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ABREVIATURAS

Abs: absorbancia.
Ap: ampicilina.

ATP: trifosfato de adenosina.

CA: &cido carbamoilaspartico.

Cm: cloranfenicol.

CECT: Coleccion Espariola de Cultivos Tipo.

COMT: catecol O-metiltransferasa.

DAO: diamino oxidasa.

DNA: &cido desoxirribonucleico.
DNasa: desoxirribonucleasa.
DO: densidad 6ptica.

DOPA: dihidroxifenilalanina

EC: comision enzimatica.
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético.

EFSA: European Food Safety Authority.

ESI: ionizacion por electropulverizacion (electrospray ionisation).

Abreviaturas



FAD(H,): flavin adenin dinucledtido oxidado (reducido).

FAsp: acido N-formil-aspartico.
FDA: Food and Drug Administration.
FIA: acido N-formimino-aspartico.
FiAsn: No-formil-isoasparagina.

fi: fragmento interno.

G-: Gram-negativas.

G+: Gram-positivas.

G+C: contenido de guanina y citosina.

GABA: acido y-aminobutirico.

GRAS: Generalmente Reconocido Como Seguro.

Gm: gentamicina.

h: horas.

HA: acido hidantoinacético.

HDC: histidina descarboxilasa.

hin: genes catabdlicos de histamina y de ImMAA.
his: genes catabolicos de histidina.

HIT: intolerancia a histamina.

HNMT: histamina N-metiltransferasa.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.

HnR: receptor de histamina.
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Abreviaturas

ImAA: acido imidazolacético.
ImAdh: imidazolacetaldehido.
IPTG: isopropil-p-D-galactopiranosido.

IR: espectroscopia de infrarrojo.

Km: kanamicina.

LAB: bacterias acido lacticas

LB: Luria Bertani.

MAOQO: monoamino oxidasa.

min: minuto.

MM: medio minimo de composicion definida.
MMH: medio minimo histamina.

MMI: medio minimo &cido imidazolacético.
MS: espectrometria de masas.

Mw: peso molecular.

NAD(*/H): nicotinamida adenina dinucleétido (oxidado/reducido).

NADP(*/H): nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (oxidado/reducido).

OIV: Organizacion Internacional de la Vifia y Vino.

ORF: marco abierto de lectura.
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pau: genes catabdlicos de glutamilacion de aminas biogénicas.

Pea: proteinas catabdlicas de 2-feniletilamina.
PhAc: acido fenilacético.

3-OH-PhAc: acido 3-hidroxifenilacético.
3,4-OH-PhAc: acido 3,4-dihidroxifenilacético.
4-OH-PhAc: &cido 4-hidroxifenilacético.

pl: punto isoeléctrico.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
PLP: pridoxal-5-fosfato.

p/v: relacién peso/volumen.

Q-AmDH: quinoproteina amino deshidrogenasa.
Q-AmO: quinoproteina amino oxidasa.

QH-AmMDH: quinohemoproteina amino deshidrogenasa.

Rf: rifampicina.

RMN: resonancia magnética nuclear.
RNA: &cido ribonucleico.

RNasa: ribonucleasa.

rpm: revoluciones por minuto.

Rt: tiempo de retencion.

RT-QPCR: PCR cuantitativa a tiempo real.
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s: segundos.
SAM: S-adenosil-L-metionina.
SNC: sistema nervioso central.

Str: estreptomicina.

Tc: tetraciclina.

TCA: ciclo de los &cidos tricarboxilicos.
TE: Tris-EDTA.

TLC: cromatografia en capa fina.

Tm: temperatura de fusion.

Tyn: proteinas catabdlicas de tiramina y dopamina.

UV: ultravioleta.

v/v: relacién volumen/volumen.
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A: Alanina.
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D: Aspartico.

E: Glutamico.
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H: Histidina.
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K: Lisina.
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M: Metionina.
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Introduccion

1. AMINAS BIOGENICAS.

1.1. Aspectos generales.

Las aminas son compuestos quimicos organicos, de bajo peso molecular,
derivados del amoniaco y resultantes de la sustitucion de uno, dos o tres 4&tomos de
hidrégeno de la molécula por uno o més radicales alquilo. Dependiendo del nimero de
sustituciones, las aminas se clasifican en primarias, secundarias o terciarias,
respectivamente (Eller et al., 2000). Cuando éstas se forman como resultado de la
actividad de organismos vivos y poseen actividad bioldgica se denominan aminas

biogénicas (Alvarez y Moreno-Arribas, 2014; Santos, 1996).

Las aminas biogénicas se forman y se degradan como resultado de una actividad
metabolica normal tanto en humanos como en animales, en plantas y en
microorganismos (Alvarez y Moreno-Arribas, 2014). Un ejemplo claro es la diamina
putrescina, muy extendida en la naturaleza (Benkerroum, 2016). Otro ejemplo lo
constituyen las poliaminas espermidina y espermina, producidas por animales, por
plantas y por la mayoria de las bacterias (Smith, 1981). Las aminas aromaticas
(histamina, 2-feniletilamina, tiramina, dopamina, adrenalina, noradrenalina, serotonina,
etc.) son las aminas mas comunes en los alimentos y desempefian papeles fisiologicos
muy importantes, ya que suelen actuar como neurotransmisores dentro del sistema

nervioso central (Deutch y Roth, 1999).

