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Resumen

RESUMEN

El cianuro es un compuesto natural muy téxico para los seres vivos debido a su elevada
afinidad por los metales, lo que provoca la inhibicion de metaloenzimas, algunas de ellas
esenciales para la vida. Ademds, esta afinidad del cianuro por los metales podria disminuir
de la biodisponibilidad de algunos metales necesarios para procesos bioldgicos especificos.
Muchos organismos son capaces de producir cianuro (cianogénesis), tolerarlo e incluso
asimilarlo. Las plantas son la mayor fuente de produccién de cianuro en la haturaleza.
Algunos microorganismos, incluidos los cianogénicos, han desarrollado mecanismos de
resistencia frente a este compuesto tdxico, basados principalmente en la sintesis de una
oxidasa alternativa insensible a cianuro implicada en la respiracion. La asimilacion de
cianuro por parte de organismos denominados cianotrofos requiere, ademds de un sistema
de resistencia, una ruta de degradacién de cianuro que confiriera la capacidad de utilizar
este compuesto como fuente de nitrégeno. Estos organismos cianotrofos tienen un
importante potencial biotecnolégico ya que pueden ser utilizados en procesos de
biorremediacién de residuos contaminados con cianuro, incluyendo efluentes procedentes
de la joyeria y la mineria.

Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una bacteria cianotrofa aislada del rio
Guadalquivir a su paso por Cérdoba. Su cardcter alcaléfilo permite utilizar condiciones de
pH superiores al pK, del par cianuro/dcido cianhidrico (9,2), disminuyendo asi el riesgo de
volatilizacion del dcido cianhidrico (HCN) a la atmdsfera. Varios estudios han elucidado los
principales mecanismos de resistencia y asimilacion de cianuro en esta bacteria. En la ruta
de asimilacién, el cianuro reacciona quimicamente con el oxalacetato generando una
cianhidrina que es posteriormente utilizada como sustrato por la nitrilasa NitC para formar
amonio. A pesar de que la resistencia y asimilacion de cianuro han sido ampliamente
estudiadas en este microorganismo, se desconoce la respuesta global de la cepa CECT5344
en el metabolismo del cianuro. La secuenciacion y el andlisis del genoma completo de P.
pseudoalcaligenes CECT5344 ha posibilitado llevar a cabo en este trabajo estudios
protedmicos y tfranscriptomicos en respuesta a cianuro. De forma especifica se ha
estudiado la homeostasis del hierro en relacién con el cianuro. Asi, se ha establecido la
respuesta, a nivel protedmico, de P. pseudoalcaligenes CECT5344 en condiciones de

limitacién de hierro. Las proteinas inducidas en estas condiciones de escasez de hierro no



Resumen

se indujeron por cianuro, por lo que se descarté que el cianuro genere deficiencia de hierro
en la estirpe CECT5344.

Mediante micromatrices de DNA se llevé a cabo el andlisis transcriptémico de esta
bacteria cianotrofa en respuesta a cianuro, a residuo cianurado de la joyeria y a
condiciones de limitacién de nitrégeno. Con los datos obtenidos se realizé un andlisis
funcional, lo que permitié conocer procesos bioldgicos especificamente afectados por
cianuro, incluyendo el sistema de respiracion insensible a cianuro (CIO) y algunas nitrilasas
(entre ellas, la nitrilasa NitC). Especificamente inducidos por el residuo joyero se han
encontrado genes de tolerancia a metales, tales como genes relacionados con sistemas de
extrusién de metales y genes reguladores. Algunos componentes inducidos por cianuro,
posiblemente implicados en la resistencia a cianuro, fueron estudiados mediante un andlisis
mutacional. Los mutantes deficientes en las proteinas DapA (dihidropicolinato sintasa) y
AhpC (alquilhidroperdxido reductasa) presentaron un fenotipo sensible a cianuro, lo que
confirmé que ambas proteinas participan en el metabolismo del cianuro. En el caso de la
proteina DapA podria participar en la reorganizacion de los centros sulfoférricos
afectados por el cianuro, mientras que AhpC podria estar involucrada en la resistencia al

estrés oxidativo generado por el cianuro.
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ABSTRACT

Cyanide is a natural toxic compound that displays a very high affinity for metals, inhibiting
metaloenzymes which are essential for life. This affinity of cyanide for metals may also be
responsible of a decrease in the biodisponibility of essential metals for specific biological
processes. A large number of microorganisms are able to synthesize (cyanogenics),
tolerate or even assimilate cyanide (cyanotrophics). Plants are the main source of cyanide
in nature. Some microorganisms, including cyanogenics, have developed mechanisms of
resistance forward cyanide, mainly based on the synthesis of a cyanide insensitive
alternative oxidase. In addition to a cyanide resistance system, cyanide assimilation
requires a degradation pathway in order to use cyanide as a nitrogen source. Cyanotrophic
microorganisms have a significant biotechnological potential because they can be applied in
bioremediation of industrial cyanide-containing wastewaters, including jewelry and mining
residues.

Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 is a cyanotrophic bacterium isolated
from the Guadalquivir River (Cérdoba). This is an alkaliphilic bacterium, with an optimun pH
of growth of 9,5-10. This fact allows to establish a very alkaline pH value, higher than the
pKa 9.2 of the CN/HCN pair, thus avoiding HCN losses. Several studies have elucidated
the main mechanisms of cyanide resistance, as well as the cyanide assimilation pathway in
P. pseudoalcaligenes CECT5344. In this bacterium cyanide chemically reacts with
oxaloacetate producing a cyanohydrin that it is further metabolised to ammonia by the
nitrilase NitC. Although cyanide resistance and assimilation have been studied in deftail in
this bacterium, the global response to cyanide of the strain CECT5344 is unknown.
Sequencing and analysis of the whole genome of P. pseudoalcaligenes CECT5344 has
facilitated to carry out this work that includes transcriptomic and proteomic studies in
response fo cyanide. Specifically, we have studied iron bioavailability related with cyanide,
and the response of P. pseudoalcaligenes CECT5344 to iron starvation at proteomic level
has been established. Proteins induced by iron starvation were not present in the
proteome of cyanide-asimilating cells, discarding the hypothesis that cyanide causes iron
stress in the strain CECT5344.

DNA microarrays were performed in order to study the transcriptome of this

cyanotrophic strain in response to cyanide, as well as to cyanide-containing wastewater and
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nitrogen starvation conditions. A functional analysis of the results allowed the
identification of specific biological processes affected by cyanide, including the cyanide
insensitive oxidase (CIO) for respiration in the presence of cyanide and several nitrilases
(one of then, the nitrilase NitC). Specificaly induced by the jewelry residue were genes
involved in folerance to metals like regulatory genes and metal extrusion related genes.
Some of the cellular components induced by cyanide, and possibly involved in cyanide
resistance, were studied by mutational analysis. Mutant strains deficient in DapA
(dihydrodipicolinate synthase) or AhpC (alkyl hydroperoxide reductase) presented a
phenotype more sensitive to cyanide, thus confirming the participation of these proteins in
cyanide metabolism in P. pseudoalcaligenes CECT5344. The DapA protein could participate
in the reorganization of the iron-sulphur clusters, a target for cyanide, while AhpC could

be involved in the resistance to oxidative stress generated by cyanide.
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1. INTRODUCCION

1.1. LA CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién es la acumulacién de compuestos en un medio que provocan que éste sea
inseguro o no apto para su uso. El medio puede ser un ecosistema, un medio fisico o un ser
vivo. El contaminante puede ser un compuesto quimico o energia (sonido, calor, luz, etc.). La
contaminacién es siempre una alteracion negativa del estado natural del medio, y por lo
general, se genera como consecuencia de la actividad humana, considerdndose una forma de
impacto ambiental.

Debido a que la contaminacién es inherente a las actividades del ser humano,
podemos considerar que esta siempre ha existido. Desde la aparicion del Homo sapiens
existen evidencias de la acumulacion de herramientas de piedra que cayeron en desuso y de
restos de hollin hallados en el techo de cuevas prehistéricas que indican altos niveles de
contaminacién asociados a una inadecuada ventilacién de las fogatas. Los grupos dedicados
a la recoleccién y la caza acumulaban grandes cantidades de desechos, sobre todo en las
cuevas que eran ocupadas durante parte del afio a lo largo de muchos siglos. Sin embargo, la
poca densidad demogrdfica de los grupos de cazadores recolectores y la presién cinegética
de bajo nivel que ejercian sobre los recursos, hacian que la contaminacion generada por
estos grupos fuera perfectamente asimilada por los diferentes ecosistemas (Godelier,
1974).

Fue la revolucion industrial la que inicié la contaminacién tal y como la conocemos
hoy, convirtiéndose asi en un grave problema medioambiental. La aparicion de grandes
fdbricas y el consumo de inmensas cantidades de carbén y otros combustibles fésiles
aumentaron la contaminacion del aire y ocasionaron un gran volumen de vertidos quimicos
industriales al ambiente, a los que hay que sumar el aumento de residuos humanos no
tratados. La contaminacion se convirtié en un asunto de gran importancia tras la Segunda
Guerra Mundial, después de que se hiciesen evidentes las repercusiones de la lluvia
radiactiva ocasionada por la guerra y los ensayos nucleares. En Londres ocurriria un evento
catastréfico de tipo local, conocido como la Gran Niebla de 1952, que maté a unas 4 000
personas. Este trdgico evento hizo que en 1955 se expidiera la Ley del Aire Limpio. En los

Estados Unidos la contaminacion comenzd a recibir la atencidn publica a mediados de la
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década de 1950 y a principios de los afios 70 se tramitaron la Ley del Agua Limpia, la Ley de

Politica Ambiental y la Ley del Ruido. Catdstrofes internacionales como el hundimiento en

1978 del petrolero Amoco Cddiz en las costas de Bretafia, y el desastre de Bhopal ocurrido

en 1984 debido a un escape de isocianato de metilo, han demostrado la universalidad de

dichos eventos y la magnitud de la ayuda requerida para remediarlos, haciendo que el

problema de la contaminacién sea considerado a nivel mundial.

1.1.1. Formas de contaminacion

La contaminacion puede afectar a distintos medios, siendo sus consecuencias muy diversas.

A continuacion se explican las mds relevantes (Gilden et al., 2010).

1.1.1.1. Segin el medio fisico

Contaminacion atmosférica: Consiste en la liberacién de compuestos quimicos o
particulas a la atmésfera, alterando su composicion y suponiendo un riesgo para la
salud de las personas y de los demds seres vivos. Los gases contaminantes del aire
mds comunes son el monéxido de carbono, el diéxido de azufre, los compuestos
clorofluorocarbonos y los éxidos de nitrégeno producidos por la industria y en la
combustién de los vehiculos. Los compuestos fotoquimicos, como el ozono,
aumentan en el aire por los dxidos de nitrégeno e hidrocarburos al reaccionar en
presencia de luz solar.

Contaminacion hidrica: Es debida a la liberacion de residuos y contaminantes que
drenan a las escorrentias y luego son transportados hacia rios, penetrando en
aguas subterrdneas o descargando en lagos o mares. Este tipo de contaminacion se
ocasiona por derrames de aguas residuales, eutrofizacion o descarga de basura.
También, la liberacién descontrolada de diéxido de carbono produce contaminacién
hidrica por la acidificacién de los océanos.

Contaminacion del suelo: Ocurre cuando productos quimicos son liberados por
derrames o filtraciones sobre y bajo la tierra. Entre los contaminantes del suelo
mds significativos se encuentran los hidrocarburos como el petrdleo y sus

derivados, los metales pesados, el metil tertbutil éter (MTBE), los herbicidas y
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plaguicidas, generalmente rociados a los cultivos industriales y monocultivos, y los

compuestos organoclorados producidos por la industria.

1.1.1.2. Segin la naturaleza del contaminante

Existen muchos agentes contaminantes los cuales se pueden clasificar segln su naturaleza,
y todos ellos pueden afectar a la salud o producir dafios en los ecosistemas o el
medioambiente (Cecinato et al, 2012; Topi¢-Popovi¢ et al, 2015). Ademds, algunos
contaminantes gaseosos juegan un papel muy importante en diferentes fendémenos
atmosféricos, como la lluvia dcida, el debilitamiento de la capa de ozono y el cambio

climdtico.

* Contaminacion natural: Estd provocada por agentes y particulas naturales y en ella
no interviene la accion humana. Entre las causas mds frecuentes de este tipo de
contaminacién se encuentran los huracanes, los incendios y los volcanes. Como
consecuencia de estos fenémenos se transportan diferentes elementos o se emiten
gases que son arrojados en zonas, que en un futuro, pueden provocar
contaminacién, como puede ser en zonas de agua o en el aire.

e Contaminacion xenobidtica: En la actualidad, existen del orden de 70 000
productos quimicos sintéticos, incrementdndose cada afio entre 200 y 1 000 nuevas
sustancias quimicas (Maradonna et al, 2015). Los efectos que producen estas
sustancias en algunos casos son conocidos, pero en otros se sabe poco sobre sus
acciones potenciales sobre los humanos y sobre el medioambiente a largo plazo.
Asi, un proceso cancerigeno originado por un producto quimico puede, en algunos
casos, tardar de 15 a 40 afos en manifestarse. Las principales sustancias quimicas
contaminantes son los fertilizantes, los plaguicidas y herbicidas, las dioxinas, los
polifenilos, detergentes y dispersantes del petrdleo, etc.

* Contaminacion radiactiva: Es resultado de las actividades en fisica atémica. Puede
ser resultado de graves desperfectos en plantas nucleares o por investigaciones,
manufactura y uso de materiales radioactivos.

* Contaminacion genética: Es la transferencia incontrolada o ho deseada de material

genético hacia una poblacidn silvestre.
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* Contaminacion electromagnética: Es producida por las radiaciones del espectro
electromagnético generadas por equipos electrdnicos u otros elementos producto
de la actividad humana, como torres de alta tensidn y transformadores, las antenas
de telefonia mévil y los electrodomésticos.

* Contaminacion por sustancias naturales como consecuencia de la actividad
humana: incluye a los metales pesados (mercurio, cadmio, plomo, cobre, cinc, etc.),
al cianuro (mineria, joyeria), a los compuestos alifdticos y aromdticos naturales
(vertido de petrdleo) y a los gases con efecto invernadero (diéxido de carbono,

CO;, metano, CH4; didxido de nitrogeno, NO; y 6xido de nitrégeno, NO).

1.1.2. Desarrollo sostenible y legislacion internacional para el control de la

contaminacion

La contaminacion causa muchas enfermedades en el ser humano y estas dependen del
contaminante que las origine. Pueden ser enfermedades respiratorias, cardiovasculares,
digestivas, cdncer, disminucion de la fertilidad, etc. La contaminacién también afecta a los
ecosistemas, con procesos como el calentamiento global, el efecto invernadero, la aparicion
de especies invasoras, el agujero de la capa de ozono, la lluvia dcida y la acidificacion de los
océanos. Por este motivo, es necesario controlar las emisiones y efluentes que se liberan al
aire, agua y suelo, y minimizar los residuos generados, adoptando una economia de
desarrollo sostenible que asegure que los recursos para satisfacer a la poblacién actual
estén disponibles sin comprometer el desarrollo de las futuras generaciones. El desarrollo
sostenible también forma parte de los "Objetivos de Desarrollo del Milenio” de Naciones
Unidas, que busca garantizar el sustento del medio ambiente. La gestion ambiental indica
las prdcticas comunes que se pueden desarrollar para lograr un desarrollo sostenible, como
reducir la contaminacién relacionada con la gestion de residuos, minimizacién de residuos y
ahorro de energia (eléctrica o combustibles fdsiles) mediante el reciclaje, la reutilizacion,
la reducciodn, la prevencién y la mitigacion del cambio climdtico.

El desarrollo sostenible que se pretende es, en parte, apoyado por la actual
legislacién vigente sobre control de la contaminacion. A finales de la década de los 60, la
contaminacién y el deterioro medioambiental comenzaron a ser considerados como un

problema politico en varios paises industrializados. Como consecuencia de la toma de
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conciencia y de la preocupacion que se fue generando, muchos paises fueron introduciendo
una legislacion medioambiental, y sobre la década de los 80 se crearon agencias de
proteccién medioambiental en distintos paises, asi como en organizaciones internacionales
como la ONU. Desde entonces se han firmado importantes tratados y convenios
internacionales encaminados a solventar o mitigar importantes problemas medioambientales

(Protocolo de Montreal, 1987; Convencidn de Estocolmo, 2004; Protocolo de Kioto, 2005).

1.2. LA BIORREMEDIACION

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de las bacterias,
hongos y plantas, o las enzimas derivadas de ellos, para transformar compuestos
contaminantes en compuestos mds simples y poco o nada contaminantes (Castillo et al.,
2005). Suele utilizarse para limpiar suelos o aguas contaminadas (Glazer y Nikaido, 1995),
pero dmbito de aplicabilidad es muy amplio, pudiendo considerarse como objeto cada uno de
los estados de la materia (Atlas y Unterman, 1999):

» Sdlido: con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos o sedimentos, o

bien directamente en lodos, residuos, etc.
* Liquido: aguas superficiales y subterrdneas, aguas residuales.
* Gas: emisiones industriales, asi como productos derivados del tratamiento de aguas

o suelos.

1.2.1. Ventajas e inconvenientes de la biorremediacion

Entre las principales ventajas de la biorremediacién destacan las siguientes:

* Mientras que los tratamientos fisicos, y buena parte de los quimicos, estdn basados
en transferir la contaminacién entre medios gaseoso, liquido y sdlido, en la
biorremediacién se transfiere poca contaminacion de un medio a otro.

* Es una tecnologia poco intrusiva en el medio y generalmente no requiere
componentes estructurales o mecdnicos dignos de destacar.

» Comparativamente con los tratamientos fisico-quimicos, es econémica y, al tratarse

de un proceso natural, suele tener aceptacidn por parte de la opinion publica.
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Sin embargo, la biorremediacion tiene también inconvenientes y limitaciones. La
biodegradacidn incompleta puede generar intermediarios metabélicos, con un poder
contaminante similar o incluso superior al producto de partida. Por otra parte, algunos
compuestos son resistentes o inhiben la biorremediacién. El tiempo requerido para un
tratamiento adecuado puede ser dificil de predecir, y el seguimiento y control de la
velocidad y/o extensién del proceso es laborioso. La aplicabilidad de esta técnica depende
de varios factores (Castillo et al., 2005):

* Propiedades del contaminante (biodegradabilidad). En general, los hidrocarburos
alifdticos se degradan rdpidamente. Las estructuras mds ramificadas, al producir
impedimentos estéricos son mds dificiles de degradar que las cadenas lineales. Las
cadenas ramificadas de sulfonatos de alquilo o arilo a menudo se degradan muy
lentamente. Los dobles enlaces hacen la molécula mds resistente, asi como un
incremento del nimero de anillos bencénicos. Las sustituciones quimicas (dcidos
dicarboxilicos, nitrilos, metilaciones, halogenaciones) también hacen la molécula mds
resistente. Por otra parte, la biodegradacién de compuestos que contienen nitrégeno
o azufre estd ligada frecuentemente a su utilizacién como nutrientes.

* Presencia de comunidades microbianas adecuadas. Las comunidades microbianas
deben tener la capacidad enzimdtica para metabolizar el compuesto contaminante.
Los microorganismos pueden ser autdctonos (biorremediacion infrinseca o
atenuacion) o afiadidos al sistema para mejorar la degradacién (bioaumento).

+ Disponibilidad del contaminante. Es un factor critico, mds importante que la propia
presencia de comunidades microbianas. Para que la degradacion de un contaminante
pueda producirse es hecesario que interaccione con la célula en medio acuoso.
Inicialmente lo hard con la parte exterior de su pared, para posteriormente ser
transportado al interior de la misma. La forma mds comdn de transporte es la
formacion de complejos con proteinas extracelulares producidas por los
microorganismos. Muchos contaminantes orgdnicos, como los derivados del petréleo,
PCBs, hidrocarburos aromdticos policiclicos (naftaleno, pireno, fluoreno), solventes
halogenados, etc., son hidrofébicos y tienden a adsorberse a las particulas mds finas
del suelo, concretamente a la fraccién orgdnica (dcidos hidmicos, dcidos fulvicos y
humina). Esta es una de las causas de la persistencia de muchos pesticidas. La

produccién de surfactantes o emulsionantes por los microorganismos es un factor
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determinante, ya que atenla este problema y facilita la degradacion. Los
biosurfactantes disminuyen la tensién superficial del agua (agentes tensioactivos),
mientras que los bioemulsionantes estabilizan las emulsiones entre el agua y otfro
liquido. Con ambos compuestos se facilita la disponibilidad de los compuestos
hidrofdbicos y, en dltima instancia, su biodegradacién.

