) que codificaban las proteinas especificas requeridas para
la sintesis y organizacion estructural de estos polimeros. PhaC1y PhaC2 son dos
polimerasas que catalizan la condensacién de acil-CoA derivados generando
poli-3-OH-alcanoatos y CoA. PhaD es una proteina con funcién reguladora,
mientras que PhaF y Phal (dos proteinas denominadas phasinas) se requieren
para la formacion de los granulos de PHAs. La otra proteina, PhaZ, es una
despolimerasa que libera residuos de 3-OH-(aril)alcanoatos desde el polimero
de PHA. Estos mondmeros, una vez activados a tioester de CoA sufren una [3-
oxidacion en la que participan otras dos proteinas (FadBA) tal y como se explico
anteriormente.

Aunque P. putida U es capaz de sintetizar PHAs constituidos exclu-
sivamente por mondémeros de naturaleza alifatica (PHAs), aroméatica (PhHAs) o
aquellos otros que contienen los dos (PHA/PhHAs, polimeros mixtos), la
cantidad de polimero de naturaleza (PhHAs) es mucho menor que la de PHAs.
Por estarazony con el fin de superproducir estos nuevos polimeros, se procedi6 a
aislar diferentes tipos de mutantes mediante: (i) mutacion/delecién del gen
phaZ; mediante mutacion/delecién de los genes que codifican alguna de las
enzimas responsables de la ruta del glioxilico o mediante la eliminacién de los
genes fadBA responsables de cinco de las actividades requeridas para la B-
oxidacion de los acidos grasos. Los mutantes pertenecientes a este altimo grupo
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acumulaban en su interior una gran cantidad de polimero (méas del 90% del
citoplasma estaba ocupado por granulos de PhHAs) y sufrian unas
modificaciones morfolégicas muy acusadas (el grosor de las bacteria
incrementaba unas 5 veces y su longitud era mas de 10 veces superior al dela cepa
silvestre) (Fig. 7). Con estos mutantes ha sido posible obtener un gran niimero
de polimeros diferentes, cuya estructura puede ser controlada a voluntad
simplemente modificando la proporcion de mondémeros (alifaticos y/o
aromaticos) anadidos al caldo de cultivo. En funcién de la proporcion y
naturaleza de los monémeros polimerizados, las caracteristicas fisico-quimicas
de los PHAs/PhHAs obtenidos eran diferentes y, por lo tanto, también sus
aplicaciones. Algunos de ellos estan siendo utilizados en la industria
farmacéutica para la elaboracion de microesferas (Fig. 8) que seran empleadas
como vehiculos de drogas.

'rf.l..'
AEEN

Figura 7. Aspecto morfolégico de

ng Pseudomonas putida U (cepa pa-
=7 7" rental, 1) y de un mutante super-
w productor (2) en el que se han dele-

cionado los genes fadBA que codifi-
can el complejo enzimatico respon-
sable de la B-oxidacion delos acidos
grasos. Microfotografias realizadas
con microscopio derastreo (1ay 2a)
y de transmisién (1b y 2b) de esas
dos cepas. En todos los casos las
cepas se cultivaron en medios de
composicion definida que contenia
4-OH-PhAc (10 mM) como fuente
de carbono y 7-fenilheptanoico (5
mM) como precursor de bioplas-
ticos. Todas las barras equivalen a 1
mm (tomado de Luengo et al., Curr.
Opin. Microbiol., 6:251-260,
2003).

Otros mutantes han sido empleados para la obtencién por fermentacion
del acido cinamico (3-fenilpropenoico).
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Figura 8. Fotografia de las microesferas
obtenidas a partir de bioplasticos para ser
utilizadas como vehiculos de farmacos. La
barra corresponde a 10 pm.

Otras aplicaciones del catabolon del PhAc-CoA y perspectivas de futuro
El hecho de que ciertas bacterias hayan logrado constituir una unidad
catabdlica compleja, a partir de rutas individuales especificas, ha hecho posible

que esos microorganismos sean capaces de degradar un gran nimero de
compuestos estructuralmente semejantes y que puedan, mediante la
incorporacion de nuevos genes, ampliar su potencial metabolico de una manera
sencilla. Asi por ejemplo, al disponer de los genes que permiten la
transformacion del acido tropico en fenilacetico, es mas sencillo degradar
atropina (un compuesto que no puede ser catabolizado) ya que s6lo se requerira
la incorporacion del gen/genes requeridos para la conversion de atropina en
acido tropico. De modo analogo, clonando en P. putida U los genes requeridos
para la degradacion del cindmico (3-fenilpropenoico) en otras bacterias, podria
asimilarse completamente los 4cidos n-arilalcanoicos que contienen un namero
impar de atomos de carbono.

Por otra parte, la manipulacién genética de los genes reguladores que
controlan la expresion de la via central o la de las periféricas puede tener
importantes repercusiones ecolbgicas. Asi por ejemplo, la delecion del gen paaX
que codifica un represor de la ruta central (Paa) y la del gen crc responsable de la
represion catabolica, hace posible que la ruta responsable de la transformacion
de PhAcen succinil-CoAy en acetil-CoA se exprese constitutivamente incluso en
presencia de concentraciones elevadas de azdcares y otras fuentes de carbono.
Estos mutantes pueden ser utilizados para eliminar acido fenilacético de
aquellos ambientes (vertidos a depuradoras de fabricas de produccion de
penicilina) en los que exista una concentraciéon elevada de esa molécula.

La localizacion de los diferentes genes que componen el catabolon del
PhAc-CoA en diferentes microorganismos (incluso en especies alejadas
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filogenéticamente) revela la ubicuidad del mismo lo que pone de manifiesto su
importancia metabolica.

En la actualidad, ademas del aqui descrito, se han identificado varios
catabolones: el del 4-OH-PhAc, el del colesterol y el del imidazolacético. El
analisis molecular de estos modelos estad permitiendo establecer la relacion
existente entre convergencia metabolica y potencial evolutivo en bacterias.
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