La aparicion de aminas biogenicas en los alimentos (usualmente los que han
sufrido procesos de fermentacion) suele ser dependiente de la cepa bacteriana que
participa en la elaboracion del mismo, del nivel de actividad descarboxilasa de la misma

y de la disponibilidad de sustrato (aminoacidos) (Naila et al., 2010). Cuando las aminas
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biogénicas se acumulan en altas concentraciones en los alimentos, pueden causar
efectos toxicos en los consumidores (Biji et al., 2016; Gardini et al., 2006; Naila et al.,
2010; Santos, 1996). Afortunadamente, los seres vivos cuentan con diferentes sistemas
de detoxificacion de estas aminas biogenicas (la monoamino oxidasa -MAO- o la
diamino oxidasa —-DAO-), permitiendo su eliminacion y evitando, de este modo, sus
efectos perjudiciales. Sin embargo, puede haber casos en los que estos sistemas no
funcionen correctamente o que se encuentren inhibidos por la accion de determinadas
sustancias. Es entonces cuando la presencia de aminas biogénicas en los alimentos
puede suponer un grave problema para la salud (Alvarez y Moreno-Arribas, 2014; Naila

etal., 2010).

1.2. Clasificacion.

Podemos clasificar las aminas biogénicas de acuerdo con diferentes criterios
tales como su procedencia, la estructura quimica y/o el numero de grupos amino
presentes en la molécula (Benkerroum, 2016; Biji et al., 2016; EFSA, 2011; Santos,

1996).
- En funcién de su procedencia, las consideramos:

e Enddgenas: si son sintetizadas en los tejidos de los organismos superiores.

e EXxbgenas: si se ingieren en la dieta.
- Segun su estructura quimica, podemos clasificarlas como:

e Aciclicas o de cadena lineal como son la putrescina, la espermidina, la

espermina o la cadaverina.
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e Ciclicas:
o Sin heteroatomo. En ellas el ciclo estd formado exclusivamente por
atomos de carbono e hidrégeno: tiramina y feniletilamina.
o Con heteroatomo. Al menos uno de los componentes del ciclo es
diferente del carbono, esto es, poseen al menos un heteroatomo en el

anillo. Dentro de este grupo se incluyen la histamina y la triptamina.
- Finalmente, segln el nimero de grupos amino de la molécula, se clasifican en:

e Monoaminas: histamina, feniletilamina y tiramina.
e Diaminas: putrescina y cadaverina.

e Poliaminas: espermidina y espermina.

1.3. Papel de las aminas biogénicas.

Las aminas biogénicas desempefian importantes funciones en el cuerpo humano.
Algunas actian como neurotransmisores, otras participan en la regulacion del pH del
organismo o en la secrecion de acido gastrico (HCI estomacal), en la respuesta inmune
y, a veces, en procesos tan complejos como el crecimiento y diferenciacion celular
(Ladero et al., 2010; Naila et al., 2010). Al mismo tiempo, estas moléculas son
importantes para el crecimiento, renovacion y metabolismo de cada érgano en el cuerpo
y suelen ser esenciales para mantener la alta actividad metabdlica del sistema
inmunoldgico del intestino, asi como para el funcionamiento normal del mismo (Ladero
et al., 2010; Shalaby, 1996). Ademas, algunas poliaminas, al ser tomadas

preferentemente por tejidos muy activos metabolicamente, pueden favorecer la
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cicatrizacion de heridas, el crecimiento y el desarrollo del sistema digestivo de los

neonatos (Kalac y Krausova, 2005).

Debido a que las aminas biogénicas estan implicadas en multitud de procesos
muy complejos (desde funciones homeostéaticas centrales a fenOmenos cognitivos como
el mantenimiento de la atencion), no es de extrafiar que aquellas drogas que afectan a su
sintesis, a la union a receptores especificos o bien al catabolismo de estos
neurotransmisores, se encuentren entre las mas importantes dentro del arsenal que

constituye la farmacologia moderna (Fu et al., 2016).

1.4. Aminas biogénicas como neurotransmisores.

Uno de los papeles mas importantes que desempefian las aminas biogénicas en el
organismo es el de actuar como neurotransmisores. Hay seis que cumplen esta funcién:
tres catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina), dos triptaminas (serotonina

y melatonina) y la histamina (Deutch y Roth, 1999).
1.4.1. Catecolaminas.

Todas las catecolaminas, denominadas asi porque comparten un grupo catecol
(un isdmero del bencenodiol), derivan de un precursor comun, el aminoacido tirosina, y
actian como mediadoras en la transmision catecolaminérgica. La sintesis de estos
neurotransmisores (Figura 1A) esta mediada por la enzima tirosina hidroxilasa
mediante una reaccion que requiere oxigeno como sustrato y tetrahidrobiopterina como
cofactor, y que permite obtener como producto final dihidroxifenilalanina (DOPA)

(Arreola et al., 2016). Por lo tanto, la cantidad de tirosina hidroxilasa va a ser el factor
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(Gizang-Ginsberg y Ziff, 1990).
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Figura 1. Representacion esquematica de la ruta biosintética de los neurotransmisores catecolaminérgicos

(A, de la triptamina y derivados (B) y de la histamina (C).

La dopamina se produce a partir de L-DOPA, por la accion de la enzima DOPA

descarboxilasa. Aunque esta amina esta presente en varias regiones del cerebro, la zona

en la que es més abundante corresponde al corpus estriatum, desempefiando un papel
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esencial en la coordinacion de los movimientos corporales (Carlsson, 1993). Asi por
ejemplo, en la enfermedad de Parkinson, las neuronas dopaminérgicas han degenerado,

lo que conduce a una disfuncion motora caracteristica (Olanow et al., 1997).