* Condiciones del medio contaminado. Propiedades que permiten o limitan el
crecimiento microbiano y el metabolismo del compuesto. A veces es necesario
modificar las condiciones, por ejemplo, afiadiendo nutrientes o aireando

(bioestimulacién).

1.2.2. Tipos de biorremediacion

Se puede realizar una clasificacion de la biorremediacion en funcién de los contaminantes
con los que se puede trabajar (Alexander, 1999; Eweis et al., 1999):
* Hidrocarburos en general (compuestos orgdnicos voldtiles, como benceno, tolueno,
etilbenceno y el xileno (BTEX), hidrocarburos aromdticos policiclicos o PAHSs).
* Hidrocarburos clorados (policlorobifenilos o PCBs, tricloroetileno o TCE, efticiclidina
o PCE, pesticidas, herbicidas).
» Compuestos nitroaromdticos (frinitrotolueno o TNT).
* Metales pesados: estos no se metabolizan por los microorganismos, pero pueden ser
inmovilizados o precipitados.
* Otros contaminantes: compuestos organofosforados, cianuros, fenoles, etc.
Desde un punto de vista metodolégico, existen tfres tipos principales de
biorremediacién: la atenuacion natural, la bioestimulacién y el bioaumento (Castillo et al.,

2005).

Se denomina atenuacion natural o biorremediacion intrinseca a la que, sobre muchos
compuestos orgdnicos, llevan a cabo los microorganismos autdctonos, principalmente
bacterias, del medio afectado (Rosenberg y Ron, 1996). En presencia de oxigeno
(condiciones aerobias) los microorganismos, en Ultima instancia, convierten los
contaminantes en didxido de carbono, agua y biomasa celular microbiana, proceso conocido
como mineralizacion (Fig. 1). Este proceso de biodegradacién aerdbica es la que tuvo lugar
en muchos de los lugares afectados por el vertido del Prestige.
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Degradacién aerobia
Sustrato + O, > Biomasa + CO; + H,0
Degradacién anaerobia

Sustrato + (NO%, 5042, Fe3*, Mn*, CO,) > Biomasa + CO; + (N2, Mn%*, S%, Fe?*, CH,)

Figura 1: Procesos de biorremediacion por atenuacién natural

En el caso de escasez de oxigeno (condiciones anaerdbicas), los microorganismos
dependen de otros aceptores de electrones disponibles (nitrato, sulfato, formas oxidadas
de Fe, Mn), produciéndose una biodegradacién anaerobia (Heider et al., 1999).

En condiciones ideales, los contaminantes se transforman en compuestos quimicos mds
simples, no peligrosos para los posibles receptores ni para el medio. Desgraciadamente,
ademds de la propia recalcitrancia intrinseca de la molécula, hay bastantes factores que
pueden limitar o impedir la atenuacion natural en un medio contaminado, entre los que se
incluyen:
* Carencia de nutrientes esenciales para los microorganismos (por ejemplo, nitrégeno
y/o fésforo).
= Ausencia de aceptores de electrones adecuados (generalmente oxigeno).
= TInexistencia de condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial rédox,
humedad, temperatura, etc.).
= Ausencia de poblaciones microbianas con el potencial enzimdtico necesario para
degradar los contaminantes.
* Presencia de componentes tdéxicos para los microorganismos en la mezcla

contaminante.

La bioestimulacidon consiste en la introduccién de modificaciones en el medio, mediante
el aporte de nutrientes, aireacién y otros procesos. En ocasiones es suficiente afiadir
oxigeno mediante aireacion, aunque en otros se podria requerir la adicién de nutrientes o
ajustes de pH. En todo caso, estas aproximaciones son vdlidas siempre y cuando los
microorganismos autéctonos sean capaces de degradar el contaminante tras un proceso

mds o menos largo de aclimatacién previa (Castillo et al., 2005).
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En lo que se refiere a la adicion de nutrientes, la biorremediacién requiere que estos
entren en contacto con el drea impregnada por el contaminante y que su concentracién sea
suficiente para soportar el crecimiento mdximo previsto de la poblacion microbiana

degradadora en el transcurso de las operaciones de remediacion (Al-Kindi y Abed, 2016).

El bioaumento es otra linea de investigacién que conlleva la introduccién en el medio de
microorganismos aclimatados, o incluso modificados genéticamente, con el fin de mejorar la
biodegradacién (Walter, 1997; Atlas y Unterman, 1999). Esta técnica funciona en
condiciones de laboratorio o biorreactores, pero en ambientes externos (suelo, agua) su
implantacion depende de una serie de factores (Alexander, 1999), entre los que cabe
destacar:

* El tamafio de la poblacién de microorganismos degradadores, que crece
rdpidamente como respuesta a la contaminacion del medio, pero es muy dificil, si
no imposible, incrementar la poblacién microbiana mds alld de esos valores.

* La capacidad de carga de muchos ambientes, que viene determinada por factores
tales como la presencia de toxinas, nutrientes y condiciones ambientales,
movilidad y/o distribucién de los microorganismos y la presencia de abundante
materia orgdnica.

* Los microorganismos afiadidos, que deben sobrevivir a los depredadores y
competir con éxito con la poblacién autéctona antes de ocupar los nichos
potenciales.

 En general, los ambientes mds selectivos y la utilizacién de consorcios
microbianos favorecen el bioaumento.

La capacidad de obtener en el laboratorio, mediante manipulacion genética,
microorganismos con mejores propiedades degradativas de compuestos contaminantes no
debe oscurecer el hecho de que, en los ambientes naturales, los microorganismos poseen
una notable capacidad de adaptacion, lo que se favorece por su integracién en poblaciones
dentro de una comunidad. La base de este fendmeno se encuentra, por una parte, en la
adquisicién de nuevas capacidades metabdlicas, mediante mecanismos convencionales de
variacion genética (mutacion, conversién génica, duplicacion, transposicién) o intercambio
de genes y, por otra, en la posibilidad de complementacidn de las actividades metabélicas

de los distintos grupos. La capacidad de intercambio genético entre las poblaciones,
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mediante conjugacion, transformacién y transduccién, constituye una fuerza notable en la
evolucién que conduce a la adaptacion a nuevos ambientes, incluyendo los contaminados
(Paul, 1999).

La complementacion de las actividades metabélicas se lleva a cabo mediante
relaciones de cometabolismo y/o sintrofia. El cometabolismo es una actividad importante
desde el punto de vista medioambiental. Implica, esencialmente, el metabolismo "gratuito"
(es decir, no util para el crecimiento u obtencién de energia) de un substrato secundario
(compuesto contaminante) por enzimas que requieren otro substrato primario diferente, el
cual proporciona la energia y/o los cofactores reductores necesarios. Ambas actividades
enzimdticas pueden ser diferentes y el resultado es, en teoria, la acumulacién de productos
de reaccién a partir del contaminante. En la prdctica, la existencia de otros
microorganismos hace factible la degradacion posterior de esos productos mediante
reacciones sintréficas y, en dltima instancia, su mineralizacién descartando la posibilidad, a
tener en cuenta, de que dichos productos sean téxicos, y/o persistentes (Alexander, 1999;
Wackett y Hershberger, 2001). El término de sintrofia, por tanto, implica la accidn
concertada de diferentes microorganismos sobre un(os) sustrato(s), mediante la
combinacién de sus actividades metabdlicas, lo que permite su degradacién. Esta no seria
posible en presencia de los microorganismos aislados. Se comprende entonces la
importancia de las poblaciones mixtas (que a veces se denominan consorcios) para la
degradacion mds efectiva de los contaminantes orgdnicos. Todo esto se refleja en el
creciente aumento de datos experimentales, en los que el bioaumento con consorcios
microbianos, tanto a nivel de laboratorio como en el medioambiente, estd produciendo
resultados esperanzadores, como en casos aplicados a la degadacion del petréleo o sus
derivados (Mishra et al., 2001; Viras et al., 2002; Malki et al., 2006).

El uso de la ingenieria genética para crear organismos especificamente disefiados
para la biorremediacion tiene gran potencial. Por ejemplo, la bacteria Deinococcus
radiodurans, el organismo mds resistente a la radiacion que se conoce, ha sido modificado
para que pueda consumir el folueno y los iones de mercurio presentes en los residuos
nucleares altamente radioactivos (Brim et al,, 2000, Lovley, 2003).

La biorremediacion utiliza fundamentalmente microorganismos; sin embargo, en
algunos casos también se pueden utilizar plantas (fitorremediacién), algas

(ficorremediacién) u hongos (micorremediacion). La fitorremediacién no es un concepto
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nuevo, pues desde hace 3 000 afios los hombres han utilizado la capacidad natural de
purificacion de las plantas para el tratamiento del agua. Desde la década de 1970, esta
prdctica ha encontrado un renovado interés, en particular para el tratamiento de
plaguicidas, hidrocarburos, metales pesados, radioisétopos, disolventes y explosivos. La
fitorremediacién se basa principalmente en las interacciones entre las plantas, el suelo y
los microorganismos. El suelo es una compleja estructura que sirve de soporte para el
desarrollo de las plantas y los microorganismos, que se alimentan de los compuestos
orgdnicos o inorgdnicos que lo componen. Cuando algunos de estos compuestos se encuentra
en exceso, con respecto al estado inicial del suelo, éste se considera un suelo contaminado.
Los compuestos en exceso pueden ser utilizados como fuente de energia por las plantas y
microorganismos. Las plantas y los microorganismos han coevolucionado para adoptar una
estrategia de aprovechamiento reciproca, en la que los microorganismos aprovechan los
exudados de la raiz como nutrientes, mientras que la planta se beneficia de la capacidad de
degradacién de los microorganismos rizosféricos, que reducen el estrés debido a la
fitotoxicidad de determinados compuestos. En dltima instancia, la planta es el agente
esencial de la exportacion de un contaminante fuera de su entorno. Las plantas absorben el
contaminante y lo metabolizan o lo almacenan, reduciendo o evitando la movilidad de los
contaminantes a otras zonas (fitoestabilizacién). Con mucha frecuencia, los compuestos
orgdnicos, xenobidticos o no, pueden ser degradados y metabolizados para el crecimiento
de la planta. En el caso de los compuestos inorgdnicos contaminantes (metales, metaloides y
radionucleidos), Unicamente es posible su fitoestabilizacién o fitoextraccién, ya que estos
no son biodegradables.

El término micorremediacion se refiere al uso de micelios flngicos para la
biorremediacién. Uno de los principales papeles de los hongos en los ecosistemas es el de la
descomposicién de la materia orgdnica. Estos segregan enzimas extracelulares y dcidos que
sirven para degradar la lignina (polimero orgdnico derivado del fenol) y la celulosa
(biopolimero compuesto por moléculas de p-glucosa), los dos componentes principales de la
pared celular de las células vegetales. Lo fundamental en la micorremediacidn es identificar
la cepa de hongo mds apropiada para tratar cada tipo especifico de contaminante. Algunas
cepas dan buenos resultados para degradar gases neurotéxicos, como el agente VX y el gas
sarin (Abu-Qare y Abou-Donia, 2002). El agente VX (nombre militar empleado por la OTAN

para denominar a la molécula O-etildiisopropilaminoetilmetilfosfonotiolato) es una sustancia
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extremadamente téxica empleada como arma quimica y clasificada como agente nervioso.
Los agentes nerviosos son los compuestos quimicos mds téxicos y de mds rdpido efecto que
se cohocen, y soh considerados como armas de destruccién masiva por las Naciones Unidas
en su Resolucién 687. El gas sarin es un compuesto organofosforado con la férmula
[(CH3).CHO]CH3P(O)F, que fue desarrollado originalmente como pesticida en 1939 en
Alemania. Es un liquido que puede convertirse en vapor (gas) y propagarse al medio
ambiente, y que es usado como arma quimica debido a su extrema potencia como agente

nervioso.

1.3. EL CTANURO

El ion cianuro (CN) estd formado por un dtomo de carbono unido con un enlace triple a un
dtomo de nitrdgeno. El anién cianuro presenta un enlace o, dos enlaces x,y dos orbitales
antienlazantes desocupados. Los primeros orbitales de su estructura se llenan con el
ndmero mdximo de electrones, mientras que los otros orbitales estdn vacios. Debido a que
los orbitales o y © estdn llenos con electrones, el cianuro se comporta como haldgeno. Sin
embargo, su comportamiento pseudohaldgeno no puede explicar la formacion de complejos
con los metales de la serie de transicion como Fe, Co, Ni, Cu y Zn. Los orbitales
antienlazantes desocupados del ion cianuro pueden formar orbitales hibridos con los
orbitales "d" (parcial o totalmente llenos) de los metales de transicion. La contribucion de
un par de electrones (bien del ién cianuro al metal o viceversa) se conoce como “enlace
reciproco” y explica la estabilidad de los complejos cianurados con metales. Por otra parte,
el enlace tfriple del i6n cianuro puede romperse fdcilmente, siendo el responsable de su
elevada reactividad (Luque-Almagro, 2005).
Los distintos compuestos que incorporan en su composicion al ién cianuro pueden ser
agrupados de la siguiente forma (ver Tabla 1):
* Cianuro libre: Comprende el gas dcido cianhidrico (HCN) y el ion cianuro (CN’)
presente en solucién. EI HCN es voldtil a partir de soluciones acuosas y sélo el CN
tiene capacidad de formar complejos con distintos iones metdlicos, y por esta razén

este ién es utilizado en aplicaciones industriales.
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Sales simples de cianuro: Son compuestos iénicos que se disocian directamente en
agua liberando un catién y un anion (CN’). Son las sales que provienen de reacciones
dcido-base como, por ejemplo, NaCN y KCN.

we

Compuestos metdlicos débiles (WAD, “dcido débil disociable”) de cianuro: Son
compuestos idnicos que se disocian directamente en agua liberando un cation y un
anién que contiene al ién cianuro. El anién, denominado “complejo”, puede seguir
disocidndose, produciendo en Ultima instancia un catidn y varios aniones cianuro.

“we

Compuestos metdlicos fuertes (SAD, “dcido fuerte disociable”) de cianuro: Son
todos aquellos compuestos cianuro-metdlicos solubles que por su gran estabilidad se
clasifican como fuertes o estables (hierro, oro, cobalto, etc).

Cianuro total: Comprende el cianuro presente en la solucidn, en todas sus formas,
incluyendo los cianuros estables (complejos de cianuro con hierro).

Organocianuros: Corresponden a compuestos orgdnicos que contienen el grupo ciano
(R-C=N), denominados nitrilos o cianuros orgdnicos. Los nitrilos son producidos de
forma natural o artificial. En esta clase podemos encontrar a las cianhidrinas (2-
hidroxinitrilos), los glucdsidos cianogénicos, el acetonitrilo y el acrilonitrilo, entre
otfros.

Compuestos derivados del cianuro: Son compuestos menos téxicos o esencialmente
inocuos que proceden de las transformaciones de compuestos cianurados. Los mds

importantes son el tiocianato (SCN’), el cianato (CNO"), los iones nitrato (NO3) y

nitrito (NO"), y el amoniaco (NHs3).

Tabla 1: Complej

o0s cianurados

Clasificacion

Compuestos

Cianuros inorgdnicos

e Cianuro libre

CN’, HCN

*  Cianuros simples
solubles
sales neutras insolubles

o

(0]

NacCN, KCN, Ca(CN),, Hg(CN),
Zn(CN),, Cd(CN)z, Ni(CN),, CuCN, AgCN

*  Complejos cianuro-metdlicos débiles
(WAD)

Zn(CN)4Z, Cd(CN)3", Cd(CN)4Z

*  Complejos cianuro-metdlicos
moderadamente fuertes

Cu(CN)", Cu(CN)s%, Ni(CN)Z, Ag(CN),

¢ Complejos cianuro-metdlicos fuertes

Fe(CN)*, Fe(CN)e>", Co(CN)s*, Au(CN),"

(SAD)
Cianuros orgdanicos (nitrilos)
e Alifdticos Propionitrilo, acetonitrilo, acrilonitrilo, etc.

*  Aromdticos
*  Glucédsidos cianogénicos
*  Cianolipidos

Benzonitrilo, cianopiridina, etc.
Linamarina, amigdalina, durrin, etc.
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Los complejos cianuro-metdlicos se pueden disociar en funcion de varios factores, como
disminucion de la concentracién y disminucién del pH, con liberacién de CN™ y la
consecuente formacion de HCN.

En la figura 2 se muestra el equilibrio entre el ién CN" y el HCN dependiendo del pH.
A pH inferior a 8 casi fodo el cianuro libre se encuentra como HCN y se pierde por
volatilizacion, mientras que a pH 10,5 casi todo el cianuro libre estd presente como CN'. En
condiciones normales de temperatura y presion, las concentraciones de HCN y CN son
iguales a un valor de pH de aproximadamente 9,0 (Logsdon et al., 2006).

CN + H20 < HCN + OH (pK, = 9,24 a 25° €)
100 A

HCN CN

pH
Figura 2: Relacidn entre el i6n CN” y el HCN segtn el pH

1.3.1. Compuestos derivados del cianuro

Como resultado de la cianuracién, extraccion de metales a partir de menas en mineria, de la
degradacién natural o del tratamiento de agua residual, se forman una diversidad de
compuestos en disolucién, derivados del cianuro, entre los que figuran el tiocianato, el
cianato y el amoniaco.
* Tiocianato: El tiocianato (SCN") se forma por la reaccién entre el ién cianuro, el
oxigeno y compuestos que contienen azufre, resultando mucho menos téxico que el
cianuro. Los tiocianatos son mds estables que los cianatos y que el ién cianuro en
solucién acuosa. El tiocianato puede degradarse lentamente debido a la accién de
diversos microorganismos, los cuales lo oxidan formando amoniaco y sulfato. Ciertos

organismos tienen la capacidad de utilizar el tiocianato como una fuente de
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nitrégeno, lo cual ocurre sélo después de agotarse todo el amoniaco disponible. Los
mecanismos de descomposicion quimica de este compuesto son lentos; ademds, el
tiocianato es resistente a la fotodegradacion (Smith y Mudder, 1991).

* Cianato: El cianato (CNO") es un compuesto generado durante el procesamiento de
minerales, debido a la reaccién entre el ién cianuro y el oxigeno, o durante el
fratamiento de efluentes que contienen cianuro por medio de un agente oxidante
como el peréxido de hidrégeno o el idn hipoclorito, entre otros. El cianato es estable
en condiciones bdsicas pero se descompone en medio dcido para generar iones
amonio.

* Amoniaco: A femperatura ambiente, el cianato y el ftiocianato reaccionan
lentamente con agua para formar amoniaco (NHs), anién formiato y/o carbonato
(Smith y Mudder, 1991). El NH; puede formar complejos metdlicos con el cobre o el
niquel, pero no compite eficazmente con el cianuro o con el tiocianato como agente
para la formacién de complejos. El amoniaco libre es téxico para la mayoria de los
seres vivos. Este compuesto se volatiliza a un pH elevado, pero permanece en
solucién, al igual que el ién amonio, en condiciones de pH neutro. Los principales
mecanismos de eliminacidn del amoniaco en el ambiente acudtico son la nitrificacién
bioldgica, eliminacién por las plantas y la adsorcién en las arcillas (Alvarez et al.,

2013).

1.3.2. Complejos cianuro-metdlicos

Entre los complejos cianuro-metdlicos débiles y moderadamente fuertes se encuentran los
formados entre el cianuro y el cadmio, el cobre, el niquel, la plata o el zinc (Tabla 1). Estos
compuestos se forman de manera gradual a medida que la concentracién de cianuro
aumenta en la disolucién en la que se encuentran los metales. La estabilidad de estos
complejos varia segln el metal, siendo el zinc y el cadmio los que forman los complejos mds
débiles y por lo tanto los mds téxicos, ya que liberan CN™ fdcilmente. En la tabla 2 se

presentan las constantes de disociacién de algunos de estos complejos cianurometdlicos.
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Tabla 2: Complejos cianuro-metdlicos. Estdn ordenados en orden decreciente de estabilidad. Los nimeros
romanos indican el estado de éxido-reduccién del metal.