También se cree que la dopamina puede estar involucrada en procesos
relacionados con la motivacion, con la recompensa y con el esfuerzo. Asi por ejemplo,
la cocaina y otras drogas adictivas actlan estimulando la liberacion de esta amina en
areas especificas del cerebro. Adicionalmente, la esquizofrenia se ha relacionado con un
exceso de dopamina, o bien con la existencia de una elevada sensibilidad a este

neurotransmisor (Matthysse, 1974).

La noradrenalina, denominada también norepinefrina, se forma a partir de la
dopamina mediante una reaccion catalizada por la enzima dopamina B-hidroxilasa. Esta
molécula se sintetiza mayoritariamente en las células ganglionares simpaticas y esta

involucrada en el suefio, la vigilia, la atencion y la conducta (Schwartz, 2001).

La adrenalina, o epinefrina, estd presente en el cerebro a concentraciones mas
bajas que otras catecolaminas. Es sintetizada por la enzima feniletanolamina-N-
metiltransferasa y participa en el control de la frecuencia cardiaca, en la contraccion de
los vasos sanguineos y en procesos relacionados con la broncodilatacion. Ademas,
participa en la reaccion de lucha o huida originada en el sistema nervioso simpatico

(Schwartz, 2001).

Las catecolaminas se catabolizan por la accion de dos enzimas: la monoamino
oxidasa (MAOQ) y la catecol O-metiltransferasa (COMT) (Haavik et al., 2008). Ambas
enzimas, MAO (mitocondrial) y COMT (citoplasmatica) se encuentran tanto en las
neuronas como en la glia. Los inhibidores de estas enzimas son utilizados en clinica

como antidepresivos (Fibiger, 1995).
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1.4.2. Triptaminas.

La serotonina, o 5-hidroxitriptamina, se sintetiza en las neuronas a partir del
aminoéacido triptéfano, mediante una reaccion catalizada por la enzima triptéfano 5-
hidroxilasa (Figura 1B) (Walther et al., 2003). Esta indolamina esta implicada en la
regulacion del suefio y la vigilia y su degradacion primaria esta mediada por la enzima

MAO.

La melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina, se sintetiza en la glandula pineal
a partir del aminoacido triptofano, y participa en una gran variedad de procesos
celulares, neuroendocrinos Yy neurofisiolégicos complejos tales como aquellos

relacionados con el control del ciclo diario del suefio (Olivier, 2015).

1.4.3. Histamina.

La histamina se produce por descarboxilacién del aminoacido histidina
mediante la accion de la enzima histidina descarboxilasa (Figura 1C) (Landete et al.,
2008). Esta amina se sintetiza mayoritariamente en las neuronas del hipotalamo,
enviando sefiales a casi todas las regiones del cerebro y de la médula espinal, lo que
provoca excitacion y un incremento de la atencion. Esto explica por qué los
antihistaminicos actGan como sedantes. La histamina también se libera en las células
cebadas 0 mastocitos como respuesta a reacciones alérgicas o a dafio en los tejidos. La
proximidad de los mastocitos a los vasos sanguineos, junto con la potente
vasodilatacion que produce la histamina, aumenta la posibilidad de que esta amina

pueda influir en el aumento del flujo sanguineo cerebral (Maintz y Novak, 2007).
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1.4.4. Aminas traza.

Las aminas traza 0 microaminas son monoaminas que Se encuentran en
concentraciones mucho méas bajas (0,1-100 ng/g de tejido) en el cerebro de los
mamiferos y otros vertebrados (Boulton, 1980). Estas concentraciones son unas 100
veces menores que las correspondientes a monoaminas tradicionales tales como la

dopamina, la serotonina o la noradrenalina (Berry, 2004; Grandy, 2007).

Las aminas traza mas importantes son la p-tiramina, la 2-feniletilamina, la
p-octopamina y la 3-triptamina (Figura 2). Otras aminas traza con menor relevancia
incluyen la m-octopamina, la feniletanolamina, la m-tiramina, la sinefrina, la
3-iodotironamina, la 3-metoxitiramina, la N-metiltiramina y la N-metilfenetilamina

(Khan y Nawaz, 2016).

NH, I:IH2 !;IH,
. . "
CH, CH, CH—-OH
© @ CH,~CHNH,
N
H
OH OH
p-Tiramina 2-Feniletilamina p-Octopamina Triptamina

Figura 2. Estructura de las aminas traza mas importantes. La 2-feniletilamina, la tiramina y la triptamina
son sintetizadas por descarboxilacion de sus correspondientes aminoacidos precursores por la accion de
una L-aminoéacido aromatico descarboxilasa. La octopamina es sintetizada por hidroxilacion de la

tiramina por la accion de una dopamina-B-hidroxilasa.

Aunque hasta hace poco su papel en diferentes patologias humanas era

desconocido, fundamentalmente debido a la dificultad de su medicion en fluidos
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bioldgicos y al desconocimiento de receptores especificos (Khan y Nawaz, 2016), hoy
dia sabemos que la concentracion de estas aminas cerebrales se altera en varios
trastornos neuropsiquiatricos (esquizofrenia, trastorno de déficit de atencién con
hiperactividad, depresion y en la enfermedad de Parkinson), lo que sugiere la
implicacion de estas aminas en la fisiopatologia de los sistemas monoaminérgicos

(Branchek y Blackburn, 2003; Burchett y Hicks, 2006).