. Constante de
Nombre Formula disociacién (M)
Hexacianoferrato (III) (ferricianuro) [Fe(CN)s1° 1,0 x 102
Hexacianoferrato (II) (ferrocianuro) [Fe(CN)s1™ 1,0 x 10
Tetracianomercuriato (IT) [Hg(CN),T? 4,0x 10
Tricianocuproato (I) [Cu(CN);]2 5,0 x 1028
Tetracianoniquelato (IT) [Ni(CN),4]2 1,0 x 102
Dicianoargentato (I) [Ag(CN),]* 1,0x10%
Tetracianocadmiato (II) [CA(CN)4] 2 1,4 x 10"
Tetracianocincato (II) [ZNn(CN)4]2 1,3x10"

La velocidad de disociacion de estos complejos, que ocasiona la liberacion del ién
cianuro, depende de factores como la intensidad de la luz, la temperatura del agua, el pH,
el total de sélidos disueltos y la concentracién del complejo cianurado. La separacién del ién
cianuro mediante fotélisis es mds acusada para los complejos de cianuro con hierro. En
general, una disminucion del pH y de la concentracidn del complejo aumenta el porcentaje
del ién cianuro producido. Es la estabilidad de cada complejo la que determina su facilidad
de tratamiento y su toxicidad relativa. El pardmetro mds importante en la determinacion de
la estabilidad o del grado de disociacién de estos complejos cianurados es el pH de la
disolucién.

Un metal con el que el cianuro reacciona formando complejos octaedrales
extremadamente estables es el hierro (Tabla 2). Entre los complejos cianuro-hierro
figuran el hexacianoferrato II o ferrocianuro, en el cual el hierro se halla en estado
reducido con una valencia +2. El ferrocianuro, que es la forma corriente de disolucién a
potenciales de 6xido-reduccion ambientales, se oxida fdcilmente a ferricianuro o
hexacianoferrato ITI. En este caso, el hierro estd presente en forma férrica oxidada con
una valencia +3. El hexacianoferrato II puede formarse por adicién de una sal ferrosa
soluble o un hidréxido ferroso a una disolucién que contenga el ion cianuro. Esta reaccién
tiene lugar a un pH inferior a 9, mientras que por encima de este pH se produce la
disociacion del complejo. La adicién ferrosa puede ocasionar la precipitacion del cianuro
dependiendo del pH de la disolucion y de los contenidos de cianuro e ién ferroso. La adicidn
del ién ferroso en exceso, combinado con un pH inferior a 4, haria precipitar también otros

complejos cianurometdlicos. A pesar de su mayor constante de estabilidad, el ién ferroso
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no desplaza al zinc, cobre o niquel de sus complejos. El hexacianoferrato III no puede
formarse directamente en disolucién a partir de hierro férrico y cianuro, probablemente
debido a la mayor insolubilidad del hidréxido férrico. Su formacién es principalmente el
resultado de la oxidacién del hexacianoferrato IT.

Estos complejos cianuro-hierro requieren especial atencién debido a su extrema
estabilidad en ausencia de luz y a su tendencia a disociarse en presencia de ella. Ha
existido una considerable controversia acerca de la toxicidad relativa de estos complejos
cianuro-hierro debido a la fotélisis. Aunque estos complejos resisten la degradacién natural
hasta que el cianuro libre y los complejos cianuro-metdlicos mds fdcilmente degradables se
han eliminado, sin embrago son capaces de liberar cianuro en proporciones téxicas cuando
se exponen a una intensa radiacién ultravioleta. Asi, se ha determinado que bajo exposicién
prolongada, los hexacianoferratos II y III liberan entre el 49-85% de su contenido de
cianuro, respectivamente (Smith y Mudder, 1991). Sin embargo, estos experimentos se
refieren a sistemas cerrados y a niveles de radiacion ultravioleta muy altos en comparacion
con los sistemas naturales.

Los hexacianoferratos experimentan una mayor variedad de reacciones que otros
cianuros metdlicos, y la quimica de sus disoluciones ha sido estudiada de un modo mds
completo. Tanto el ferrocianuro como el ferricianuro forman sales solubles con otros
metales sin experimentar cambio del ligando del cianuro. El contenido de cianuro también
permanece invariable cuando el ferrocianuro se oxida, reaccién que ocurre fdcilmente y de
manera reversible. Dado que la mayoria de los métodos fisico-quimicos de eliminacién del
cianuro dependen de la oxidacidn, la eliminacién de los hexacianoferratos exige tener en
cuenta otros aspectos de su comportamiento quimico, por ejemplo, la precipitacién quimica.
Los hexacianoferratos se clasifican como complejos inertes, cuya estabilidad se debe a que
su velocidad de disociacion es sumamente baja, al igual que su solubilidad. Aunque los
cianuros de hierro precipitados presentes en disoluciones y residuos de minas son
principalmente las formas ferro y ferri mezcladas, existen otros compuestos
cianurometdlicos relativamente insolubles. En la tabla 3 se muestra la solubilidad de varios

de estos complejos (Goncalves et al., 1998).
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Tabla 3. Solubilidad de distintos ferrocianuros y ferricianuros

Nombre Férmula Solubilidad g/L (T° C)
Ferricianuro aménico (NH4)3Fe(CN), Muy soluble
Ferrocianuro aménico (NH4)sFe(CN)e, 3H,0 Soluble
Ferricianuro de cobre (I) CuzFe(CN), Insoluble
Ferricianuro de cobre (II) Cus(Fe(CN)e)2, 14H,0 Insoluble
Ferrocianuro de cobre (IT) CuzFe(CN)e, XH,0 Insoluble
Ferricianuro de hierro (II) Fes(Fe(CN)e). Insoluble
Ferrocianuro de hierro (ITI) Fe,Fe(CN), Insoluble
Ferrocianuro de hierro (III) Fe4(Fe(CN)e)s Insoluble

1.3.3. Toxicidad del cianuro

El cianuro, a pesar de ser un producto quimico industrial indispensable, es conocido por sus
caracteristicas téxicas potencialmente mortales. La toxicidad del cianuro depende
bdsicamente de su forma quimica, su estabilidad y su biodisponibilidad (Kunz y Casey,
1980). La forma mds téxica es el cianuro libre (HCN y CN’), y las menos téxicas son los
complejos cianuro-metdlicos fuertes (Dubey y Holmes, 1995). Existen al menos tres
mecanismos conocidos de toxicidad para el cianuro: la quelaciéon con metales di- o tri-
valentes en los sitios activos de las metaloenzimas, la reaccién con bases de Schiff
intermediarias para formar derivados de nitrilo estables y la formacion de cianhidrinas por
reaccién con compuestos ceténicos (Solomonson et al., 1981).

La principal metaloenzima afectada en los seres vivos es la citocromo ¢ oxidasa,
enzima aceptora de electrones, en dltima instancia, de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, esencial para la respiracion celular. La inhibicion de esta enzima
bloquea la fosforilacion oxidativa, disminuyendo la concentracién de ATP en la célula y
provocando la muerte celular (Donato et al, 2007). El cianuro, también puede inhibir la
actividad de al menos otras 13 enzimas, como la catalasa, la peroxidasa, la fosfatasa, la
ribulosa-1,5-bisfosfato, etc (Vasil'ev et al., 2007).

Diariamente los seres humanos tienen contacto directo con el cianuro o sus
derivados a través de los alimentos que consumen y productos que utilizan. La causa
principal de muerte por cianuro involucra la ingesta de plantas cianogénicas, cuyos niveles
elevados de cianuro provocan una pardlisis permanente de las extremidades. En humanos, la
dosis letal de cianuro por ingestién o inhalacién varia entre 50 y 200 mg (1 a 3 mg de

cianuro libre por Kg de masa corporal). La dosis letal por absorcién dérmica es
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considerablemente mayor, alrededor de 100 mg por kg de masa corporal (Bhattacharya et
al., 2006, Logsdon et al., 2006). El cianuro no se acumula ni se biomagnifica, por lo que
exposiciones prolongadas a concentraciones subletales de cianuro no necesariamente
causan infoxicacion, aunque podrian provocar lesiones en el nervio dptico, ataxia,
hipertensién, desmielinizacion, neuropatia dptica de Leber, bocio y disminucién de las
funciones tiroideas. No se conocen casos en los que el cianuro se relacione con cdncer o
defectos congénitos, o que pueda tener efectos adversos sobre la reproduccién (Logsdon
et al., 2006).

A nivel tisular, el cianuro actia sobre el sistema respiratorio, impidiendo el uso del
oxigeno mediante la inhibicién de la accion de las enzimas respiratorias. La hipoxia
citotoxica o asfixia celular provoca que el metabolismo cambie de aerobio a anaerobio, lo
que conlleva a la acumulacién de lactato en la sangre. El efecto conjunto de la hipoxia y la
acidosis ldctica provoca una depresién en el sistema nervioso central que puede causar paro
respiratorio y resultar mortal. Ademds del sistema respiratorio, el cianuro también afecta
al sistema cardiovascular, ocasiona un agrandamiento de la gldndula tiroides y provoca
irritacion en ojos y piel. A altas concentraciones provoca convulsiones, presién sanguinea
baja, ritmo cardiaco lento, pérdida de la conciencia, lesién en el pulmdn y fallo respiratorio
que lleva a la muerte.

Los humanos poseen diversos mecanismos para destoxificar el cianuro de forma
efectiva, siempre que la concentracién de cianuro no supere la dosis minima letal. Uno de
estos es la reaccion del cianuro con el tiosulfato que produce tiocianato en una reaccién
catalizada por la enzima rodanasa. El tiocianato, que es menos tdoxico que el cianuro, es
liberado por la orina en cuestién de dias. Otro mecanismo de destoxificacién de cianuro en
humanos es el que presenta la metahemoglobina, proteina que tiene mds afinidad por el
cianuro que la citocromo c¢ oxidasa.

Otros animales, como peces e invertebrados marinos, son especialmente sensibles a
la exposicién al cianuro. Concentraciones de cianuro libre en el ambiente marino, que pueden
oscilar entre 5y 7 pg/L, reducen la movilidad e inhiben la reproduccidon de muchas especies
de peces. Otfros efectos adversos pueden ser mortalidad retardada, alteraciones
osmorreguladoras y alteraciones del crecimiento. A concentraciones de 20 a 76 pg/L, el
cianuro es mortal para una gran cantidad de especies marinas, y a concentraciones que

superan los 200 ug/L el efecto téxico es rdpido.
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1.3.4. El cianuro en la naturaleza

A pesar de que el cianuro es un compuesto altamente nocivo, este se produce y se elimina
de forma natural por algunos seres vivos, alcanzdndose asi un equilibrio ambiental relativo.
La produccién bioldgica de cianuro tiene lugar durante la sintesis de etileno en plantas (Fig.
3) y ocurre a través de un proceso denominado cianogénesis (Raybuck, 1992; Siller y
Winter, 1998; Campbell et al.,, 2001). Ademds, este compuesto puede ser transformado por
mecanismos de destoxificacion bioldgica o asimilado como fuente de nitrégeno (Knowles,
1988; Kunz et al., 1998).

En la naturaleza el cianuro es formado, excretado y degradado por miles de
animales, plantas, insectos, hongos y bacterias. Los niveles de cianuro potencialmente
liberado por la digestion o inadecuada preparacién de plantas cianogénicas pueden llegar a
concentraciones de cientos de partes por millén. La ingesta de estos vegetales puede
originar la muerte en animales y el envenenamiento del ser humano (Askeland y Morrison,
1983). El cianuro presente en plantas cianogénicas como la yuca, el bambd o el sorgo, les
confiere proteccion contra los depredadores (Nahrstedt, 1988; McAfee y Taylor, 1999;
Vetter, 2000; Eisler, 2004).

CHO IT
C|302H " NHOH R_C—CN
glioxilato hidroxilamina o_ gIUcido(s)
B-glucosidasa g|l.'lCid0(S)
COOH HC =NOH
|
HoN _C|:_H COzH IT
|
H HCN sintasa o-hidroxinitrilo R— C|3 —CN
l
glicina iasa OH
CO;
HCN R
C=0
R~
HZC / NH3+
>C\ + %20, 3y HC=CH;+ H0
H.C COO’ ACC oxidasa etileno
ACC

Figura 3: Cianogénesis. Las flechas representan las rutas de biosintesis de cianuro en bacterias y hongos
(naranja), en algas (azul) y en plantas y animales (verde continua). La flecha verde discontinua representa la
produccién de cianuro en plantas durante la sintesis de etileno a partir del dcido 1-amino-1-
ciclopropilcarboxilico (ACC) (Luque-Almagro, 2005).

24



Introduccidon

La degradacién biolégica de cianuro es debida a la capacidad de ciertos
microorganismos, mayoritariamente bacterias, de utilizar compuestos cianurados como
fuente de nitrégeno, convirtiendo un compuesto téxico en sustancias inocuas como el
amonio. Entre los microorganismos que poseen esta capacidad degradadora se encuentran
muchos hongos y bacterias (Tabla 4). Las rutas metabdlicas de asimilacién de cianuro son
diversas, aunque todas tienen en comin la formacidn, en dltima instancia, de amonio (Tabla
4). Estas rutas, que se pueden clasificar en oxidativas, hidroliticas, de
sustitucién/transferencia y reductivas, pueden transcurrir mediante la conversién directa
de cianuro en amonio, o a través de intermediarios como la formamida, el cianato, el

tiocianato, la cianoalanina o cianhidrinas (Dubey y Holmes, 1995; Raybuck, 1992; Ebbs,

2004).

Tabla 4: Rutas bioldgicas de degradacién del cianuro

Ruta Enzima Microorganismo
Cianuro monooxigenasa
HCN + O, + H" + NADPH — HOCN + | Pseudomonas sp.
NADP* + H,O
Cianasa Escherichia coli
Oxidativa HOCN + HCO3_ + 3Hzo — ZCOZ + NH4* ‘
) Rhodococcus rhodochrous
+ 30H
Cianuro dioxigenasa Pseudomonas fluorescens,
HCN + O, + H" + NADPH — CO. + NH; | Pseudomonas cereus, Bacillus pumillus, Escherichia
+ NADP* coli BCN6
Hongos patédgenos,
Cianuro hidratasa Gloeocercospora sorghi,
HCN + H,O — HCONH. Fusarium oxysporum CCMI 876, Fusarium solani
IHEM 8026, Sternphylium loti
R
HCN + 2H,0 — HCO:H + NH; P .o
Pseudomonas stutzeri
Klebsiella ozaenae, Arthrobacter sp, Pseudomonas
3 Nitrilasa aerug /nc?sa,
Hidrolitica Nocardia sp.,

R-CN + 2H,0 — R-CO:H + NH;

Rhodococcus rhodochrous,
Alcaligenes faecalis,
Acinetobacter sp., Fusarium solani, F. oxysporum

Nitrilo hidratasa
R-CN + H,O0 - R-CONH;

Pseudomonas, Corynebacterium, Brevibacterium,
Rhodococcus rhodochrous, Pseudonocardia
thermophila, Pseudomonas marginales MA32,
Pseudomonas putida MA113,

Klebsiella pneumoniae,

Arthrobacter sp., Fusarium sp., Brevibacterium
imperialis CBS489-74
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Thiobacillus denitrificans,

Bacillus subtilis,

Bacillus sterarothermophilus,

Azotobacter vinelandii, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Ferrobacillus ferroxidans, Thermobacillus
denitrificans, Desulfotomaculum nitrifican,

Fusarium sp.

Rodanasa

HCN + 52032- — HCNS+ 50324
Sustitucion/
transferencia

Bacillus megaterium
Chromobacterium violoaceum, Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Pseudomonas sp.

Cianoalanina sintasa
Cys + HCN — p-cianoalanina + HS"

Azotobacter vinelandii

Nitrogenasa Klebsiella oxytoca, Rhodopseudomonas gelatinosa,
HCN + 6H'+ 6e” — CHs + NH; Streptomyces thermoautotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, Azospirillum sp., Rhodospirillum rubrum

Reductiva

1.3.5. El cianuro, un compuesto esencial en la mineria y en el mundo moderno

El cianuro es uno de los principales compuestos utilizados por la industria quimica debido a
su composicion de carbono y nitrégeno, ambos elementos comunes, y a la facilidad con la
cual reacciona con otras sustancias. Es un subproducto de la fabricacién de fibras acrilicas,
o bien es generado por la combinacion de gas hatural con amoniaco liquido. Su fabricacién
primaria es de 1,4 millones de toneladas y se produce principalmente en E.E.U.U., México,
Singapur, China, Inglaterra, Espafia y Alemania. La industria minera y del pldstico en
general consume el 82% del cianuro producido en el mundo, pero de dicho porcentaje tan
solo un 18% es utilizado en mineria y el otro 64% es utilizado en la industria para la
fabricacién de pldsticos y derivados (Alvarez et al., 2013).

Asi, la mayoria del cianuro fabricado en el mundo se emplea en la produccion de
quimicos orgdnicos (nitrilo, nylon y pldsticos acrilicos), la produccién de goma sintéticay en
la cementacién de aceros. El dcido cianhidrico (HCN) se ha utilizado ampliamente para
exterminar a los roedores y depredadores grandes, y en la prdctica horticola, para
confrolar las plagas de insectos que han desarrollado resistencia a otros pesticidas.
Ademds, el cianuro se utiliza en productos farmacéuticos y en vendas quirlrgicas que
promueven la cicatrizacién.

En otros sectores industriales, el cianuro se empleado en la produccion de papel,
textiles y pldsticos. Las sales de cianuro son utilizadas en la metalurgia para galvanizacion,
limpieza de metales y la recuperacion del oro del resto de material reutilizado. El gas

cianhidrico se utiliza para exterminar plagas e insectos en barcos y edificios. Las
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sustancias quimicas encontradas en productos hechos con acetonitrilo, utilizados para
remover ufias postizas, pueden producir cianuro si se ingieren accidentalmente.
Ademds, este compuesto estd presente en gran parte del entorno diario al que estamos
expuestos, por ejemplo, en la sal usada para derretir el hielo en los caminos y en los
escapes de los automdviles. También es un estabilizante de la sal de mesa. También se
encuentra en el humo de los cigarrillos y en los productos de combustién de los materiales
sintéticos como los pldsticos y que se desprenden al quemar un material.

El ferrocianuro de potasio (Ks[Fe(CN)s]) se utiliza en algunas industrias de la
alimentacién como la vitivinicola, para la eliminacién de los metales pesados que se
encuentran en el vino. Estos metales pueden provenir de la propia produccion de uva
(pesticidas, derrames, desechos industriales) asi como también de la maquinaria que se
utiliza provocando enturbiamientos, ya que el mosto y el vino atacan, carcomen y disuelven
los metales.

Desde finales del siglo XIX, el cianuro sédico es empleado intensamente para la
disolucién o lixiviacién de oro y plata. Del total de la produccién mundial de cianuro,
alrededor del 20% se utiliza para fabricar cianuro sédico, una forma sélida de cianuro cuya
manipulacion es relativamente fdcil y segura. De este porcentaje, el 18% se utiliza en
mineria en todo el mundo, mayormente para la recuperacion de oro y plata.

Uno de los métodos mds utilizados para la extraccién de oro y plata es el de
cianuracién que consiste en la extraccion de metales preciosos a partir de un mineral
molido en una solucién alcalina diluida con cianuro. A pesar de los problemas ambientales
que presenta el uso del cianuro y de la gran cantidad de investigaciones sobre otros
procesos de disolucién menos contaminantes, actualmente, se sigue utilizando ampliamente
debido a su bajo coste y a su simplicidad. Los procesos de extraccion empleados en
operaciones mineras requieren soluciones muy diluidas de cianuro de sodio, generalmente
entre 0.01% y 0.05% de cianuro (100 a 500 partes por millon). En contacto con el oro o la
plata, el cianuro forma complejos estables, razon por la cual su importancia en la mineria.
Como resultado del proceso de cianuracién, de la degradacién natural de los efluentes del
proceso o del tratamiento quimico de éstos, se forman diversos compuestos solubles
relacionados con el cianuro, entre los que figuran, ademds del cianuro libre y de los

complejos metdlicos de cianuro, el tiocianato, el cianato y el amoniaco. Todos estos
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compuestos son importantes, tanto desde el punto de vista toxicoldgico como desde el

punto de vista de su fratamiento.