1.5. Aminas biogénicas en los alimentos.

Las aminas biogénicas se encuentran presentes en multitud de alimentos y
bebidas fermentadas (Naila et al., 2010) y su acumulacion puede hacer que la ingesta de
los mismos resulte perjudicial para la salud. Las que encontramos mayoritariamente son
la histamina, la putrescina, la cadaverina, la tiramina, la triptamina, la feniletilamina, la

espermina y la espermidina (Ten Brink et al., 1990).

Estos compuestos se encuentran de forma natural en los productos de origen
vegetal, ya que estan presentes en las plantas y en sus frutos formando parte de las
paredes celulares de éstos o actuando como sistema defensivo frente al ataque de
patdégenos o depredadores (Ross et al., 2004). Sin embargo, las aminas biogénicas
presentes en la mayoria de los alimentos tienen origen exdgeno, siendo generadas por
descarboxilacion de aminoacidos (Gardini et al., 2006). Las enzimas responsables de la
formacion de estos compuestos, las descarboxilasas de aminoacidos, estan muy
presentes en algunos microorganismos (usualmente bacterias acido lacticas -LAB-) que

suelen formar parte de la matriz de los alimentos fermentados.

Los que cominmente contienen concentraciones elevadas de aminas biogénicas

son el pescado y sus derivados, asi como ciertos productos fermentados (carne, leche,
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algunos vegetales, cerveza y vino). Su acumulacion es dificil de prevenir debido a que
las condiciones microbioldgicas, quimicas y fisicas en las que se realizan esos procesos
no suelen ser facilmente controlables (Bover-Cid et al., 2001; Santos, 1996; Shalaby,

1996).

Ademas, algunas de estas aminas pueden provocar una disminucion o una
variacion de las propiedades organolépticas de algunos productos alimenticios, lo que
suele ser utilizado como un valioso indicador de la calidad y/o aceptacién de muchos de

ellos (Ruiz-Capillas y Jiménez-Colmenero, 2004; Shalaby, 1996).

Hay diversos factores que van a limitar la acumulacién de aminas biogénicas
(sobre todo las que son debidas a la actividad microbiana). Asi, el piridoxal fosfato,
cofactor de las descarboxilasas de aminoacidos, es un factor requerido para el correcto
funcionamiento de estas enzimas en la mayoria de las bacterias y, por consiguiente, su
presencia 0 ausencia sera determinante para la aparicion de aminas (Bover-Cid et al.,
2001). Por otra parte, la disponibilidad de sustrato, el pH del medio, la concentracion de
sales y la temperatura, también van a tener una gran influencia en la produccion de

aminas (Ten Brink et al., 1990).

1.6. Toxicidad de las aminas biogénicas.

Como se ha indicado con anterioridad, las aminas biogénicas pueden provocar
importantes  efectos fisiologicos en el ser humano, tanto psicoactivos
(neuromoduladores) como vasoactivos. El consumo de alimentos y bebidas que
contienen una alta concentracion de estos compuestos puede causar intoxicacion que

cursa con sintomas comunes tales como dolor de cabeza, nauseas, palpitaciones,
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variaciones en la presion arterial, etc. (Ladero et al., 2010; Santos, 1996). Ademas, se ha
comprobado que las aminas biogénicas pueden actuar como precursores de ciertos

compuestos carcinogénicos (Shalaby, 1996).

La histamina y la tiramina son consideradas como las aminas biogénicas mas
toxicas, motivo por el que la determinacion de su concentracion en los alimentos es
particularmente relevante a la hora de establecer criterios relacionados con la seguridad
alimentaria. Otras, casos de la putrescina y de la cadaverina, actian sinérgicamente con
la histamina y la tiramina potenciando sus efectos tdxicos. Ademas, estas aminas
biogénicas, al ser termoestables, no pueden ser inactivadas mediante los tratamientos
térmicos usualmente empleados durante el procesamiento de ciertos nutrientes (Becker
et al., 2001). Por tanto, una actividad microbiana no controlada sobre los alimentos
puede conducir al acimulo de concentraciones altas de aminas biogénicas, las cuales
pueden sobrepasar la capacidad de los mecanismos de detoxificacién del consumidor,

ejerciendo, de este modo, su efecto nocivo.

En algunos alimentos, las aminas biogénicas pueden alcanzar concentraciones
superiores a 1.000 mg/kg, lo que supone, sin duda, un peligro para la salud (Fernandez

et al., 2006; Roig-Sagués et al., 2002; Shalaby, 1996).

Numerosas investigaciones han descrito y analizado la toxicidad de las aminas
biogénicas, aunque la mayoria de ellas se han centrado en el estudio de los efectos
causados por la histamina, ya que ésta es una de las mas toxicas. Sin embargo,
conviene advertir que el grado de intolerancia a estas moléculas depende de las
caracteristicas del individuo. Se supone que la ingesta de alimentos con concentraciones
de histamina superiores a 400 mg/kg es peligroso para la salud (Taylor y Eitenmiller,

1986). Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que 75 mg de histamina
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pura, administrada por via oral, puede provocar sintomas en, al menos, un 50% de
mujeres sanas sin antecedentes de intolerancia a este compuesto (Wahrl et al., 2004).
Del mismo modo, la ingesta de, aproximadamente, 1 g de histamina, esta asociada con

intoxicaciones de caracter grave (Rauscher-Gabernig et al., 2009).