1.3.6. Descontaminacion de residuos industriales cianurados

Fundamentalmente, los residuos industriales que contienen cianuro son tratados mediante
métodos fisico-quimicos, sin embargo estos tienen una serie de limitaciones que hacen poco
aconsejable su uso. Como alternativa, los métodos basados en microorganismos capaces de
utilizar el cianuro como fuente de nitrégeno pueden suponer una forma ecoldgica,

econdmica y eficiente de eliminacion de cianuro.

1.3.6.1. Descomposicion fotoquimica del cianuro

Depende de la exposicién del compuesto cianurado a la radiacién ultravioleta, esta es lenta
en aguas profundas, turbias o a la sombra. En residuos sdlidos se requieren grandes
extensiones para que estos sean poco profundos y la luz los traspase. En la oxidacién
fotocatalitica, se combina la energia radiante de la luz ultravioleta y un oxidante como el
aire en presencia de un semiconductor como el didxido de titanio, un compuesto
extremadamente estable en suspensiones acuosas. La actividad fotocatalitica del didxido
de fitanio ha sido ampliamente estudiada y su aplicabilidad en los procesos solares
fotocataliticos se debe al hecho de que absorbe los fotones disponibles en un intervalo de
longitud de onda de 300 a 400 nm. El mecanismo de oxidacién fotocatalitica no ha sido
determinado con precisién, pero se ha evidenciado la conversion completa de CN" a CNO" y

la posterior formacion de NO3’, CO; y H.O: (Bartosz et al., 2002; Kuhn 'y Young, 2005).

1.3.6.2. Degradacion fisico-quimica del cianuro

Los efluentes industriales mineros contienen concentraciones de cianuro total entre 0,1y
100 mg/L, mientras que en efluentes de industrias galvanopldsticas pueden encontrarse
concentraciones de cianuro entre 0,1 y 1 000 mg/L (Patil y Kulkarni, 2008). Actualmente,
existen muchos tratamientos quimicos para los residuos cianurados, como cloracién alcalina,
ozonizacidn, precipitacién, acidificacion, oxidacién electrolitica, peréxido de hidrégeno,

absorcién con carbon activado, 6smosis reversa, hidrolisis térmica y el proceso INCO con
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S0;/aire (Botz et al, 2005). En la tabla 5 se describen brevemente los principales

tratamientos fisico-quimicos que se emplean para la eliminar el cianuro del ambiente.

Tabla 5: Principales tratamientos fisico-quimicos para la eliminacidon del cianuro. WAD, complejos cianuro-
metdlicos fdcilmente disociables y SAD, complejos cianuro-metdlicos dificilmente disociables (Dash et al,

2009)
Remueve
, . . ¢Requiere
Tratamiento Ventaja Desventaja €N Tiocianato Cianuro Cianuro tratamiento
J y libre WAD SAD iy
adicional?
Proceso efectivo. Requiere alta
No se producen energia.
Fotélisis productos Dificultad para Si Si Si Si Si
indeseables. operar.
Remocién completa Muy costoso
Se adicionan
cationes/aniones al
Tecnologia agua.
establecida. Exceso de
El cianuro se oxida hipoclorito téxico.
Clor'mc!cmn a QOZ y Nz a pH La clo.rmacnon puede si si si No si
alcalina bajo. reaccionar con
Remueve metales compuestos
por precipitacion a orgdnicos.
pH elevados Genera productos
téxicos
infermediarios
Costoso.
El exceso se Puede precipitar si
descompone a H:0 y ¢ precip
Peréxido de (@) precipitan
. > ferricianuros con Si No Si Algo Si
hidrogeno Simple de operar.
. cobre.
No reacciona con el . .
S Requiere dosis
tiocianato
exactas
Agrega sulfatos al
El reactivo es proceso.
S0;/aire barato. Puede precipitar si . . .
A P
(INCO) Se usa sobre un precipitan Si Igo Si Si oce
amplio rango de pH ferricianuros con
cobre
L Es poﬁbleslguna Produce amonio. . . . .
Ozonizacion regeneracién del Si Si Si No Si
) Altamente costoso
cianuro
Trata todos los . .
S, . Requiere tratamiento
Oxidacion efluentes sin S . . . .
L) . adicional por Si Si Si No Si
anddica importar su S
L oxidacion
concentracion
Muy costoso.
Electrodidlisis | Altamente eficiente | Aplicable a cierto Si Si Si Si No
tipo de efluentes
< Costoso.
(o] i Tratamient
Smosis o .amlen ° Aplicable a cierto Si Si Si Si No
reversa eficiente .
tipo de efluentes
Se requieren altas
temperaturas.
Hidrélisis Metodologia simple Produce HCN. Si No No No Si
Requiere mucho
dcido
Costoso.
Carbén Método mu Solo para bajos
. . Y concentraciones. No Algo Mucho Si Poco
activado efectivo .
Se requiere pre-
tratamiento
Se requiere pre-
Resina Eficiente tratamiento. Algo Algo Si Si Poco

Dificil de sustituir
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1.3.6.3. Degradacion bioldgica de cianuro

La degradacién bioldgica del cianuro es una opcion muy ventajosa a los procedimientos

fisico-quimicos mostrados en el apartado anterior. Los métodos bioldgicos, vy
particularmente los microbioldgicos, son alternativas eficientes, porque son especificos,
respecto a los focos en los que se pretende que actien y luego de estandarizarse, pueden
resultar muy econdémicos, respecto a los procesos quimicos (Akcil, 2003). Otra ventaja de
estos procesos es su disefio simple y el control que se posee del proceso operativo, los
bajos costos de las sustancias quimicas y la capacidad de tratar por este método todas las
formas de cianuro y sus subproductos (Dumestre et al.,, 1997; Oudjehani et al., 2002; Akcil
y Mudder, 2003; Roshan et al., 2007). En la tabla 6 se resumen los beneficios y aplicaciones

del tratamiento bioldgico.

Tabla 6: Ventajas y desventajas de la degradacidn bioldgica del cianuro (Dash et al., 2009)

Elimina
a - . ¢Requiere
Tratamiento Ventaja Desventaja 2 Tiocianato e tratamiento
~' ~' libre wAaD | sAD o
adicional?
La tecnologia no
estd totalmente
Aprovecha un )
establecida.
proceso natural. Reauiere la
Puede tratar CN° 9 o,
. combinacién de la
sin generar otro metalurgia
tipo de desecho. biolo iag lr‘ocesos
Oxidacién No requiere el uso de ingen?efia
biolégica / | de quimicos o genieria. Si Si Si Si No
. i Se requieren
Biodegradacién | controles extensos. .
. evaluaciones y
El costo es fijado .
estudios
por el volumen a .
especificos para
tratar. . e
. cada tipo y sitio.
Es amigable con el
. No remueve
ambiente .
concentraciones
altas

Las transformaciones bioldgicas incluyen procesos de biodegradacién y asimilacién
del cianuro en forma de aminodcidos, tiocianato, p-cianolanina y vitaminas por plantas y
microorganismos (Gupta et al., 2010). La biodegradacién hace referencia a las reacciones
que convierten el cianuro en moléculas orgdnicas o inorgdnicas mds simples, las cuales
pueden ser fdcilmente metabolizadas hasta amonio y diéxido de carbono o metano. Las vias
de biodegradacién son utilizadas principalmente por

organismos procariotas vy

probablemente representan una de las primeras respuestas evolutivas a la presencia de
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cianuro en el ambiente. La asimilacién hace referencia a la metabolizacién del cianuro e

incorporacién de sus derivados en compuestos orgdnicos. Las vias de asimilacion estdn

presentes tanto en procariotas como en eucariotas (Dzombak et al, 2006). Actualmente,

se pueden encontrar numerosas referencias bibliogrdficas respecto a un gran nimero de

investigaciones sobre degradacién microbiana del cianuro y derivados (Tabla 7).

Tabla 7: Investigaciones sobre la degradacién de cianuro (Dash et al., 2009)

Pardmetros dependientes

Compuesto a ser eliminado Microorganismo Concentracién pH T (°C) Referencias
Cianuro WAD Pseudomona sp. (CM5, CMN2) 100-400 mg/L 9,2-11,4 30 Akcil et al., 2003
Cianuro de Potasio Fusarium solani 0,5-0,8 mM 9,2-10,7 30 Dumestre et al., 1997
Complejo cianuro ferroso (IT) Pseudomona fluorescens - 4,0-7,0 25-35 Dursuny Akzu, 2000
Complejo cianuro ferroso (IT) P. fluorescens 100 mg/L 50 25 Dursun et al., 1999
Cianuro de Potasio Klebsiella oxytoca 0,58 mM 70 30 Kao et al., 2003
Nitrilos K. oxytoca 25-100 mM 70 30 Kao et al., 2006
Cianuros Cultivo mixto 20 mg/L 7.0 22 White et al., 1998
Cianuro de Sodio Pseudomona PUTida | 160.400 mg/L 67 25 Babu et al, 1992

inmovilizada
C.IGH.UI"O de Sodio, cianatos y P. putida inmovilizada 4mM 75 25 Chapatwala et al.,
tiocianatos 1998
Cianuro y formamida {‘-'usar.u./m oXyporum 1-7 mM 8,0 25-30 Campos et al., 2006
inmovilizada

. . . Ezzi-Mufaddal y

Cianuro metdlico Trichoderma sp. 2000 mg/L 6,5 25 Lynch, 2002
Ci ., P:
Cianuro de cobre y zinc S:‘robacfer sp., Fseudomona 52 mg/L 75 35 Patil y Paknikar, 2000
Tetra-ciano-nickelato (IT) P. fluorescens inmovilizada 26 mg/L - 30 Suh, 1994
Cianuro de Potasio Burkholderia Capita cepa C-3 10 mM 8,0-10,0 30 Adjei y Ohta, 2000
Cianuro de Potasio Bacillus megaterium - - - Castric y Strobel,
1969
Cianuro de Potasio Bacillus pumillus €1 100 mg/L 105 30 Meyers et al. 1991
Cianuro de Potasio Escherichia coli BCN6 50, 100, 200 mg/L 9,2 30 Figueira et al., 1996
Cianuro de Potasio Stemphilium loti 2 mM 65-75 25 Fry y Millar, 1972
1,7, i P ,
Cianuro de Potasio P. acidovorans 31 mg/L TLTIy 30 Shivaraman y Parhad
9,1 1991
Cianuro de Potasio P. stutzeri AK61 1mM 7.6 30 Watanabe et al., 1998

. . P. pseudoalcaligenes Luque-Almagro et al.,
Cianuro de Sodio CECT5344 2 mM 95 30 2005a , b
Tetra-ciano-nickelato (IT) AC/'\/*CyT;\)];ococcus humicolus 51 mM 75 25 Kwon et al., 2002

1.4. Pseudomonas,

DEGRADADORA

UN GENERO CON GRAN CAPACIDAD

El género Pseudomonas fue descrito por el profesor Migula (Karlsruhe Institute, Alemania)

como “células con estructuras polares méviles” (Migula, 1894; Migula, 1900). Pseudomonas

literalmente significa «falsa unidad», derivado del griego pseudo (Veubo 'falso') y monas
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(novag / povada ‘una sola unidad'). Debido a la amplia distribucién de la familia
Pseudomonadaceae en la naturaleza, esta fue descrita en los inicios histéricos de la
microbiologia. El nombre genérico Pseudomonas estaba definido inicialmente en términos
relativamente vagos, describiéndose como un género de bacterias Gram negativas y bacilos
con flagelo polar. Poco después, un gran nimero de especies aisladas de un variado nimero
de nichos ecoldgicos fueron asignados al género Pseudomonas. Las nuevas metodologias
basadas en andlisis de macromoléculas conservadas entre diversos organismos, han
reclasificado a muchas de estas especies.

Actualmente el género Pseudomonas se define como bacilos rectos o ligeramente
curvados, Gram negativos, oxidasa positivos y aerdbicos, aunque en algunos casos pueden
utilizar el nitrato como aceptor de electrones. Los miembros de este género generalmente
son maviles gracias a uno o mds flagelos polares que poseen, son catalasa positivos y ho
forman esporas. Algunos miembros del género son psicréfilos, mientras que otros
sintetizan sideréforos fluorescentes de color amarillo-verdoso con gran valor taxondémico.
Existen especies de Pseudomonas tipicamente hemoliticas (en agar sangre), prueba del
indol negativas, rojo de metileno negativas y Voges Proskauer negativas. Algunas especies
sintetizan una cdpsula de exopolisacdridos que facilita la adhesion celular, la formacién de
biopeliculas y protege de la fagocitosis, de los anticuerpos o del complemento, aumentando
asi su posible patogenicidad (Palleroni, 2010).

Las especies del género Pseudomonas son organismos ubicuos que se han aislado
tanto en suelos limpios como en suelos contaminados por productos biogénicos o
xenobidticos. También son predominantes en la rizosfera y en la filosfera de plantas y se
han aislado de ambientes acudticos, tanto de agua dulce como de aguas marinas. En general
son bacterias inocuas para el hombre, aunque también existen patégenos oportunistas como
P. aeruginosay patdégenos de animales o plantas como P. syringae.

Este género es uno de los mds proclives a la degradacion de compuestos orgdnicos
potencialmente téxicos, especialmente cepas de la especie Pseudomonas putida. El amplio
potencial catabélico de los componentes del género viene dado en muchos casos por la
presencia de determinantes plasmidicos y transposones autotransmisibles. La ubicuidad de
las bacterias del género Pseudomonasy su capacidad para explotar una amplia variedad de
nutrientes refleja un sistema de adaptacién al medio ambiente que no se encuentra en

ofros géneros bacterianos. Las cepas del género Pseudomonas son capaces de procesar,
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integrar y reaccionar a una amplia variedad de condiciones cambiantes en el medio
ambiente, y muestran una alta capacidad de respuesta a sefiales fisico-quimicas y bioldgicas
(Timmis, 2002). Se han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a metales pesados,
disolventes orgdnicos y detergentes, lo cual les permite explotar una amplia gama de
fuentes de carbono como nutrientes, asi como colonizar ambientes y nichos que
dificilmente son colonizables por otros microorganismos. Por ello, no es sorprendente que
se considere a los miembros del género Pseudomonas un paradigma de versatilidad
metabdlica, asi como microorganismos clave en el reciclado de materia orgdnica en los
compartimentos aerdbicos de los ecosistemas, jugando, por tanto, un papel esencial en la
mejora y el mantenimiento de la calidad medioambiental. Ademds de su uso en
biodegradacidn, las especies del género Pseudomonas se emplean en distintos procesos
industriales, como la fabricacién de biopldsticos o en técnicas de biocontrol (Jiménez et al.,

2004).

1.4.1. Pseudomonas pseudoalcaligenes

Pseudomonas pseudoalcaligenes es una bacteria del suelo, aislada por primera vez a partir
del agua de una piscina (Monias, 1928). Basdndose en el andlisis del rRNA 16S esta especie
se ha clasificado en el mismo grupo qgue P. aeruginosa, P. mendocina y P. stutzeri, y se
incluye en el subgrupo de P. aeruginosa de Palleroni (Anzai et al., 2000). Etimolégicamente
pseudoalcaligenes significa "falso productor de dlcalis”. Esta especie estd constituida por
tres subespecies: P. pseudoalcaligenes subsp. Pseudoalcaligenes (Stanier et al., 1966), P.
pseudoalcaligenes subsp. citrulli, patégena de plantas (Schaad et al, 1978) y P.
pseudoalcaligenes subsp. konjaci (agente causal de la enfermedad bacteriana del tubérculo
japonés Amorphophalus konjaci, y descrita por Goto en 1983). Algunas cepas de P.
pseudoalcaligenes, aisladas de suelos y aguas subterrdneas contaminadas, son capaces de
utilizar el nitrobenceno como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia (Nishino y
Spain, 1993), de cometabolizar bifenilos policlorados (Taira et al, 1992), de crecer en
presencia de telurito (di Tomaso et al, 2002), de tolerar metales téxicos y metaloides
(Tremaroli et al., 2010), y de utilizar cianuro como fuente de nitrégeno (Luque-Almagro et

al., 2005q, b).
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1.4.2. Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344

La estirpe P. pseudoalcaligenes CECT5344 fue aislada a partir de lodos recogidos de la
margen izquierda del rio Guadalquivir, tras su paso por la ciudad de Cérdoba, por su
capacidad de utilizar cianuro como Unica fuente de nitrégeno (Luque-Almagro et al., 2005a,
b). El metabolismo del cianuro ha sido ampliamente estudiado en esta bacteria, siendo su
principal peculiaridad su cardcter alcaléfilo. El crecimiento bacteriano en medios alcalinos
evita que el cianuro se volatilice como HCN. Esta caracteristica, asi como su capacidad de
asimilar complejos cianuro-metdlicos, nitrilos y otros derivados cianurados como el cianato,
hacen de P. pseudoalcaligenes CECT5344 un candidato iddneo para su aplicacion
biotecnoldgica en el tratamiento de residuos industriales cianurados. Ademds, su potencial
biotecnoldgico ha quedado demostrado mediante la descontaminacion de cianuro en un
reactor discontinuo (Huertas et al, 2010), y también mediante la aplicacién de la enzima
cianasa de este microorganismo en la construccién de un biosensor de cianato (Luque-
Almagro et al., 2003).

Frente a la presencia de cianuro, esta bacteria desarrolla una compleja respuesta
que implica la induccién de enzimas de degradacion de cianuro y cianato, como la nitrilasa
NitC y la cianasa CynS, respectivamente, la induccién de una oxidasa terminal insensible a
cianuro (CioAB), y de mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo y de control del
balance C/N intracelular en respuesta a la limitacion de nitrégeno (Luque-Almagro et al.,
2005q, b).: Huertas et al, 2006; Luque-Almagro et al., 2007; Quesada et al., 2007). A
pesar de la induccién de la cianasa por cianuro, posteriormente se ha demostrado que la
cianasa no participa en la ruta de asimilacion de cianuro (Luque-Almagro et al., 2008).

P. pseudoalcaligenes CECT5344 ha sido la primera bacteria cianotrofa cuyo genoma
ha sido secuenciado en su totalidad (Luque-Almagro et al., 2013; Wibberg et al., 2014). Su
genoma, de 4,64 Mb, consta de un lnico cromosoma circular, comparte el 75% de sus genes
(3 191) con P. mendocina Ymp y no contiene pldsmidos accesorios. La secuenciacién del
genoma de este organismo ha permitido identificar la presencia de genes implicados en
procesos con gran potencial biotecnoldgico, como la resistencia y asimilacién de cianuro, el
metabolismo de biopldsticos, la degradacién de furfurales y otros contaminantes, o la

resistencia a metales pesados (Luque-Almagro et al., 2013).

34



Introduccidon

1.5. HOMEOSTASIS DEL HIERRO EN BACTERIAS

El hierro es un micronutriente esencial para los seres vivos, ya que gracias a sus
propiedades rédox actlia como cofactor de muchas enzimas. A pesar de ser un elemento
abundante en nuestro planeta, su biodisponibilidad es baja, ya que si bien en condiciones
reductoras o de anaerobiosis predomina el Fe*, a pH neutro y en presencia de oxigeno este
se oxida rdpidamente a Fe*"y forma compuestos insolubles que no pueden pasar al interior
celular. A pesar de ser un metal indispensable, en condiciones aerdbicas, una alta
concentracién de hierro puede resultar téxica para los seres vivos, ya que mediante las
reacciones de Fenton y de Haber-Weiss (Fig. 4) el hierro genera especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el radical hidroxilo (*OH), el radical anién superéxido (Oz) y
peroxidos (RO2) que contribuyen a la generacion de estrés oxidativo (Toutati, 2000). Estas
ROS pueden dafiar lipidos, proteinas y DNA por oxidacidn, por lo que la célula debe

eliminarlas antes de que causen dafios significativos (Hansberg, 2002).