Por otro lado, la ingesta de alimentos que poseen concentraciones elevadas de
histamina por aquellas personas que poseen una baja actividad de la enzima DAO,
parece estar directamente relacionado con el padecimiento de ciertas enfermedades
inflamatorias tales como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa e incluso con la

neoplasia colonorectal (Maintz y Novak, 2007).

Otra de las aminas biogénicas cuya concentracion debe controlarse
cuidadosamente en los alimentos es la tiramina. Los efectos toxicos de su ingesta se
conocen como "reaccion del queso”, debido a que, inicialmente, esta patologia fue
asociada con el consumo de este nutriente (Blackwell, 1963), por contener cantidades
muy elevadas de esta amina. Asi, se ha descrito que una concentracion de tiramina
superior a 125 mg/kg tiene efectos nocivos sobre individuos sanos y una concentracién
de 6 mg/kg es potencialmente toxica para los pacientes tratados con inhibidores de la

enzima MAO (McCabe, 1986).

A parte de los efectos toxicos descritos, las aminas biogénicas también pueden
afectar a la estabilidad y a la composicion de la microbiota intestinal (Gardini et al.,
2006; Grundy, 2008). De hecho, se sabe que la tiramina favorece la adherencia de la
bacteria enteropatogena Escherichia coli 1057H a las células epiteliales (Lyte, 2004).
Por otro lado, la putrescina esta asociada a factores de virulencia en bacterias Gram-

positivas (G+) y patdgenos Gram-negativos (G-) (Shah y Swiatlo, 2008), y se ha
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demostrado que puede activar la patogenicidad en Proteus mirabilis (Sturgill y Rather,

2004).

Otro problema a tener en cuenta es el efecto sinérgico causado por varios tipos
de aminas biogénicas, debido a que hay alimentos en los que existen mezclas de estos
compuestos. Asi, por ejemplo, la putrescina y la cadaverina actian como inhibidores de
la DAO vy, por lo tanto, potencian la toxicidad producida por la histamina (Lehane y

Olley, 2000).

En resumen, el consumo de nutrientes con un elevado contenido en aminas
biogénicas puede provocar un gran numero de sindromes y efectos nocivos sobre el
organismo, ya que pueden alterar procesos fisiolégicos muy diferentes y, como

consecuencia, ser la causa de diversas patologias (Tabla 1).
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Tabla 1. Aminas biogénicas presentes en los alimentos y descripcion de sus efectos fisiologicos y toxicos

(Ladero et al., 2010).

Amina biogénica

Efectos fisioldgicos

Efectos toxicos

Neurotransmisor; hormona local;
liberacion de adrenalina y
noradrenalina; estimulacion de la
musculatura lisa, tanto uterina,
intestinal, como del aparato
respiratorio; incremento de la

Dolor de cabeza, sudoracion,
ardor, secrecion nasal,
enrojecimiento facial,
erupciones, mareos, picazon,
edema (parpados), urticaria,

dificultad para tragar, diarrea,

Histamin secrecion de acido gastrico; | ... . i
stamina g 0 98T 1 dificultad respiratoria,
crecimiento y diferenciacion broncoespasmo.  aumento  de
celular; regulacion del ritmo gasto (F:Jardiaéo taquicardia
circadiano, de la temperatura . ' '
corporal y de la ingesta de extrasistoles, trastornos de la
alimentos: aorendizaie presion  arterial, reacciones
prendiza) y alérgicas.
memoria; respuesta inmune.
Neurotransmisor,  estimulacién
de neuronas sensoriales y
motoras; liberacion de
noradrenalina; vasoconstriccion N
- Cefalea, migrafia, trastornos
periférica, incremento de la 2 . Y
. . - . neurolégicos, nauseas, vomitos,
Tiramina presion sanguinea; aumento del

ritmo respiratorio; elevacion de
glucosa en sangre; control de la
secrecién gastrica; liberacion de
norepinefrina; estimulacion de la
lacrimacion y de la salivacion.

trastornos respiratorios, aumento
del gasto cardiaco, hipertension.

Putrescina y cadaverina

Regulacion de la expresion
génica; maduracion del intestino;
crecimiento y diferenciacion
celular.

Aumento del gasto cardiaco,
taquicardia, hipotension,
efectos cancerigenos.

Potenciacion del efecto de otras
aminas.

Liberacion de noradrenalina,

2-Feniletilamina incremento  de la  presion | Migrafa.
sanguinea.
Emula la accion del sistema
Dopamina nervioso simpatico, promoviendo | Taquicardia; hipertensién
P el incremento de la frecuencia | arterial.

cardiaca y la presion arterial.

1.7. Produccion de aminas biogénicas.

Como hemos indicado, la produccion de aminas biogénicas es un proceso

natural que ocurre en microorganismos, animales y plantas, por lo que la ingesta de

estos compuestos en la dieta es algo habitual. El principal mecanismo quimico que
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conduce a la formacion de aminas biogénicas es la descarboxilacion de ciertos

aminoacidos (Gardini et al., 2006).

Para que las aminas biogénicas aparezcan en los alimentos es necesario que se
cumplan una serie de condiciones tales como: (i) disponibilidad de aminoacidos libres
(generalmente originados por accion de enzimas proteoliticas sobre las proteinas
presentes en los alimentos); (ii) presencia de microorganismos que posean enzimas
descarboxilasas (denominados por ello descarboxilasa positivos); vy (iii) que se den las
condiciones fisicoquimicas requeridas para que se produzca el crecimiento bacteriano,

asi como la sintesis de las enzimas con actividad descarboxilasica.

1.7.1. Descarboxilacion de aminoacidos.

Durante el proceso quimico conocido como descarboxilacion de aminoacidos se
produce la eliminacion del grupo carboxilo (usualmente a-carboxilo) del aminoacido en

cuestion, dando lugar a CO; y a la amina correspondiente (Blaschko, 1950).

La mayoria de las enzimas que catalizan estas reacciones (descarboxilasas) son
dependientes de piridoxal-5-fosfato (PLP o vitamina B6). El analisis comparativo de
estas enzimas ha permitido clasificarlas en cuatro grupos e identificar regiones
funcionalmente importantes dentro de sus secuencias de aminoacidos (Tabla 2)
(Sandmeier et al., 1994). Sin embargo, aunque la mayoria de las descarboxilasas
utilizan PLP, otras (caso de histidin descarboxilasas) son dependientes de piruvato

(Tolbert et al., 2003).
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Tabla 2. a-Aminoacido descarboxilasas dependientes de PLP (Sandmeier et al., 1994).

Enzima

Numeros de acceso y fuente

Grupo |

Glicina descarboxilasa (EC 1.4.4.2)

P23378, humana; P15505, pollo; P26969, Pisum
sativum

Grupo 11

Glutamato descarboxilasa (EC 4.1.1.15)

M84024, Escherichia coli (GAD-a); M84025,
Escherichia coli (GADp); P20228, Drosophila
melanogaster; JH0423, rata (GAD65); P18088, rata
(GAD67); P14748, gato; M74826, humana
(GAD65); M81883, humana (GAD67)

Histidina descarboxilasa (EC 4.1.1.22)

P28577, Enterobacter aerogenes;  P28578,
Klebsiella  planticola;  P05034, Morganella
morganii; X70644, Drosophila melanogaster;
P23738, ratdn; P16453, rata; P19113, humana

Tirosina descarboxilasa (EC 4.1.1.25)

M96070, Petroselinum crispum

Descarboxilasa de aminoécidos arométicos (EC
4.1.1.28)

S$19796, Caenorhabditis  elegans;  P05031,
Drosophila melanogaster; P14173, rata; P22781,
cobaya, P80041, cerdo; P27718, bovina; P20711,
humana

Triptofano descarboxilasa (EC 4.1.1.17)

P17770, Catharanthus roseus

Grupo 111

Ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.18)

P21169, Escherichia coli; P24169, Escherichia coli
(inducible)

Lisina descarboxilasa (EC 4.1.1.19)

P05033, Hafiia alvei; P26934, Bacillus subtilis;
P23892, Escherichia coli

Arginina descarboxilasa (EC 4.1.1.17)

P28629, Escherichia coli (biodegradativa)

Grupo IV

Ornitina descarboxilasa (EC 4.1.1.19)

P07805, Trypanosoma brucei; P27116, Leishmania
donovani; P27121, Neurospora crassa; P08432,
Saccharomyces cerevisiae; P27120, Xenopus
laevis; P27118, pollo; PO0860, ratén; P27119, Mus
pahari; P09057, rata; P14019, hamster; P27117,
bovina; P11926, humana

Arginina descarboxilasa (EC 4.1.1.20)

P21170, Escherichia coli; P22220, Avena sativa

Es interesante resefiar que el proceso de descarboxilaciéon de aminoacidos

cumple una importante funcion energética en algunas bacterias, ya que constituye un
sistema de generacién de ATP y provoca un aumento del pH del medio, lo que favorece
el crecimiento bacteriano. Ademads, bajo condiciones de estrés acido, los
microorganismos activan un mecanismo de supervivencia basado en la descarboxilacion

de aminodcidos que implica un consumo de protones y la excrecion de aminas

biogénicas y de CO, (EFSA, 2011). Por todas estas razones, podemos considerar la
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descarboxilacion de aminoacidos como un mecanismo muy ventajoso que permite la

adaptacion a diferentes ambientes a un gran nimero de microorganismos.

1.7.2. Microorganismos productores de aminas biogénicas.

La produccion de aminas biogénicas estd asociada a un gran ndmero de
bacterias, tanto G+ como G-. Adicionalmente, se ha comprobado que varias especies de
levaduras (Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Pichia jadinii o Geotrichum
candidum) también pueden sintetizar estos compuestos (Gardini et al., 2006; Roig-
Sagués et al., 2002; Suzzi et al., 2003; Wyder et al., 1999). Entre las bacterias G-
capaces de producir aminas biogénicas en los alimentos caben destacarse las siguientes
especies: E. coli, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,

Pseudomonas spp. y Serratia spp.