1) Reaccién de Fenton: Fe? + H,0, ———————p» Fe¥ + OH + *OH
2) Reduccion del hierro: 0, + Fe* > Fe? + O,

3) Reaccién neta (Haber-Weiss): 0, + H;0, ——— 9 *OH + OH™ + O;

Figura 4: Reacciones quimicas que involucran al hierro en la formacién de especies reactivas de oxigeno
(Andrews et al., 2003)

En la reaccion de Fenton se forma el radical hidroxilo (OH*) que estd considerado
como el radical mds reactivo en los sistemas bioldgicos. Su interaccién con los dcidos grasos
poliinsaturados que componen los fosfolipidos de las membranas produce un dafio oxidativo
celular que disminuye la fluidez de las membranas y llega incluso a causar la lisis de las
células (Hansberg, 2002; Barbusinski, 2009).

Frente a esta dualidad del hierro, los seres vivos deben mantener un estricto
control de los niveles intracelulares de hierro. Si estos son suficientes para cubrir los
requerimientos de la célula, se reprimen los sistemas de captacién del metal y se promueve
su almacenamiento y utilizacién. Si el hierro es escaso, se promueve la expresion de
receptores y transportadores, para asi lograr una mayor entrada del metal en las células
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(Bereswill et al., 2000; Ollinger et al., 2006). En bacterias, estas funciones suelen ser
desempefiadas por reguladores transcripcionales como Fur (Ferric uptake regulator) en
Gram negativas o D¥xR (represor de la toxina de la difteria) en Gram-positivas, que operan
simultdneamente como sensores citoplasmdticos de hierro y como efectores de respuesta,
controlando la expresion de un gran nimero de genes diana, entre los que se encuentran los
encargados de la captacién del metal.

Para la captacién de Fe*, las bacterias secretan compuestos quelantes de hierro de
alta afinidad llamados siderdforos. De acuerdo a los grupos funcionales que usan como
ligando para coordinar el Fe*, estos se clasifican en tres categorias: hidroxamatos, a-
hidroxidcidos y catecolatos ciclicos o lineales (Wandersman y Delepelaire, 2004). En
bacterias Gram negativas, la captacion de ferri-sideréforos ocurre a través de receptores
especificos de la membrana externa, cuya expresion por lo general se induce frente a la
escasez de hierro. Tras la unién del ferri-sideréforo, el receptor de la membrana externa
sufre un cambio conformacional que se refleja en su porcion peripldsmica, la cual interactia
con la proteina TonB, parte del complejo proteico TonB-ExbD-ExbB. Una vez en el
periplasma, el ferri-sideréforo es captado por proteinas peripldsmicas de union a
sideréforos y es llevado al citoplasma por medio de transportadores tipo ABC asociados a
la membrana interna. Se cree que en el citoplasma ocurre una reduccién del Fe3*, de manera
que el Fe? se disocia del sideréforo como consecuencia de la baja afinidad que tiene el
compuesto quelante por este ion. Existen varias enzimas con actividad férrico-reductasa,
pero no se ha esclarecido su funcién en este proceso (Andrews, 1998).

En el caso del Fe®, su captacién se realiza a través de sistemas tipo Nramp
(transportadores de iones metdlicos divalentes en bacterias, levaduras, algas, plantas y
animales), como MntH (Makui et al., 2000; Kehres et al., 2002) y permeasas tipo ABC, como
SitABCD (Zaharik et al., 2004; Sabri et al., 2006); pero principalmente por medio del
sistema FeoAB (Hantke, 2003). El modelo de transporte de Fe® a través de este dltimo
sistema sugiere que el metal entra en el periplasma a través de una porina, y es translocado
al citoplasma por la proteina de membrana FeoB, que interactia con FeoA en el citoplasma
(Marlovits et al., 2002). En y-proteobacterias existe, de forma exclusiva, un gen adicional
que acompafia a feoA y feoB, denominado feoC. Su proteina posee un dominio de unién a

DNA, por lo que se cree podria ser un regulador transcripcional que ejerce un control
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directo sobre la transcripcion de feoABC. Los tres genes que conforman este sistema
estdn reprimidos por Fur (Cartron et al., 2006).

En bacterias, el regulador transcripcional Fur es el principal responsable de
mantener la homeostasis de hierro. Identificado inicialmente en E. coli, este regulador
transcripcional ha sido caracterizado en una gran cantidad de bacterias Gram negativas
(Friedman y O'Brian, 2004) y algunas Gram positivas (Ledala et al, 2007). Fur es un
regulador que une Fe?, dimeriza a través de su dominio C-terminal, y se une al DNA por su
dominio N-terminal (Tiss et al, 2005). Si las cantidades de hierro sobrepasan un
defterminado umbral, Fur es un represor que se activa debido a un cambio conformacional
que induce la unién del metal a la proteina. En su forma activa Fur se une al promotor de sus
genes diana, aquellos que poseen una secuencia denominada caja Fur, impidiendo asi la unién
de la RNA polimerasa.

Ensayos de FURTA (Fur Titration Assay) en E. coli han permitido identificar un gran
nimero de genes regulados por Fur e implicados en el transporte de hierro al interior
celular (Stojiljkovic et al., 1994). Entre ellos se incluye el sistema de sintesis entDFCEBA
(Pickett et al, 1984) y transporte fepAB, fes 'y fepCDG (Chenault y Earhart, 1991) de
enterobactinag, el sistema de transporte de ferricromo fhuACDB (Fecker y Braun, 1983),
los sistemas de transporte ciry fiu para los productos de la degradacién de enterobactina
(Nau y Konisky, 1989; Hantke, 1990), el receptor de membrana FhuE (Sauer et al., 1990), el
sistema de transporte de los complejos de Fe*-dicitrato fecIRABCD (van Hove et al.,
1990) y las proteinas ExbB, ExbD y TonB (Postle y Good, 1983; Eick-Helmerich y Braun,
1989), implicadas en el transporte a través de la membrana externa de los complejos de
Fe® al periplasma (Stojiljkovic et al., 1994).

Ademds de este mecanismo, existen evidencias de que Fur también puede actuar
como represor sin estar unido al Fe? (Ernst et al., 2005a,b). Por otra parte, en algunas
bacterias Fur actia como activador de manera similar a su modo de accién cldsico,
provocando un aumento en la expresién del gen diana (Delany et al., 2004), o incluso de
manera indirecta a través de la represién del pequefio RNA ryhB, el cual reprime la
expresion de proteinas que utilizan hierro (Massé y Gottesman, 2002).

El gen dapA sintetiza la dihidrodipicolinato sintasa (EC 4.2.1.52), enzima que actia
en el primer paso de la biosintesis de lisina (Fig. 5), aminodcido esencial para la vida de la
bacteria (Maringanti e Imlay, 1999).
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Figura 5: Ruta de biosintesis de la lisina y del dipicolinato

Una mutacion en el gen dapA impide la sintesis del dcido dihidrodipicolinico, el cual,
por la accién de la dipicolinato sintasa, produce dcido dipicolinico (Fig. 6). Este compuesto
es un excelente quelante de hierro (Levefaudes et al., 2015).

En las bacterias hay tres clases de proteinas encargadas del almacenamiento de
hierro: las ferritinas (Ftn; fambién presentes en eucariotas), las bacterioferritinas (Bfr),
que contienen hemo y sélo se encuentran en el dominio Bacteria , y unas proteinas de
pequefio tamafio, denominadas Dps, que son propias de procariotas (Andrews, 1998).

Estos tres tipos de proteinas pueden coexistir en una misma bacteria y se
caracterizan por presentar subunidades idénticas, 24 las ferritinas y bacterioferritinas y
12 las Dps. Estas subunidades se unen para formar una proteina aproximadamente esférica
con una cavidad central que actia como reservorio y almacén de hierro. Cada subunidad se
pliega formando una protuberancia de 4 a-hélices. La ferritina y la bacterioferritina, de
unos 500 kDa, pueden acumular como minimo de 2 000 a 3 000 dtomos de hierro por
molécula, mientras que las Dps, de unos 250 kDa, acumulan solamente unos 500 dtomos de
hierro (Liu et al., 2016)
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1.6. ESTRES OXIDATIVO EN BACTERIAS

La vida en condiciones aerdbicas tiene como consecuencia inevitable la produccién de
formas parcialmente reducidas de oxigeno denominadas especies reactivas del oxigeno
(ROS), que debido a su alta reactividad y poder oxidante resultan nocivas para la célula
(Sies, 1991). Estas ROS (Fig. 6) incluyen el radical anidn superdxido (O,"), el perdxido de
hidrégeno (H20), y el radical hidroxilo ("OH). En el caso del radical hidroxilo, a pesar de
que su difusion dentro de la célula es limitada, puede reaccionar con la mayoria de
biomoléculas e inactivarlas. El H,O, es menos reactivo que el ‘OH debido a la estabilidad de
su enlace oxigeno-oxigeno, mientras que el O, tiene una carga negativa que le impide
atravesar membranas las y oxidar moléculas ricas en electrones (Imlay y Linn, 1987; Imlay,
2003). Por estos motivos la toxicidad del H,O; y del O;" es menor que la del "OH. El
oxigeno también puede reaccionar con radicales como el éxido nitrico (NO) y generar
peroxinitrito (OONOQO"), un precursor de ofros potentes oxidantes que reciben el nombre de
especies reactivas de nitrégeno (Beckman, 1996). Por este motivo, la generacion de ROS

suele ir asociada a la produccion de especies reactivas de nitrégeno.

e +2H" H* 6—“"'+

L} "Lp H20. .OH&bHZO

Figura 6: Principales especies reactivas de oxigeno (ROS). A partir de la reduccidén parcial del oxigeno
molecular (O;) se forma el radical anién superéxido (O;"), el peréxido de hidrégeno (H,0.) y el radical hidroxilo
("OH).

El O; tiene poca afinidad por el primer electron a captar, por lo que sélo reacciona
con aquellos transportadores de electrones en los cuales los estados de oxidacidn
univalentes sean estables. En los sistemas bioldgicos, los candidatos mds probables son los
centros sulfo-férricos (Fe-S), grupos hemo, quinonas y flavinas, que al fransferir
electrones de forma univalente son capaces de ceder ese primer electrén al O,. Estos
grupos se encuentran principalmente a nivel de la cadena respiratoria de procariotas y
eucariotas, lo que la convierte en una de las principales fuentes intracelulares de O;" y

H.05.
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Andlisis llevados a cabo in vitro e in vivo con la cadena respiratoria de Escherichia
coli indican que O;" y H;0: son generados principalmente por la autooxidacién de
deshidrogenasas reducidas (Messner e Imlay, 2002). La NADH deshidrogenasa II es la
principal fuente de O,", mientras que la NADH deshidrogenasa I, el homélogo bacteriano
del complejo I mitocondrial, contribuye en menor medida a su produccion. La enzima
succinato deshidrogenasa, asi como su isoforma sintetizada en condiciones anaerébicas,
fumarato reductasa, son también generadoras de O,". Estas enzimas contienen flavinas que
se reducen y transfieren un electrdn al siguiente componente de la cadena respiratoria que
puede contener un grupo sulfoférrico o una quinona. Sin embargo, y debido a que las
flavinas se encuentran accesibles en la superficie de la proteina, el O; puede interaccionar
con la forma reducida de la flavina antes de que ésta transfiera los electrones al siguiente
transportador y ser reducido a O;". En muchos casos puede transferirse un segundo
electrén al O, antes de que éste abandone el sitio activo, produciéndose H,O, (Messher e
Imlay, 2002).

A partir del O;" generado a nivel de la cadena de transporte electrénica, por
dismutacion espontdnea o catalizada por la enzima superéxido dismutasa, se genera HzO>,
que en presencia de iones metdlicos como Fe? o Cu" puede reducirse y formar el radical
"OH por la reaccion de Fenton. El O;" potencia la produccién de radicales ‘OH, ya que

puede actuar como fuente de electrones para la reduccién de los iones metdlicos.

1.6.1. Efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Niveles elevados de ROS son perjudiciales para la célula debido a que pueden reaccionar
con biomoléculas como lipidos, dcidos nucleicos y proteinas e inactivar su funcion. La mds
reactiva de estas ROS es el radical ‘OH, un poderoso oxidante que, aunque de difusion
celular limitada, puede dafiar la mayoria de los compuestos orgdnicos (Czapski, 1984). Este
radical "OH puede atacar directamente los lipidos de membrana, iniciando su peroxidacidn,
proceso que tiene como consecuencia la disminucién en la fluidez de la membranay, con ello,
la alteracidn de sus propiedades e interaccion con proteinas. Ademds, durante este proceso
de peroxidacién se generan productos de degradacién (por ejemplo, aldehidos), altamente
reactivos que pueden dafiar otras moléculas como proteinas. Sin embargo, una de las dianas

mds importantes del OH" es el DNA, ya que éste es capaz de unir iones metdlicos como
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hierro que favorecen la produccién de este radical libre mediante la reaccién de Fenton
(Rai et al., 2001). El radical *OH generado puede atacar tanto la base nitrogenada como el
azlcar (deoxirribosa) de la molécula de DNA, produciendo roturas en una o ambas cadenas
del dcido nucleico, aductos entre la base nitrogenada y el azlcar, y uniones covalentes con
proteinas con las que estd interaccionando. Todas estas modificaciones pueden resultar en
mutagénesis o en un bloqueo del proceso de replicacion del DNA (Sies y Menck, 1992; Sies,
1993).

El efecto mds nocivo del O, es el de inactivar ciertas enzimas con centros sulfo-
férricos debido a su tendencia a ser electrostdticamente atraido por el dtomo de hierro de
estos centros cataliticos. Tras la unidn, el O;" oxida de forma univalente el centro Fe-S,
que en su forma oxidada es inestable y se degrada (Flint et al., 1993). El hierro liberado de
estos centros Fe-S dafiados puede inducir mutagénesis, por lo que la produccién de O;"
esta también relacionada con una alta tasa de mutacién (Farr et al., 1986).

El H202, aunque es menos reactivo que los radicales Oz y "OH, puede reaccionar con
gran cantidad de biomoléculas e inactivar su funcion, debido a su elevada capacidad de
difusion. El H2O; puede oxidar las cadenas laterales de los aminodcidos e inducir la
intfroduccién de grupos carbonilo (Stadtman y Levine, 2003), y al igual que el O;", puede
oxidar directamente enzimas con grupos Fe-S (Flint et al, 1993). Generalmente, estas
modificaciones conllevan una alteracién en la estructura de la proteina que conduce a la
pérdida de funcién o actividad; sin embargo, también se han descrito modificaciones
reversibles inducidas por H.O. que no suponen pérdida de funcion como, por ejemplo, la
oxidacién de metionina a metionina sulféxido y ciertos estados de oxidacién de residuos de
cisteina. El H20; puede oxidar de forma irreversible el grupo tiol (R-SH) de los residuos de
cisteina, generdndose estados de oxidacion como sulfinicos (R-SO;H) y sulfénicos (R-
SO3H), que producen la inactivacion de la proteina. Sin embargo, esta oxidacion también
puede ser reversible por la formacién de grupos sulfénicos (R-SOH) que pueden reducirse
de nuevo al grupo tiol (R-SH) o bien reaccionar con otras cisteinas cercanas y formar
puentes disulfuro intra o intermoleculares. Esta reversibilidad en la oxidacién permite
modular actividades enzimdticas o regular la actividad de proteinas que actian como
sensores de ROS (Dubrac y Touati, 2000; Yrews et al., 2003).

En condiciones normales, la concentracion intracelular de ROS se encuentra por

debajo de los niveles téxicos, debido a que las células poseen actividades enzimdticas que
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se encargan de eliminar estas ROS. Por ejemplo, el O;" generado en el interior de la célula
es rdpidamente eliminado por la enzima superéxido dismutasa. De forma similar, las
actividades enzimdticas catalasa, glutation peroxidasa (6Px), y peroxirredoxina (Prx) son
las encargadas de mantener niveles no téxicos de H,O, y otros peréxidos (Herbig y

Helmann, 2001; Mongkolsuk y Helmann, 2002).

1.6.2. Respuestas celulares y sensores de estrés oxidativo

En respuesta a estrés oxidativo, en la célula se activan rutas de transmision de sefales y
factores de transcripcidn especificos que aumentan la expresién de genes que codifican
proteinas antioxidantes. Esta respuesta especifica a estrés oxidativo tiene como funcién
disminuir los niveles de ROS, asi como reparar los dafios producidos por estos oxidantes.
Para que la célula responda a una situacién de estrés oxidativo es necesaria una proteina
sensora cuya actividad esté regulada por oxidacion/reduccién.

En E. coli se han identificado y caracterizado dos factores de franscripcion que
actdan como sensores de estrés oxidativo, OxyR y SoxR, que responden principalmente a
H20: y O:", respectivamente. SoxR es un activador franscripcional de la familia MerR
(Amabile-Cuevas y Demple, 1991; Wu y Weiss, 1991) que se encuentra unido al DNA en
forma de dimero, en el que cada subunidad contiene un grupo 2Fe-2S (Hidalgo et al., 1995;
Wu et al.,, 1995). La oxidacion o nitrosilacién de estos centros 2Fe-2S permite que SoxR
pueda activar la transcripcion de su Unico gen diana, soxS (Ding et al, 1996; Gaudu y
Weiss, 1996). Niveles elevados de SoxS conducen a un incremento en la expresién de genes
antioxidantes como sodA, que codifica la superéxido dismutasa, o fpr, que codifica una
NADPH:flavodoxina oxidorreductasa. Los productos génicos del operdn rsxy del gen rseC
parecen ser, parcialmente, responsables de mantener los centros 2Fe-2S de SoxR en un
estado reducido en ausencia de estrés oxidativo (Koo et al., 2003). SoxR funciona como una
proteina de respuesta rédox en la cual la interaccién entre subunidades es importante para
transformar una alteracién en el estado de oxidacién en cambios profundos en la
estructura del DNA (Chander y Demple, 2004).

El factor de transcripcién OxyR, en respuesta a altas concentraciones de H:O; u
ofros agentes oxidantes como el dxido nitrico (NO), activa la transcripcién de numerosos

genes antioxidantes, como gorA, que codifica la glutation reductasa, o grxA, que codifica
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una glutarredoxina (Zheng et al., 1998). OxyR se puede encontrar en dos formas en la
célula, una forma reducida y una oxidada, aunque sélo esta dltima tiene actividad
transcripcional.

Existen varios genes implicados en los mecanismos de destoxificacién de las ROS y
de reparacion del DNA, como katB (catalasa), sod (superéxido dismutasa), ahpCF (alquil
hidroperdxido reductasa) y dps (proteinas tipo ferritinas no especificas de unién al ADN)
(Quesada-Gomez, 2008). Las alquil hidroperéxido reductasas (AhpCF) son las enzimas
responsables del metabolismo de los perdxidos orgdnicos mejor caracterizadas en
bacterias. AhpCF estd formada por una subunidad catalitica AhpC de 22 kDa y una
subunidad reductasa AhpF de 52 kDa (Storz et al., 1989; Poole, 1996). El gen AhpC se ha
conservado evolutivamente, estando presente tanto en bacterias como en humanos. La
mutacién del gen AhpC en bacterias incrementa la sensibilidad a peréxidos orgdnicos,
llegando a producir la muerte celular y también produce mutagénesis espontdnea
(Antelmann et al., 1996). Ademds, estos mutantes defectivos en el gen AhpC muestran una

alteracién adicional inesperada, ya que son hiperresistentes al H,O; (Bsat et al., 1996).
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2. OBJETIVOS

Los estudios de asimilacion de cianuro en bacterias descritos hasta la fecha son
fundamentalmente trabajos realizados con técnicas microbioldgicas y bioquimicas
tradicionales, pero los andlisis a nivel global son casi inexistentes. Un estudio masivo
comparativo transcriptémico y protedmico, en respuesta a cianuro, podria ayudar a conocer
la complejidad de los mecanismos que utilizan las bacterias cianotrofas para sobrevivir en
presencia de este compuesto. El objetivo general de este trabajo ha sido conocer los genes
y proteinas involucrados en el metabolismo del cianuro en Pseudomonas pseudoalcaligenes

CECT5344. Para ello se han abordado los siguientes objetivos concretos:

1. Andlisis franscriptomico mediante construccién de micromatrices de DNA de
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en respuesta a cianuro sédico y al residuo

cianurado de la joyeria.

2. Andlisis proteémico de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 en respuesta a

limitacidn de hierro y estudio de mecanismos de resistencia a cianuro.

3. Construccion y caracterizacion bioquimica de mutantes afectados en homeostasis de

hierro y resistencia a cianuro en Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo, asi como los pldsmidos empleados y sus

caracteristicas mds importantes, se presentan en las tablas 8 y 9.

Material y Métodos

Tabla 8: Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo

detP2Q2. Nx®, KmR

Estirpe Genotipo | Referencia
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344
Silvestre Es.‘r.lrpe sﬂves‘rre aislada por su cc’xpacndad Se Luque-Almagro et al,, 2005a
utilizar cianuro como fuente de nitrégeno. Nx
- Mutante de la estirpe CECT5344 deficiente en .
dctP1 el gen dctPl. Nx®, G Este trabajo
dctP2Q2” Mutante de la estirpe CECT5344 deficiente en Este trabajo

dctPl /dctP2Q2

Mutante de la estirpe CECT5344 deficiente en
los genes dctPly dctP2Q2. Nx®, 6mR, Km®

Este trabajo

Mutante de la estirpe CECT5344 deficiente en

fhuA el gen Fhud. NxX®, Km® Este trabajo

- Mutante de la estirpe CECT5344 deficiente en .
dapA el gen dapA. Nx® Kr:R Este trabajo

- X T —
ahpC 2/'\1;1‘::‘;6}7;; [I\(;x?hrpe CECT5344 deficiente en Este trabajo

Escherichia coli
BH50 I/,;CCZ huésped para diversos pldsmidos con gen Sambrook et al,, 1989
517-1 Tra’; huésped para pldsmidos movilizables mob. Simon et al., 1983
Tabla 9: Pldsmidos empleados
Pldsmido Caracteristicas Referencia
Vector (Ap®) para la clonacién de fragmentos de

PCEM-T DNA generados mediante PCR Promega
pBluescript SK(+) Vector de clonacién (ApR) Stratagene

E&ig-i:@ Pldsmido (Km®) derivado del pBKS Pérez Reinado, 2005
pK18mob \Iérer‘ifor suicida en Pseudomonas derivado de pK18. Schafer et al., 1994
pMS255 Vector que contiene un casete de resistencia a Gm Becker et al, 1995
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3.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

3.2.1. Medios de cultivo
3.2.1.1. Medios liquidos

Para el crecimiento de E. coliy P. pseudoalcaligenes CECT5344 en medio rico se utilizé el

medio Luria-Bertani LB (Sambrook et al., 1989), cuya composicién se detalla a continuacién:

Bactotriptona................... 10 g
Extracto de levadura.............5 g
NaCl........ccoorvmcrnirinein. D g
H20....ooioviriss s h@STa 1L

Como medio habitual de crecimiento para P. pseudoalcaligenes CECT5344 se utilizé
el medio minimo M9 ajustado a un pH 9,5, descrito previavente (Maniatis et al., 1982), que

contenia por litro:

NazHPOs......cccoccvvre 6. @
KH2POaq.....cccvvvcccvvee3 g
NaCl......cccoovvviinnrrrinn0,5 g
Acetato sddico..............4,1g
Solucién trazas................1,25 mL

La fuente de nitrégeno varié en funcion del experimento. La solucién de trazas
contenia por litro: MgCl; 10,75 g;: CaCO3 2 g: MgSO,4 - 7 H20 6,16 g: FeSO4 - 7 H20 4,75 g:
ZnS04 - 7 H20 1,44 g; MnSO4 - 7 H,0 1,12 g; CuSO4 - 5 H,0 0,25 g; CoSO4 - 7 H.0 0,28 g;
H3BO30,06 gy 51,3 mL de HCI 12 N.

Los medios se esterilizaron en un autoclave a 126 °C durante 20 min, aunque la
solucién de trazas del medio M9 se esterilizé por separado, sin el MgSO4 y con sélo 45 g
de FeSO4. El MgS0O, y el resto del FeSO4 se prepararon por separado, se esterilizaron por

filtracién (filtros de 0,22 um; Millipore), y se afiadieron al resto de la solucion de trazas.
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Cuando el medio de cultivo se utilizé para estirpes bacterianas resistentes a algin
antibiético, estos se afiadieron una vez enfriados los medios estériles, a las

concentraciones y en los disolventes que se especifican en la tabla 10.

Tabla 10: Antibiéticos empleados

Antibistico Concentracion en la solucién Concentracion en el Disolvente
de almacenamiento (mg-mL™') medio (ung-mL™!)
Ampicilina (Ap) 100 100 H20
Kanamicina (Km) 25 25 H,0
Gentamicina (6m) 20 20 H,0
Acido Nalidixico (Nx) 10 10 NaOH 0,1 M

3.2.1.2. Medios sélidos

Para la preparacién de los medios sdlidos se afiadié bacto-agar a los medios liquidos hasta
alcanzar una concentracién final del 1,5% (p/v). En este caso, los antibidticos se anadieron
después de su esterilizacién y antes de que el medio solidificara (a una temperatura
aproximada de 50 °C).

Cuando la seleccion de las colonias se realizé utilizando la actividad B-galactosidasa,
en la estirpe E. coli DH5a, se empled medio sélido LB suplementado con isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (55 mgL™) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-g-D-galactopiranésido (40

mg-L™), afiadidos al medio estéril antes de que solidificara.

3.2.2. Condiciones de cultivo

Las diferentes estirpes de P. pseudoalcaligenes se cultivaron aerébicamente a 30 °C 'y con
una agitacién constante de 220 rpm, en un incubador orbital MAXQ 4 000
(ThermoScientific). Se emplearon tubos de 15 mL o matraces Erlenmeyer con medio de
cultivo con hasta un 10% de su capacidad. Los tubos se cerraron con tapones metdlicos y los
matraces con algoddn hidréfobo estéril.

Para el cultivo de E. coli se utilizaron tubos de 15 ml con 3 mL de medio LB, cerrados
con tapones metdlicos, que se mantuvieron a 37 °C en condiciones de aerobiosis y con una

agitacién de 220 rpm.
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3.3. PUREZA Y MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

La pureza de los cultivos se siguié rutinariamente extendiendo sobre medio sélido en una
placa de Petri una pequefia cantidad del cultivo extraida en condiciones axénicas con un asa
de platino. Las estirpes de E. coliy de P. pseudoalcaligenes se conservaron a -80 °C en

medios liquidos LB o M9, respectivamente, con glicerol al 20% (v/v).

3.4. OBTENCION DE EXTRACTOS ACELULARES

3.4.1. Recoleccion de células

Las células de P. pseudoalcaligenes se recogieron por centrifugacion a 20 000 g durante 15
min a 4 °C en una centrifuga refrigerada Sigma 6K15. Después de retirar el sobrenadante,
las células se lavaron dos veces en diferentes tampones, segin el ensayo a realizar, y
finalmente se resuspendieron en el mismo tampén. Las células de E. coli se recogieron
mediante centrifugacién a 5 000 g en una centrifuga miniSpin (Eppendorf) y se

resuspendieron en un volumen adecuado del fampén requerido segun el experimento.

3.4.2. Preparacion de extractos acelulares

Los extractos acelulares de E. coli se obtuvieron rompiendo las células por cavitacion en un
sonicador Vibracell (Sonics & Materials Inc. Danbury). Las células de P. pseudoalcaligenes
se rompieron ftanto por ultrasonidos como por diferencia de presién (prensa de French
SLM/Aminco, modelo FA-079). La rotura se llevé a cabo con la prensa en dos pasadas a 16
000 psi, y con el sonicador aplicando 90 W durante tres pulsos de 5 s. En ambos casos las
células se mantuvieron en hielo en fodo momento para evitar la accién de las proteasas. Los
extractos obtenidos se centrifugaron durante 20 min a 15 000 gy a 4 °C para eliminar las
células enteras y los restos celulares. El sobrenadante obtenido constituyé la fraccidn

soluble (periplasma y citoplasma) utilizado en los ensayos enzimdticos.
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3.5. METODOS ANALITICOS

3.5.1. Medida del crecimiento celular

El crecimiento de los cultivos bacterianos se siguié por diferentes métodos:

a) De forma habitual por turbidimetria, midiendo la absorbancia del cultivo a 600 nm
(A600).

b) Recuento de células viables. La estimacién de células viables en los cultivos,
expresada como unidades formadoras de colonias por mililitro de cultivo (CFU-mL™),
se realizé mediante diluciones seriadas de los cultivos en tfampon M9 (pH 9,5). De
cada dilucién se sembraron alicuotas de 0,1 ml en medio sélido LB.

c) Concentracién de proteina mediante el método de Lowry modificado (Shakir et al.,
1994). A 0,3 mL de muestra se le afiadio 1 mL de reactivo A, que contenia Na,CO;
185 mM; NaOH 98,1 mM; CuSO4- 5 H,0 0,39 mM y KNaCsH40s - 4 H>0, agitandose
la mezcla e incubdndose a 37 °C durante 3 min. Posteriormente, se afiadieron 0,25
mL del reactivo de Folin Ciocalteau, diluido una vez con agua. Después de otros 3
min, a 37 °C, se midié la absorbancia a 750 nm y su valor se interpolé en una recta

patrén obtenida con BSA (seroalbimina bovina).

3.5.2. Determinacion de la concentracion amonio

Se utilizé el método basado en el reactivo de Nessler (Morrison, 1971). A 0,5 mL de
muestra se afiadieron 0,5 mL de reactivo de Nessler (preparado mezclando volimenes
iguales de la solucién A, que contenia K;HgI4 y de la B, que contenia NaOH 1 N diluido 1:3.
Después de 5 min, se determind la absorbancia a 420 nm, interpoldndose los resultados en

una recta patrén para obtener la concentracién de amonio.

3.5.3. Determinacion de la concentracion cianuro libre

La concentracién de cianuro se determiné siguiendo el método de Asmus y Garschagen
(1953). A 2,5 mL de muestra, convenientemente diluida, se afiadié 0,1 mL de cloramina T al
1 % (p/v) y se incubé durante 1 min. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 0,3 mL del

reactivo B, compuesto por 3 g de dcido barbitirico, 15 mL de piridina, 3 mL de HCl y agua
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hasta 50 mL. A los 8 min, se midié la absorbancia a 578 nm, interpolando el valor obtenido

en una recta patron realizada con NaCN.

3.5.4. Determinacion de la concentracion o -cetodcidos totales

La produccién de a-cetodcidos se determind colorimétricamente a 520 nm utilizando el
método de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (Borchers, 1977). A 250 ulL de muestra se afiadieron
50 uL de NaOH 0,6 N y la mezcla se incubé a 100 °C durante 10 min. Seguidamente, se
afiadieron 100 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina al 0,1% preparada en HCl 2 N, manteniéndose
esta mezcla a 100 °C durante 4 min. Tras 10 min a temperatura ambiente se afiadieron 500
uL de NaOH 2,5 N, y después de 11 min se midié su absorbancia a 520 nm. Como este
método se emplea para la determinacion de mezclas de a-cetodcidos, no se puede construir
una recta patrén especifica y, por lo tanto, los resultados se expresan en cada caso como

valores relativos.

3.5.5. Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracién de proteinas se determiné mediante dos métodos distintos en funcién de
la sensibilidad y rapidez requeridas en cada caso.

- Método de Bradford (1976). Los reactivos para la determinacion de proteina

fueron suministrados por la casa comercial Biorad (Bio-Rad Dye reagent
concentrate). A 0,8 mL de muestra se afiadieron 0,2 mL del colorante comercial, se
incubé durante 5 min a temperatura ambiente y se determiné la absorbancia de la
muestra a 595 nm. La concentracion de proteina se determiné utilizando como

patrdn una solucion de albimina bovina (BSA).

- Método de Lowry modificado descrito en el apartado 3.5.1 (Shakir et al., 1994).

3.5.6. Determinacion del hierro intracelular

Para la cuantificacién del hierro intracelular se partieron de 100 mL de cultivo. Las células
se recogieron por centrifugacién a 9 000 rpm durante 10 min a 4°C. El precipitado con las

células se lavé dos veces con tampdén Tris 20 mM (pH 8) y EDTA 4 mM. Se realizé un
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primer lavado con 50 mL de tampdn y un segundo lavado con 10 mL de tampdn. Después del
ltimo lavado, las células se resuspendieron en 1 mL de fampdn de lavado y se centrifugan a
12 000 rpm durante 10 min.

Las células se incubaron a 80 °C en viales abiertos durante 96 horas, tiempo tras el
cual se determind su peso seco. Posteriormente se afiadié 1 mL de dcido nitrico y se incubé
a 37° C durante 30 minutos. La mezcla se centrifugé y el precipitado obtenido se lavé con
agua destilada antes de determinar su contenido total de hierro, que se llevé a cabo
mediante espectroscopia de plasma ICP-MS (plasma de acoplamiento inductivo-
espectrometro de masas) en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la

Universidad de Cérdoba (SCATI).

3.5.7. Actividad catalasa (EC 1.11.1.6)

El ensayo de la actividad catalasa se llevé a cabo midiendo la descomposicion del perédxido
de hidrdgeno en oxigeno y agua, a 25° C, determinado la disminucién de absorbancia a 240
nm. La mezcla de reaccién contenia tampon fostato 50 mM (pH 7), H202 30 mM y una
cantidad conveniente de extracto acelular. La actividad se calculd utilizando el coeficiente
de extincién molar del peréxido de hidrégeno a 240 nm (¢ = 43,6 M cm™). Una unidad de
actividad enzimdtica (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de

un umol de producto, o la desaparicién de un umol de sustrato, por minuto.

3.6. TECNICAS DE MANIPULACION DEL DNA

3.6.1. Aislamiento del DNA
3.6.1.1. Aislamiento del DNA total

Para el aislamiento del DNA total de las diferentes estirpes bacterianas empleadas en este
trabajo se utilizé el kit comercial para extraccién de DNA genémico Wizard Genomic DNA
Purification (Promega). El protocolo de extraccién y los tampones utilizados fueron los

recomendados por la casa comercial.
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3.6.1.2. Extraccion del DNA plasmidico

El DNA plasmidico se aislé utilizando el kit “FavorPrep, plasmid extraction mini kit"
(Favorgen). El protocolo de extraccién y los tampones utilizados fueron los recomendados
por la casa comercial. El método consiste en una lisis alcalina de las células seguida de una
cromatografia de intercambio anidnico, en la cual el DNA es retenido y lavado
selectivamente, lo que permite la eliminacion de la mayor parte del RNA, proteinas y otros

contaminantes celulares.

3.6.1.3. Cuantificacion del DNA

La cantidad de DNA se determiné visualizandolo en geles de agarosa tefiidos con bromuro
de etidio en los que se incluian ademds patrones de proteinas de concentracion conocida.
Dado que el nivel de fluorescencia de los dcidos nucleicos en presencia de bromuro de
etidio es directamente proporcional a la cantidad de DNA presente, la concentracién de las
muestras se pudo estimar por comparacién de sus fluorescencias relativas respecto de las
que presentaban los patrones.

Cuando se requirié una cuantificacion mds exacta, se utilizé un nanodrop (Nanodrop
1000, Agilent Technologies) para la cuantificacion espectrofotométrica del DNA. Para ello,
se utilizaron 2ulL de muestra y se determind su absorbancia a 260 y a 280 nm frente a un
blanco de H;O. Para el cdlculo de la concentracién de DNA se consideré un valor estdndar
de Ao = 1 para soluciones con 50 ug-mL™ de DNA de cadena doble. La pureza del DNA se
estimé por la relacién Azeo/Azs0 nm, considerdndose de buena calidad cuando esta relacion

era proximaa 1,8.

3.6.1.4. Reaccion de amplificacion en cadena con DNA polimerasa termorresistente

(PCR)

Las reacciones de amplificacion del DNA de doble cadena se realizaron en un termociclador
(C1000™, Biorad). Para la amplificacién de los fragmentos se utilizé el sistema BIOTAQ™
DNA Polymerase (Bioline). Cada reaccidn de PCR contenia, ademds del DNA a amplificar y la

polimerasa, los cebadores correspondientes, una mezcla de desoxirribonucleétidos y el
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tampén especificado por la casa comercial. Los oligonucledtidos utilizados como cebadores

en las reacciones de amplificacién de DNA se muestran en la tabla 11.

Tabla 11: Cebadores utilizados en reacciones de PCR

Nombre Secuencia (6' > 3')*
dctP1F ATGGCCTGACCTTCTCCGGCECTGE
dctP1R TCACCGGTTGCTGCATGTTTCGATE
dctP2F TCTAGAGAGGTGATCGAACAGCAGCGGCATG
dctQ2R TCTAGACGCCGTTGTAGGTGTTGGTGCCGAG
dctP2ExtF CAGCGGTATGCGGGTGACCACGAAG
dctQ2ExtR AACAGCGGAATGGCGATCAGCGGGTA
fhuAExtF CGGCAAGTTCAGCGGCCTGATCGAA
fhuAExtR TGCCCGGCACGCTGAATACCGCATT
orf3F GTT C6T 6C6 TCA GGC GCT 666 GGT A
orf3R TGA C6C CCA GCA GTG TCA CGC CCA C
dapAF CGGGATCCGTCCGCTEGCATGTGCAGTAGGCGAGA
dapAR CCAAGCTTGCCATGGCACCGAAGATCCATCCCAGG
ahpCF CGCTTTCCACAACGGCAAGTT
ahpCR TTAACGCTGCAAATCCATGTTCG
3251-C C6GCAGGATCACCAGGTCAGC
3251-D AAACCCGATCTCGAACTGGCG
nitC1 TGAGCGTATGGTCTGEGGGCAGGE
nitC2 CGCC6CATGAATCTGCTCGCCATC
258-A TG6C6GTCGEGTAGAAGAGGATT
258-B ATC6GTGTCGGCATCTGCTGGE
1912-A GGAAGGGCGGTGTTTCGTGATA
1912-B GTCAAAGGTAGGGGCGACCAAG
cioA-1 GGCTTTCTCGGCETGATEC
cioA-2 TC6TGTCCCTGCGECETCT
cioB-1 CGCACGCTCAATGACGACCC
cioB-2 CGATGGAGGCACGATGTTGG
873-A CCGCCACGTTTTTCACCGACCA
873-B CCGCTGTGCTGTTCCTGCCCAA
2541-A CATCGCCTGGTTGTCCGCCTC
2541-B CGGCAAACTGGTGGACGACGC
2819-A TCCCCCTTCAATGCCTCACCG
2819-B CCTGCGTCTGCGTGCCAAGCE
2215-A CCCCAACAACTCGACACAACCG
2215-B GAGAAGCAAGGCGTGACAACCG

*En negrita y subrayados se indican sitios de restriccion

Las condiciones estdndar de la reaccidn de amplificacion fueron las siguientes: tras una

desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 1 min, tuvieron lugar 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 45

s de hibridacion entre los cebadores y el DNA molde a la femperatura (Tm) adecuada para

cada pareja de cebadores y 1 min de extension por cada kb de DNA molde; a estos 30

ciclos le siguieron 7 min a 72 °C, para finalizar una posible extensién incompleta de los

productos de PCR. Ocasionalmente, los productos obtenidos tras la amplificacién se
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purificaron utilizando el sistema comercial “Favorprep, GEL/PCR purification mini kit"
(Favorgen) para eliminar los cebadores y los dNTPs; fambién se recurrié a separar el DNA
mediante electroforesis y recuperar el fragmento de interés como se describe en los

apartados 3.6.1.6 y 3.6.1.7 de esta seccién.

3.6.1.5. Digestion del DNA con enzimas de restriccion

Las reacciones de digestion del DNA con endonucleasas de restriccién contenian 0,5 ug de
DNA, 0,1 volimenes de tampdn de restriccion (10X) y 0,5 U de la enzima de restriccion en
un volumen final de 10 uL completados con H:O. Las condiciones utilizadas fueron las
recomendadas por la casa comercial (New England Biolabs) con respecto a los tfampones
requeridos, asi como a las temperaturas y a los tiempos optimos para una mayor eficiencia
de las diferentes enzimas. En las digestiones del DNA con dos o mds enzimas de restriccion
se empleé el tampdn especifico en el que mds eficientemente actuaron las enzimas

utilizadas.