La presencia de estos microorganismos en los alimentos es, por lo tanto, un
problema de seguridad alimentaria tan comuin, que debe ser resuelto mediante una
buena manufactura, y, sobre todo, cuidando escrupulosamente las medidas de higiene
(Linares et al., 2012). De hecho, como ya hemos indicado, la concentracion de aminas
biogénicas es un buen indicador del deterioro microbiano que sufren algunos alimentos
no fermentados y de mala praxis en la elaboracién de los mismos (Santos, 1996). La
proliferacion de las bacterias G- en alimentos fermentados suele estar inhibida por las
condiciones inherentes al propio proceso (Adams y Nicolaides, 1997; Caplice y
Fitzgerald, 1999), siendo las bacterias G+, especialmente las LAB, las principales
responsables de la aparicion de aminas biogénicas (Linares et al., 2011). De hecho, las
LAB generadoras de esas aminas forman parte de la microbiota responsable de las
transformaciones que transcurren durante los procesos fermentativos y son las causantes

de las variaciones de las propiedades organolépticas de los alimentos. Por tal razén, la
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busqueda de soluciones que pretendan evitar la génesis de estos compuestos es,

usualmente, un proceso complicado y no siempre facil de conseguir.

1.8. Deteccidon de aminas biogenicas.

La determinacion de las concentraciones de aminas biogénicas en los alimentos
frescos y en los procesados es interesante no sélo por la toxicidad asociada a alguno de
estos compuestos, sino también porque puede ser, como hemos mencionado, un

indicativo del deterioro o de la maduracion de los mismos.

1.8.1. Deteccibn de microorganismos productores de aminas

biogénicas.

Uno de los sistemas seguidos para detectar la presencia de aminas biogénicas en
los alimentos se basa, por lo tanto, en la identificacion de la presencia de aquellos
microorganismos que pueden producir estos compuestos. Actualmente existe un método
molecular, basado en la técnica de PCR, que permite la deteccion de aquellas bacterias
que, al menos potencialmente, pueden producir aminas biogénicas (histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina o feniletilamina). EI método consiste en el uso de un conjunto de
oligonucledtidos especificos empleados para la deteccion de cada uno de los genes que
codifican las descarboxilasas de aminoacidos, enzimas responsables, en (ltima

instancia, de la aparicién de aminas biogénicas (Tabla 3) (de las Rivas et al., 2006).
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Tabla 3. Relacién de oligonucledtidos cominmente usados para la deteccion de cada uno de los genes

que codifican las aminoacido descarboxilasas.

b.Am,'”.a Gen* | Oligonuclettido Secuencia Tamario
iogénica
G+
HIS1-F GGNATNGTNWSNTAYGAYMGNGCNGA 372 o
) ) HIS1-R ATNGCDATNGCNSWCCANACNCCRTA P
Histamina hdc
G-
HIS2-F AAYTSNTTYGAYTTYGARAARGARGT 531 pb
HIS2-R TANGGNSANCCDATCATYTTRTGNCC P
Tiramina e TDC-F TGGYTNGTNCCNCARACNAARCAYTA 825 pb
Feniletilamina TDC-R ACRTARTCNACCATRTTRAARTCNGG
LABy
enterobacterias
PUT1-F TWYMAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT 1440 ob
. PUT1-R ACRCANAGNACNCCNGGNGGRTANGG ' P
Putrescina odc
Pseudomonas sp.
PUT2-F ATHWGNTWYGGNAAYACNATHAARAA 624 b
PUT2-R GCNARNCCNCCRAAYTTNCCDATRTC P
G_
CAD1-F TTYGAYWCNGCNTGGGTNCCNTAYAC 1098 pb
CADI1-R CCRTGDATRTCNGTYTCRAANCCNGG ' P
Cadaverina Idc
G+
CAD2-R CAYRTNCCNGGNCAYAA 1185 ob
CAD2-F GGDATNCCNGGNGGRTA ' P

*hdc, histidina descarboxilasa; tdc, tirosina

descarboxilasa; odc, ornitina descarboxilasa; Idc, lisina

descarboxilasa. Y=CoT;R=A0G, W=A0T;S=CoG; M=Ao0C;D=A,G,0T;H=A,C,0T; B=

C,GoT;N=ACG,oT.

1.8.2. Métodos analiticos empleados para la deteccion de aminas

biogénicas en los alimentos.

Ademés de los métodos basados en la deteccion de microorganismos

productores de aminas biogénicas, existen otros fundamentados en la aplicacion de

métodos analiticos en la propia matriz de los alimentos. Estos son métodos basados en

la separacion e identificacion de esas sustancias mediante técnicas cromatograficas tales
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como la cromatografia de gases, la cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), o por otros procedimientos, como es el caso de la
electroforesis en papel (Karovi¢ova y Kohajdova, 2005; Bajc y Gac¢nik, 2009). EI mas
utilizado es HPLC, con derivatizacion pre o post-columna (Malle et al., 1996). La
derivatizacion es debida a dos caracteristicas de las aminas biogenicas: la volatilidad y
la falta de cromoforos. Por esta razon, se emplean diferentes reactivos quimicos como
derivatizantes, siendo el cloruro de dansilo el mas comdnmente utilizado. En cuanto a la
deteccion, se emplea fluorescencia, deteccion ultravioleta (UV) o detectores

electroquimicos.

A pesar de la existencia de varios métodos para la determinacion analitica de
aminas biogénicas, este proceso no es simple debido a la complejidad de las muestras a
analizar. En primer lugar, uno de los inconvenientes mas importantes es la limitacion
que impone la extraccion de las aminas desde los alimentos, siendo éste un paso critico
para proceder a su posterior analisis. Ademas, la etapa de derivatizacion ralentiza
mucho el proceso analitico. Por ello, la técnica de cromatografia acoplada a
espectrometria de masas estd ganando importancia ultimamente ya que es un proceso
mas especifico y sensible, y, ademés, evita los tediosos procedimientos de

derivatizacion (Biji et al., 2016).