3.6.1.6. Electroforesis del DNA

La separacion de fragmentos de DNA se llevé a cabo mediante electroforesis utilizando
geles de agarosa al 0,8% (p/v) preparados en tampén TAE (Sambrook et al., 1989) que
contenia Tris-acético 40 mM (pH 8) y EDTA 0,5 M. A cada 5 uL de muestra de DNA se
afiadié 1 uL de tampdn de carga que contenia glicerol al 30% (v/v), azul de bromofenol al
0,3% (p/v) y azul de xilencianol al 0,3% (p/v). La mezcla se deposité en un pocillo del gel,
sumergido en una cubeta con tampon TAE. La separacion se realizé por electroforesis
horizontal a 80 V durante el tiempo necesario para obtener una separacién adecuada de los
distintos fragmentos presentes en la muestra. Para visualizar el DNA en los geles, estos se
tifieron en una solucién de bromuro de etidio (1 ug'mL?) durante 15 min y después se
expusieron a radiacién ultravioleta (220 nm) en un transiluminador, digitalizando
posteriormente la imagen en un sistema Kodak EDAS 290. El tamafio de los fragmentos de
DNA se estimé por interpolacién en curvas logaritmicas del tamafio de cada fragmento
frente a su movilidad relativa, utilizando como patrén los fragmentos de DNA del marcador

"Quick-load®purple 2-Log DNA ladder” (New England Biolabs).
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3.6.1.7. Recuperacion de fragmentos de DNA de los geles de agarosa

Para la recuperacion de fragmentos de DNA de los geles de agarosa se utilizo el sistema
comercial de Favorgen (Favorprep, GEL/PCR purification mini kit) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.6.1.8. Ligacion del DNA

Para la ligacién de moléculas de DNA se partio de fragmentos lineales obtenidos por
digestidn con enzimas de restriccion en sitios compatibles para la ligacion o de fragmentos
lineales obtenidos por PCR. La reaccién se llevé a cabo afiadiendo 3 U de DNA-ligasa del
fago T4 (New EnglandBiolabs), el tampén de ligacion suministrado por la casa comercial y
las concentraciones adecuadas de los DNA en un volumen final de 10-15 uL completado con
H.0. La mezcla de reaccién se incubé a 15 °C durante 12 h. Transcurrido este tiempo, se

utilizé esta mezcla para transformar células competentes de E. coli.

3.6.2. Transformacion de células de E. coli

La introduccion de pldsmidos en la estirpe DHb5a de E. coli se llevé a cabo segln el método
descrito por Mandel y Higa (1970), basado en la capacidad que adquieren las células de esta
estirpe de captar DNA exdgeno cuando se tratan en frio con una disolucion de cloruro

cdlcico.

3.6.2.1. Preparacion de células competentes

La estirpe DH5a se cultivé en LB durante 12 h hasta alcanzar una fase estacionaria. El
cultivo se diluyé 50 veces con el mismo medio y se incubé 2 horas hasta alcanzar una Ao
de 0,5 (equivalente a 5 x 107 células-mL™). Las células se centrifugaron a 5 000 g durante 5
min a 4°C y el precipitado con las células se resuspendié en la mitad del volumen de partida
con una solucién fria de CaCl, 50 mM. La suspensién celular se incubé en hielo durante 30
min, tiempo tras el que volvié a centrifugarse en las condiciones ya descritas. Las células se
resuspendieron en una décima parte del volumen inicial con la solucién fria de CaCl, 50 mM,

obteniéndose finalmente las células competentes.
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3.6.2.2. Transformacion de las células competentes

La mezcla de transformacién contenia: 10 ulL de la preparacion de DNA plasmidico, 200 ul
de la suspension de células competentes y 100 ulL de un tampén TCM que contenia Tris-HCl
10 mM (pH 7,5); CaCl; 10 mM y MgCl; 10 mM. La muestra se incubé 30 min en hielo y
posteriormente a 42 °C durante 90 s. Después del choque térmico se afiadieron 700 uL de
medio LB, se incubé 45 min a 37 °C y se extendié la suspensién en medio sélido selectivo

con los antibidticos correspondientes.

3.6.2.3. Transferencia de plasmidos por conjugacion

La movilizacién de pldsmidos a P. pseudoalcaligenes CECT5344 se realizé mediante
conjugacion biparental segin Herrero et al. (1990). En esta transferencia de DNA
participaron las cepas donadora (E. coli S17-1) y receptora (P. pseudoalcaligenes
CECT5344). Los transconjugantes se seleccionaron en medio minimo que contenia los
nutrientes y los antibidticos adecuados para la seleccién del receptor del pldsmido
movilizable. Para obtener colonias aisladas se sembraron diluciones seriadas de la mezcla

de conjugacién en el medio de seleccidn.

3.6.3. Mutagénesis dirigida

En este trabajo se llevé a cabo la mutagénesis de algunos genes de P. pseudoalcaligenes
CECT5344 mediante la insercion de cassettes de resistencia a antibiéticos por
recombinacién homdloga. En algunos casos esta insercion también supuso una delecién.
Segln el caso, la seleccién de los transconjugantes fue de aquellos que sufrieron dos
eventos de recombinacién, incorporando sélo el cassette de resistencia a antibiético, o de
aquellos que incorporaron todo el vector suicida, incluyendo el cassette de resistencia
presente en este, mediante un sélo evento de recombinacion. Todos los mutantes se

comprobaron mediante PCR.
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3.6.3.1. Mutante dctP1 (BN5_4141)

Mediante PCR, y utilizando los oligonucleétidos dctP1F y dctP1R (Tabla 11), se amplificé un
fragmento de 1 500 pb que contenia el gen dctP1 (BN5_4141), que codifica el componente
peripldsmico de un transportador de dcidos dicarboxilicos en P. pseudoalcaligenes
CECT5344. El producto resultante se clond en el vector de clonacion pGEM-T Easy.
Utilizando el sitio PstI presente en la parte central del fragmento clonado, se inserté un
cassette de resistencia a gentamicina procedente del vector pMS255. El gen dctPI
interrumpido con el cassette de resistencia a gentamicina se extrajo de pGEM-T Easy
como un fragmento Spel y Sphl y este fue clonado en el vector suicida pK18mob
previamente linealizado con Xbal y Sphl. Esta construccién fue transferida de la estirpe
DH5a a la estirpe S17-1 de E. coli, que fue utilizada, junto a la estirpe silvestre de P.
pseudoalcaligenes CECT5344, en la conjugacion biparental. Los fransconjugantes se
seleccionaron por su resistencia al dcido nalidixico y gentamicina y su sensibilidad a
kanamicina, obteniéndose asi mutantes que insertaron el cassette de resistencia a

gentamicina en el gen dctPI mediante dos eventos de recombinacion.

3.6.3.2. Mutante dctP2Q2 (BN5_1318)

Con los oligonucleétidos dctP2F/dctQ2R se amplifico mediante PCR un fragmento que
comprendia parte de los genes dctQZ2 y dctP2, que codifican la proteina de membrana
DctQ2 y el componente peripldsmico de un transportador de dcidos dicarboxilicos DctP2.
El producto amplificado se cloné en el vector pGEM-T Easy, de donde se extrajo con Xbal
para su posterior clonacion en el vector resistente a kanamicina pK18mob. En este vector
suicida el fragmento dctP2QZ2 fue interrumpido por insercion del cassette de resistencia a
kanamicina en los sitios BamHI y XhoI. La construccién resultante se transfirié a la estirpe
S17-1 de E. coli, con la que se llevé a cabo la conjugacion junto con la estirpe silvestre de P.
pspeudoalcaligenes CECT5344. Los transconjugantes se seleccionaron por su resistencia a
kanamicina, obteniéndose asi tanto recombinantes simples como dobles. Para comprobar la
mutacion se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizando los oligonucleétidos dctP2F y
dctQ2R (Tabla 11) y el tamaiio del fragmento de PCR obtenido de 1 510 pb confirmé la

presencia de la mutacidn.
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3.6.3.3. Mutante dctPl /dctP2Q2™

Para la construccion del doble mutante dctP17/dctP2Q2 se realizé una conjugacion con la
estirpe mutante dctP2Q2™ de P. pseudoalcaligenes (estirpe receptora) y la estirpe E. coli
S17-1 conteniendo el gen dctPlI interrumpido por el cassette de resistencia a gentamicina
en el plasmido pK18mob (estirpe donadora). La seleccién de transconjugantes con la doble

mutacion se realizé en medio LB con kanamicina y gentamicina.

3.6.3.4. Mutante dapA  (BN5_1907)

Para la construccion del mutante dapA™ se amplificé el gen BN5_1907 mediante PCR con los
oligonucledtidos dapAF y dapAR (Tabla 11), obteniéndose un fragmento de 1 812 pb que fue
clonado en pGEM-T. Utilizando dos sitios EcoRI en la parte central del fragmento clonado,
la construccion se linealizé mediante digestion con EcoRI, clonando posteriormente en este
sitio un cassette de resistencia a gentamicina previamente extraido como un fragmento
EcoRI del vector pMS255. El fragmento correspondiente al gen dapA interrumpido por el
cassette de resistencia a gentamicina se extrajo de pGEM-T usando los sitios de
restriccién BamHI y HindIII introducidos en los oligonucledtidos utilizados inicialmente.
Este fragmento se clond en el vector suicida pK18mob y la construccién resultante fue
transferida finalmente a la estirpe S17-1 de E. coli, con la que se llevé a cabo la conjugacion

junto a la estirpe silvestre.

3.6.3.5. Mutante fhuA (BN5_0694)

Mediante PCR se amplificé un fragmento de 3 257 pb, que contenia el gen fhuA, usando
como cebadores los oligonucleétidos fhuAExtF y fhuAExtR (Tabla 11) y DNA gendmico de
P. pseudoalcaligenes CECT5344 como molde. El producto resultante se cloné en el vector
pGEM-T Easy, digiriendo posteriormente la construccién obtenida con las enzimas BbrPI y
EcoRV, cuyos sitios estaban presentes en el gen fhuA. Asi se realizé una delecién de 640
pb del gen fhuA y dichos cortes fueron utilizados para insertar un cassette de resistencia
kanamicina obtenido previamente del plasmido pMO6-AKm (resistente a Km y derivado del

pldsmido pBKS) como un fragmento EcoRV/HincII. Utilizando el sitio EcoRI de pGEM-T
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Easy y un sitio EcoRI adyacente al gen fhuA, se obtuvo un fragmento de 3 189 pb
conteniendo el gen fhuA delecionado e interrumpido por el gen de resistencia a kanamicina.
Este fragmento EcoRI se cloné en el vector suicida pK18mob, obteniéndose asi la
construccién con la que se realizé la conjugacion biparental entre la estirpe donadora E. coli
S17-1 y la estirpe silvestre receptora CECT5344 de P. pseudoalcaligenes. Los
transconjugantes se seleccionaron en medio rico LB con kanamicina y dcido nalidixico. Para
comprobar la mutacién se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizando los oligonucleétidos
fhuAExtF y fhuAExtR (Tabla 11) y DNA gendmico de las colonias transconjugantes como
DNA molde. El tamafio del fragmento de PCR obtenido fue de 3 189 pb, lo que confirmé la

mutacion en el gen fhuA.

3.6.3.6. Mutante orf3 (BN5_0248)

Mediante PCR se amplificé un fragmento de 1 476 pb que comprendia el gen orf3 usando
como cebadores los oligonucleétidos orf3F y orf3R (Tabla 11) y DNA genémico de P.
pseudoalcaligenes CECT 5344 como molde. El producto resultante se cloné en el vector
pGEM-T Easy, obteniéndose el pldsmido pGEMT-orf3. El gen orf3 fue mutado por
insercion del cassette de kanamicina en el sitio de restriccion Sfol. Este pldsmido se
digirié con la enzima de restriccion EcoRI y se obtuvo un fragmento de 2.965 pb que
contenia al gen orf3. Dicho fragmento se cloné en el vector pK18mobdE, que presenta un
marcador de resistencia a kanamicina, obteniéndose el pldsmido pK18mobdE-orf3, el cual se
transfirio mediante conjugacién desde la estirpe donadora E. coli S17-1 a la estirpe
receptora CECT5344 de P. pseudoalcaligenes, que es resistente al dcido nalidixico,
obteniéndose mediante recombinacion homéloga el mutante deficiente en el gen orf3. Los
transconjugantes se sembraron en medio rico LB con kanamicina y dcido nalidixico. Para
comprobar la incorporacién de la mutacién se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizando
los oligonucledtidos orf3F y orf3R (Tabla 11) y DNA gendémico de las colonias
transconjugantes como DNA molde, pero no se consiguié encontrar hinguna colonia

correspondiente a un recombinante doble.
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3.6.3.7. Mutante ahpC (BN5_3036)

El mutante de P. pseudoalcaligenes CECT5344 afectado en el gen ahpC se llevé a cabo
amplificando por PCR con los oligonucleétidos ahpCF y ahpCR (Tabla 11) un fragmento
conteniendo dicho gen. El fragmento obtenido se cloné en el vector pGEM-Teasy, siendo
posteriormente subclonado como EcoRI/Xmal en el vector suicida pK18mob. Esta
construccion se transfirié de E. coli DH5a a la estirpe S17-1, con la que se llevé a cabo la
conjugacion junto con la estirpe silvestre P. pseudoalcaligenes CECT5344. La mezcla de
conjugacion se sembré en medios con dcido nalidixico y kanamicina, por lo que los
transconjugantes seleccionados fueron aquellos que mediante un Unico evento de
recombinacién insertaron en el gen ahpC toda la construccion, incluyendo el gen de

resistencia a kanamicina.

3.6.4. Secuenciacion del DNA

La secuenciacion del DNA plasmidico y de los fragmentos de DNA amplificados por PCR se
realizé mediante el uso de la quimica BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) y
utilizando los secuenciadores ABIPrism 310 Genetic Analyzer (1 capilar) y ABIPrism
3130XL Genetic Analyzer (multicapilar) de Applied Biosystems del servicio de genémica del

SCAI (UCO).

3.6.5. Tratamiento y andlisis de secuencias

Para el tratamiento y andlisis de secuencias de nucleétidos y aminodcidos, incluyendo la
determinacién de las fases abiertas de lectura, los sitios de restriccién, uso de codones,
perfiles de hidropatia, composicién de aminodcidos, etc., se empled el paquete informdtico
Lasergene 8 (DNASTAR). La comparacién de las secuencias de nucleétidos y aminodcidos
con las distintas bases de datos se realizé con el programa BLAST (Altschul et al.,, 1997),
disponible en el servidor de Internet del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). El
alineamiento de secuencias peptidicas se realizé con el programa Clustal W (Thompson et

al., 1994).
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3.7. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE P. pseudoalcaligenes CECT5344
MEDIANTE MICROMATRICES DE DNA

3.7.1. Disefio de los microarrays

Utilizando el software eArray (Agilent Technologies) se disefiaron oligonucleétidos de 60
pb para las 4 434 fases de lectura abierta presentes en el genoma P. pseudoalcaligenes
CECT5344 (Wibberg et al., 2014), siendo el total de sondas de 30 000, aproximadamente
siete sondas por gen. Se utilizé un microarray de expresién génica personalizado 8x60K
(ID 061413, Agilent Technologies). El disefio experimental consistié en la comparacion de
cuatro condiciones (C1, cloruro amdnico; €2, cianuro sédico; C3, residuo joyero y C4, control

sin nitrégeno) con cuatro réplicas bioldgicas cada una, en un disefio tipo loop.

3.7.2. Cultivo de P. pseudoalcaligenes CECT5344

Para el andlisis transcriptémico la estirpe CECT5344 se cultivé en medio minimo M9 (pH
9,5) con acetato sédico 50 mM como fuente de carbono y cloruro aménico 2 mM como
fuente de nitrégeno. Después de 24 horas, cuando el amonio se habia consumido, se afiadié
a los cultivos como fuente de nitrégeno adicional y a una concentracién 2 mM, cianuro
sédico, residuo de la joyeria o cloruro amdnico. A un cuarto cultivo usado como control no
se le afiadié fuente de nitrdgeno. A partir de este momento los cultivos (cuatro réplicas
bioldgicas por condicion) se volvieron a incubar a 30 °Cy 220 rpm de agitacién, y cuando los
cultivos consumieron entre el 50-70% de la fuente de nitrégeno, estos se recogieron por
centrifugacion a 4 000 g durante 5 minutos a 4°C. En el caso de los cultivos a los que no se
afiadié fuente de nitrégeno adicional estos se recogieron en el mismo momento que se
recogieron los cultivos con cianuro o residuo. Las células se conservaron a -80 °C hasta su

posterior utilizacion.

3.7.3. Aislamiento del ARN total

Las células de P. pseudoalcaligenes CECT5344 se resuspendieron en 500 uL de un buffer

que contenia lisozima y se rompieron inmediatamente usando el RNAeasy Midi Kit (Qiagen),
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siguiendo las instrucciones del fabricante. La eliminacion del DNA presente en las muestras
obtenidas se llevé a cabo en columna con RNase-free DNase set (Qiagen) y posteriormente
(postcolumna) se aplicé un tratamiento adicional con DNase I (Ambion). La calidad y
cantidad de RNA fue comprobada en un Bioanalyzer (Agilent) y por espectrofotometria
(Nanodrop 1000, Agilent Technologies-Wilmington, DE, USA). Todas las muestras

presentaron un ndmero de integridad (RIN) superior a 7.

3.7.4. Retrotranscripcion, marcaje del cDNA e hibridacion

El RNA total de cada muestra fue retrotranscrito y el cDNA obtenido marcado e hibridado
con el microarray siguiendo el protocolo Two-Color Microarray-Based Prokaryote Analysis v
1.4, FairPlay III Labelling, de Agilent Technologies. La sinteis de cDNA se llevé a cabo con
la retrotranscriptasa Affinity Script™ HC (Agilent Technologies). Posteriormente, el
cDNA obtenido se marcé con un método de acoplamiento quimico usando los fluoréforos
Cy3 y Cyb. Después de la hibridacidn, los chips de microarrays se lavaron e inmediatamente

se escanearon con uh escdner de DNA Microarray (Modelo 62505C, Agilent Technologies).

3.7.5. Andlisis de los microarrays

El andlisis de la expresion génica se realizé con el Feature Extraction Software (v. 10.7) de
Agilent y utilizando las variables por defecto. Las caracteristicas de salida de los arrays se
configuraron con el mismo software. El andlisis de los datos se realizé con el paquete
Bioconductor, bajo el entorno R. El procesamiento de los datos y el andlisis de expresidn
diferencial se realizaron con el paquete Limma (htpp:/www.bioconductor.org/), usando las
Ultimas anotaciones disponibles de los genes. Los valores de intensidad se corrigieron con el
algoritmo de correccion de fondo Normexp. La normalizacidn intra-array se realizé segun el
método Loess y la normalizacién inter-array con el método Aquantile. La expresién génica
se considerd sobreexpresada o reprimida cuando cambié un nimero de veces > 2,1 0 ¢ 2,1,
respectivamente. Estos cambios se consideraron estadisticamente significativos cuando el
valor p fue inferior a 0,01. Los datos de los microarrays estdn depositados en la base de

datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el nimero de acceso GSE69930.
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El andlisis funcional se realizé con 60Stats (Bioconductor), que identifica términos GO
(Gene Ontology) significativamente enriquecidos a partir de una lista de genes calculando la
probabilidad hipergeométrica de que un término GO determinado esté representado mds
veces de las que se esperaria al azar. Sélo se consideraron los resultados 6GOStats con un

valor p < 0,01.

3.7.6. Validacion de los microarrays

La validacién de los resultados obtenidos en los microarrays se llevé a cabo por RT-qPCR.
Para ello se aislé el RNA de cultivos de P. pseudoalcaligenes CECT5344 que habian sido
sometidos a las mismas condiciones expuestas en el apartado 3.7.2. La concentracion y
pureza del RNA aislado se analizé en un espectrofotémetro ND100O (Nanodrop 1000,
AgilentTechnologies-Wilmington, DE, USA). La sintesis de DNAc total se llevé a cabo en un
volumen final de 20 ulL, conteniendo 500 ng de RNA; 0,7 mM dNTPs; 200 U de la
transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen) y 3,75 mM de hexdmeros aleatorios
(Applied Biosystems). Las muestras se incubaron inicialmente a 65 °C durante 5 minutos y
finalmente a 42 °C durante 50 minutos; finalmente se incubaron a 70° C durante 15
minutos. Para la PCR cuantitativa el DNAc se purificé con “Favorprep Gel/PCR purification
kit" (Favorgen), midiéndose posteriormente la concentracién de DNAc en un
espectrofotémetro ND1000. Se utilizé el "“iQ5 Multicolour Real-Time PCR Detection
System” (Bio-Rad) en una reaccién de 25 ulL (volumen final) que contenia: 2 uL de DNAc
diluido (12,5; 25y 0,5 ng), 12,5 uL de "iQ SYBR Green Supermix” (Bio-Rad) y 0,2 mM de
cada oligonucledtido especifico para el gen a validar: 3251-C y 3251-D (para el gen nit3;
BN5_3251), nitCl y nitC2 (para el gen nitC; BN5_1632), 258-A y 259-B (para el gen aguB;
BN5_0258), 1912-A y 1912-B (para el gen nit4; BN5_1912), cioA-1 y cioA-2 (para el gen
cioA; BN5_1902) y cioB-1 y cioB-2 (para el gen cioB; BN5_1903) (Tabla 11). Los cDNAs
diana y las muestras de referencia se amplificaron tres veces en reacciones de PCR
separadas. Las muestras se desnaturalizaron inicialmente calentando a 95 °C durante 3 min,
seguido de 40 ciclos de amplificacién (95 °C, 30 s; union de los cebadores a 60 °C, 30 s;
elongacion y adquisicién de la sefial, 72 °C, 30 s). Para la cuantificacion relativa de los

valores de fluorescencia se utilizé una curva de calibrado usando diluciones seriadas de 50
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a 0,0005 ng de DNA gendmico de P. pseudoalcaligenes CECT5344. La normalizacién de los
datos se realizé usando los genes de referencia que codifican la metiltransferasa del rRNA
16S (BN5_0873, oligonucledtidos 873-A y 873-B), la metiltransferasa del rRNA 23S
(BN5_2541, oligonucleétidos 2541-A y 2541-B), y las subunidades ay ede la DNA
polimerasa ITT (BN5_2819, oligonucledtidos 2819-A y 2819-B; BN5_2215, oligos 2215-A y
2215-B, respectivamente). La validacion se llevé a cabo en tres experimentos

independientes.

3.8. ANALISIS PROTEOMICO 2D-PAGE

3.8.1. Fraccionamiento subcelular

Para la realizacién de geles 2D-PAGE se partié de 600 mL de cultivo en fase exponencial,
que se recogié por centrifugacion a 15 000 g durante 10 min a 4 °C. Después de retirar el
sobrenadante, las células se lavaron dos veces en un tampdn fosfato pH 7 con baja
concentracién de sal que contenia KClI 3 mM; KH,PO4 1,5 mM; NaH:POs 9 mM y NaCl 68
mM. Las células se congelaron a -80 °C hasta su uso, momento en el que las células se
resuspendieron en tampén Tris-HCl 40 mM (pH 9) que contenia DNasa 65 ug-mL” y RNasa
40 ug'mL™. Las células se rompieron por cavitacién en un sonicador (Vibracell/Sonics &
Materials Inc. Danbury) aplicando 90 W durante fres pulsos de 5 s. A los extfractos
obtenidos se les afiadié una mezcla de inhibidores de proteasas que contenia PMSF 7 ug-mL”
' leupeptina 2 ug'mL™! y peptatina A 2,8 ug'mL™. A continuacién se centrifugaron durante
30 min a 20 000 g y 4 °C para eliminar las células enteras y los restos celulares. El

sobrenadante resultante se utilizé como fraccion soluble (periplasma y citoplasma).

3.8.2. Preparacion de la muestra

Una vez obtenida la fraccién soluble, se procedié a la eliminacion de lipidos y sales
mediante un protocolo de precipitacién de proteinas que se detalla a continuacion. A 200 ulL
de muestra se le afiadieron 800 uL de metanol, mezclando posteriormente con vortex. A
continuacién, se afiadieron 200 uL de cloroformo y se mezclé nuevamente con vértex.
Después, se afiadié a la mezcla 600 uL de agua destilada. Una vez mezclada, la muestra

presenté un aspecto lechoso debido a la precipitacion de las proteinas. La mezcla se
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centrifugé a 10 000 g durante 5 min, concentrdndose las proteinas en la interfase y
formando un anillo blanco. La fase superior fue eliminada, sin arrastrar el precipitado
blanco, y se afiadieron 600 uL de metanol. La mezcla se agité con vértex, centrifugdndose
posteriormente a 10 000 g durante 5 min. El sobrenadante se eliminé y el precipitado
blanco se dejo secar sobre papel en el vial durante 15 min. Finalmente, las proteinas se
resuspendieron suavemente en 400 uL de tampdn de solubilizacién que contenia urea 7 M;
tiourea 2 M; CHAPS 4% (p/v); DTT 50 mM e IPG-buffer 3-10 al 2% (v/v). La concentracién

de proteina en la muestra final se determiné mediante el método de Bradford.

3.8.3. Isoelectroenfoque (IEF)

Para la primera dimensién se utilizé un volumen de muestra que contenia 250 ug de proteina
total, el cual se completé con tampdn de solubilizacion hasta 200 ulL (en este caso el
tampdn de solubilizacién incluyé trazas de azul de bromofenol). La primera dimensién se
llevé a cabo usando el sistema IPGphor de Pharmacia. Las tiras de IEF utilizadas fueron de
11 cm (GE Healthcare) de diferentes intervalos de pH.

Las muestras, previamente centrifugadas a 12 000 g durante 5 min para eliminar cualquier
material insoluble, se aplicaron en los sarcéfagos, y sobre cada muestra se colocé una tira
de IEF con el gel hacia abajo. Posteriormente, los geles se cubrieron con aceite mineral.
Para una completa absorcidn de las proteinas y rehidratacion de los geles se llevé a cabo
una rehidratacion pasiva, sin aplicar voltaje, durante 12 h. Posteriormente, se aplicé un

programa de IEF como se presenta en la tabla 12.

Tabla 12: Programa de IEF

Paso Voltaje (V) Tiempo (h)
Rehidratacién 0 12:00
1 500 1:00
2 1000 1:00
3 8 000 hasta 18 000 V hr!

Tanto la rehidratacién como el IEF se llevaron a cabo a 20 °C. Durante el IEF se

aplicé una corriente de 50 uA por gel.
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3.8.4. Equilibrado de las tiras de IEF

Previamente a la segunda dimensidn, las tiras de IEF se equilibraron en dos pasos (15
min/paso) en tampdn de equilibrado que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,8).; urea 6 M;
glicerol al 30% (v/v); SDS al 2% (p/v) y trazas de azul de bromofenol. El primer paso se
llevé a cabo en tampén de equilibrado conteniendo DTT 10 mg:mL™, y a continuacién el

segundo paso se sustituyé el DTT por yodoacetamida 25 mg-mL™.

3.8.5. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La segunda dimensidn de la electroforesis bidimensional se llevé a cabo usando el sistema
Hoefer SE 600 (Pharmacia). Todo el material se lavé cuidadosamente con agua destilada y
etanol. Las tiras de IEF equilibradas se colocaron sobre los geles de poliacrilamida,
preparados al 12,5%, y posteriormente se sellaron con agarosa al 05% (p/v). La
electroforesis se llevé a cabo a 15 mA/gel durante los primeros 15 minutos, tiempo tras el
cual se incrementé la intensidad a 30 mA/gel, hasta que el frente alcanzé el final del gel.

En ambos casos la temperatura se mantuvo a 20 °C.
P

3.8.6. Tincion de los geles

La visualizacion de proteinas en los geles bidimensionales se realizé utilizando la tincién
Coomassie o la tincién Sypro, en ambos casos tinciones compatibles con la espectrometria
de masas:

* Tincién de Coomassie: Los geles se lavaron con agua destilada y después se

incubaron en agitacion suave durante 12 h con el colorante Coomassie Brilliant
blue 6250 2g-.L" y R250 0,5 g-L™, metanol al 5% (v/v), etanol al 42,5% (v/v) y
dcido acético al 10%. A continuacidn, se retiré el colorante y se procedié a la
destincion de los geles en dos pasos. En un primer paso los geles tfefiidos se
lavaron (2 x 15 min) con una solucién de destefiido rdpida que contenia etanol al
30% (v/v) y dcido acético al 10% (v/v). Posteriormente, se incubaron durante 12 h
con una solucién de destefiido lenta que contenia dcido acético al 7% (v/v). Por
Ultimo, los geles se lavaron con agua destilada y se mantuvieron a 4 °C sin pérdida
significativa de tincién.
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* Tincién con SYPRO® (Biorad): Los geles se retiraron de los cristales y se

colocaron en una bandeja, donde se incubaron en agitaciéon durante una hora en
una solucién de fijacién que contenia metanol al 10% (v/v) y acético al 7% (v/v). A
continuacidn, se retiré la solucién de fijacién y se cubrié cada gel con la tincién
Sypro, incubdndose toda la noche en agitacion lenta y protegida de la luz. Al dia
siguiente se retiré la tincién y se lavaron los geles durante una hora con la
solucién de fijacién para disminuir el ruido de fondo. Finalmente, los geles se

lavaron con agua destilada antes de ser escaneados.

3.8.7. Adquisicion de imagenes y andlisis de los geles

Los geles se escanearon con un escdner de fluorescencia FX Pro Plus Multiimager (Biorad).
Posteriormente, las imdgenes se analizaron mediante el software ImageMaster 2D v3.1
(Pharmacia). En dicho andlisis se identificaron aquellas manchas (proteinas resueltas en la
electroforesis bidimensional) cuyos cambios, ftanto cualitativos como cuantitativos, se

consideraron mds significativos.

3.8.8. Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas

Las proteinas de interés se identificaron en el SCAT (UCO) mediante el picado de las
manchas con una estacién automdtica ProPic (Genomics Solutions), su digestidn con fripsina
porcina y el andlisis de los péptidos resultantes por espectrometria de masas en un
MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems). Para ello, se deposito
la digestion de proteinas sobre una placa MALDI junto con una matriz (a-ciano-4-
hidroxicindmico) usando una estacién automdtica de dispensacién de proteinas sobre Placa
de MALDI (Pro MS MALDI, Genomic Solutions). Mediante MALDI-TOF/TOF se obtuvo un
espectro de masas (MS) denominado huella peptidica, y adicionalmente se obtuvieron los
espectros de fragmentacion (MS/MS) de las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de
las huellas peptidicas. La identificacion de proteinas se realizé automdticamente mediante
el sistema GPS (Global Protein Server) acoplado a los datos del TOF-TOF, combinando

ambos tipos de espectros (MS-MS/MS) obtenidos para cada muestra y usando como motor
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de busqueda MASCOT (Matrix Science, UK) sobre bases de datos publicas de secuencias

de proteinas.

3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los experimentos presentados en este trabajo se realizaron por triplicado o por
cuatriplicado. En las curvas de crecimiento y los geles 2D-PAGE (nicamente se muestra uno
de los experimentos mds representativos. Los valores de actividad enzimdtica mostrados
son la media de tres experimentos diferentes, siendo en todos los casos la desviacién
estdandar inferior al 10%. La expresién génica se consideré sobreexpresada o reprimida
cuando cambié un nimero de veces 2> 2,1 o ¢ 2,1, respectivamente. Estos cambios se

consideraron estadisticamente significativos cuando el valor p fue inferior a 0,01.

3.10. REACTIVOS Y APARATOS

El residuo de la industria joyera fue amablemente cedido por la empresa GEMASUR. La
concentracién de cianuro total de este residuo fue de 1,5 M, siendo la concentracién de
cianuro libre de 1 M. La diferencia entre cianuro libre y total es debida a la presencia de
metales, que forman complejos con el cianuro. Los metales mayoritarios en este residuo
fueron Fe 34,66 mM, Cu 285 Mm y Zn 1475 mM. El pH del residuo fue superior a 13.
Cuando se usé como fuente de nitrdgeno, el residuo se diluyé en el medio de cultivo para
dar la concentracién de cianuro libre deseado, normalmente 2 mM.

El resto de reactivos empleados fueron de la mdxima pureza disponible
comercialmente. El agua destilada y bidestilada se obtuvo a partir de sistemas Milli-Ro y
MilliQ, respectivamente, ambos de Millipore. Las manipulaciones que requerian esterilidad
se llevaron a cabo en una cdmara de flujo laminar Telstar PV 100 dotada de ldmpara
ultravioleta. Los espectrofotémetros utilizados durante este trabajo fueron Beckman (DU

7500) y ThermoSpectronic (Hek\iose).
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4. RESULTADOS

4.1. Andlisis transcriptomico de Pseudomonas pseudoalcaligenes

CECT5344 en respuesta a cianuro

Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una bacteria cianotrofa en la que se ha
estudiado en detalle la resistencia y asimilacién de cianuro (Luque-Almagro et al., 2011a, c;
Estepa et al, 2012). Ademds, estudios protedmicos previos en este microorganismo han
revelado que el cianuro puede afectar a otros procesos bioldgicos (Luque-Almagro et al.,
2007). Sin embargo, hasta el momento se desconoce el efecto que el cianuro provoca
sobre el transcriptoma de esta o de cualquier otra bacteria cianotrofa. La secuenciacién
completa del genoma de P. pseudoalcaligenes CECT5344 (Luque-Almagro et al, 2013;
Wibberg et al.,, 2014) ha permitido analizar el transcriptoma de esta estirpe en condiciones

de asimilacién y resistencia a cianuro.

4.1.1. Disefio experimental, andlisis de calidad y tratamiento estadistico de

las matrices de DNA

Mediante micromatrices de ADN se llevé a cabo un andlisis del transcriptoma de P.
pseudoalcaligenes CECT5344 utilizando cuatro condiciones (NaCN, residuo-CN, NH4Cl y -N)
y cuatro réplicas biolégicas para cada condicion. Las células utilizadas en este estudio
transcriptomico se precultivaron durante 24 horas en medio M9 con acetato sédico 50 mM
como fuente de carbono y cloruro aménico 2 mM como fuente de nitrdgeno. En este punto
se adiciond a los distintos cultivos NaCN 2 mM, residuo cianurado de la joyeria (CN" 2 mM),
NH4Cl 2 mM o ninguna otra fuente de nitrégeno adicional (-N). Este momento se considerd
el tiempo cero del experimento. Las células se recogieron cuando se encontraban
activamente consumiendo la fuente de nitrégeno adicionada a tiempo cero; esto fue
transcurridas 1,5 horas en el caso de las cuatro réplicas bioldgicas con amonio, y 8 horas
para los cuatro cultivos con NaCN, residuo o -N. Como se observa en la figura 7, la
concentracién de la fuente de nitrégeno presente en el medio de cultivo cuando estos se

recogieron fue de 600-800 uM en el caso de los cultivos con amonio o cianuro, mientras que
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en el caso del residuo cianurado la concentracion de cianuro en el momento de recoger las

células fue 1 100-1 200 uM.
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Figura 7: Concentracién de la fuente de nhitrégeno en el medio de cultivo. La concentracién de las distintas
fuentes de nitrdgeno se determiné en el momento en el que se recogieron los cultivos para su andlisis mediante
micromatrices de DNA. Los nimeros del 1 al 4 indican las réplicas bioldgicas, y C1-C4 son las 4 condiciones
utilizadas.

El andlisis transcriptémico se llevé a cabo utilizando micromatrices de DNA de dos colores
(fluoréforos Cy5 y Cy3) de la casa comercial Agilent. Para evitar problemas de asimetria
con los dos colores, se utilizé para cada comparacion dos arrays con los colorantes
intercambiados (dye swapping). El disefio del microarray fue en bucle o disefio en /oop,
donde se comparan dos condiciones a través de una cadena de condiciones sin necesidad de
una muestra de referencia (Fig. 8), en el que se compararon las cuatro condiciones C1
(NH4CI), €2 (NaCN), €3 (Residuo-CN) y €4 (-N). Una vez extraido el RNA de todas las
muestras se analizé su calidad mediante Tape Station utilizando el kit R6K ScreenTape
(Agilent), determindndose la concentracion y pureza del RNA mediante Nanodrop. Todas

las muestras presentaron unos valores adecuados de concentracion, pureza e integridad.
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Array | Cy3 Cy5

A c11 | ca1

B c22 | c12

C €32 | c23

; ¢ S D c24 | c31
E c42 | €33

E F c3.4 | c41

C4 p— (3 6 | c13 | ca3
F H c44 | c14

Figura 8: Disefio experimental de las micromatrices de DNA. Las flechas indican los arrays, representados en
la tabla (derecha). La base de la flecha indica la condicién que se marca con el fluoréforo Cy3 y la punta con el
fluoréforo Cy5.

Para el marcaje se siguié el protocolo Two-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis v. 6.5 (Agilent), consiguiéndose para todas las muestras unos nhiveles de marcaje
adecuados. Para el andlisis de los resultados obtenidos se procedié en primer lugar a
eliminar todos aquellos spots no vdlidos (outliers) segin el software Feature Extraction
v.10.7 (Agilent). El nimero de spots vdlidos utilizados posteriormente en el andlisis se

muestra en la figura 9.

A B C D E F G H

Figura 9: Nidmero de spots vdlidos en las distintas matrices. Se muestra el nimero de spots después de
eliminar los spots no vdlidos con el software Feature Extraction v.10.7 (Agilent). Las letras de los arrays (A-H)
corresponden a la informacién de la figura 10.
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El primer andlisis que se llevé a cabo fue la evaluacién de la calidad global de los
microarrays. Para conocer la distribucién de las sefiales en el chip, que deberia ser similar
en las distintas muestras, se representaron diagramas de densidades teniendo en cuenta la
intensidad de los spots sin normalizar (Fig. 10A). La distribucién normal y las formas
similares de las curvas indican una buena calidad de los resultados. La pequefia desviacién
observada entre matrices indicd la necesidad de normalizar los datos. Por otro lado, la
comparacién de todos los valores M (relacién entre la intensidad de los dos canales) de los
distintos arrays (Fig. 10B) fambién puso de manifiesto la necesidad de una normalizacion de
los datos, si bien todas las cajas fueron bastante homogéneas y alrededor de 0. Finalmente,
para identificar problemas durante la hibridacién y/o lavado se analizaron los valores de
fondo de las matrices, obteniéndose en todos los casos una imagen de fondo aceptable

(resultados no mostrados).
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Figura 10: Andlisis de las intensidades de los distintos arrays. (A) Representacidon de la distribucion de
intensidades sin normalizar. En rojo y verde se representan los dos canales. (B) Diagrama de cajas de los
valores brutos de intensidad de cada array. Se indica la distribucién estadistica de los valores obtenidos en los
arrays, indicdndose los valores mdximo y minimo, los percentiles 25y 75, y la mediana.

Para estimar y eliminar la intensidad de ruido de fondo y poder comparar unas
muestras con otras, los datos brutos de intensidad fueron sometidos a un tratamiento
estadistico consistente en la sustraccién o correccién del fondo (background) y una
posterior normalizacidn. Para la sustraccién del fondo se utilizé el método normexp con
offset = 30, obteniéndose unos resultados satisfactorios. Posteriormente, se llevé a cabo

una normalizacién intra-array, utilizada para corregir los sesgos en el marcaje de Cy5 y
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Cy3, y una normalizacién inter-array, necesaria a fin de hacer todos los datos comparables.

Para la normalizacién intra-array se utilizé el método /oess y para la normalizacién inter-

array se utilizé el método Aquantile. Después de este tratamiento de los datos, el grdfico

de densidades mostré que todos los arrays y todos los canales tenian una misma

distribucion (Fig. 11), y la representacién de los valores M fue mds homogénea (Fig. 12).
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