1.9. Degradacion de aminas biogenicas.

En el momento actual, y como consecuencia de la ingente actividad industrial, se
estd incrementando la presencia de aminas en el medio ambiente. Algunas de estas
aminas, especialmente las metiladas, son muy volatiles y estan implicadas en la

formacion de 6xido nitrico, un gas causante del “efecto invernadero” (Chistoserdov,
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2001; Van Neste et al., 1987). Otras pueden ser liberadas por los organismos vivos o
generadas post mortem. Dado que las aminas biogénicas, sobre todo cuando superan
ciertos limites, pueden producir efectos toxicos en el organismo, la identificacion de las
rutas y enzimas implicadas en el catabolismo de estas aminas debe ser de gran ayuda
para abordar con éxito la eliminacion de esos compuestos evitando, asi, su efecto nocivo

tanto en los organismos como en el medio ambiente (Capozzi et al., 2012).

Existen multitud de microorganismos capaces de degradar aminas primarias
mediante reacciones de oxidacién, consecuencia de las cuales se generan productos sin
toxicidad alguna, que pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia y/o como

fuente de nitrogeno (Yamada et al., 1965).
R-CH,NH, + H,O - RCHO + Z[H]+ + NH;

Las enzimas responsables de la degradacion de aminas utilizan distintos
cofactores que son reducidos tras la oxidacion del sustrato y que participan en la
transferencia de electrones a uno o dos aceptores exogenos, tales como el citocromo c,
las cupredoxinas (azurina 0 amocianina) o el oxigeno molecular. En funcién de quién
sea el aceptor de e podemos tener amino oxidasas o amino deshidrogenasas. La
mayoria de estas enzimas son oxidorreductasas que se caracterizan por utilizar
cofactores diferentes a NAD(P)" o FAD" (aunque, como se explicard mas adelante,
existen excepciones de flavoproteinas amino oxidasas que utilizan FAD como cofactor),
y son denominadas quinoproteinas debido a que los cofactores que utilizan suelen ser
quinonas (Oubrie et al., 2002). De esta forma, en funcion del cofactor utilizado,
podemos diferenciar varios tipos de desaminasas. La reaccion de desaminacion
oxidativa de aminas es un proceso ampliamente distribuido en la naturaleza que puede

ser utilizado tanto por eucariotas como por procariotas, y en el que participan diferentes
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enzimas. Entre ellas caben destacarse las amino oxidasas, las quinohemoproteinas
amino deshidrogenasas, las quinoproteinas amino deshidrogenasas y las flavoproteinas
amino oxidasas (Hacisalihoglu et al., 1997). Todas ellas conducen a la conversion de las
aminas en sus correspondientes aldehidos. La diferencia radica en que mientras las
amino oxidasas (presentes tanto en eucariotas como en procariotas) producen peréxidos
toxicos, las amino deshidrogenasas (presentes exclusivamente en bacterias) producen
equivalentes reducidos que transfieren directamente los e a la cadena respiratoria

(Mclntire y Hartmann, 1993; Vandenberghe et al., 2001).

1.9.1. Quinoproteinas amino oxidasas.

Estas enzimas homodiméricas, también llamadas amino oxidasas dependientes
de cobre (Q-AmO), se caracterizan porque son las Unicas que estan ampliamente
distribuidas tanto en bacterias como en organismos superiores y catalizan la oxidacion
de un gran ndmero de aminas primarias. Poseen cobre, necesario tanto para la
biosintesis del cofactor de la enzima, como para la catalisis enziméatica (Matsunami et

al., 2004).

1.9.2. Quinohemoproteinas amino deshidrogenasas.

Estas enzimas (QH-AmDH) presentan una estructura heterotrimérica constituida
por tres subunidades (offy) que utilizan como cofactor el CTQ (cisteina
triptofilquinona), el cual se forma a partir de un residuo de cisteina presente en la
subunidad pequena (y). Presentan, ademas del grupo quinona, dos grupos hemo ¢ unidos
a una de las subunidades de la enzima, que actlan como grupos redox activos

(Hacisalihoglu et al., 1997; Uchida et al., 2003). En este caso, los e” liberados durante el
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proceso de oxidacion son transferidos en ultimo término a una citocromo oxidasa

presente en la cadena de transporte.

A este grupo pertenece la quinohemoproteina amino deshidrogenasa (QH-
AmDH) de Pseudomonas putida U, responsable de la desaminacion oxidativa de la

2-feniletilamina (Arias et al., 2008).

1.9.3. Quinoproteinas amino deshidrogenasas.

Estas enzimas (Q-AmDH) utilizan como cofactor el TTQ (triptéfano
triptofilqguinona) que se forma a partir de dos residuos de triptéfano presentes en la
subunidad pequefia de la enzima. Presentan una estructura a,f,, donde el cofactor se
encuentra unido a las subunidades B (Takagi et al., 1999). EI mecanismo catalitico es
similar al de las enzimas QH-AmDH, aunque estas enzimas carecen de los dos grupos

hemo.
1.9.4. Flavoproteinas amino oxidasas.

El ultimo grupo de enzimas implicadas en la oxidacion de aminas esta formado
por aquellas que utilizan FAD como cofactor y denominadas, por ello, flavoproteinas
amino oxidasas (EC 1.4.3.4). Dentro de este grupo caben destacarse las monoamino
oxidasas (MAOSs), que son unas flavoproteinas que catalizan la desaminacién oxidativa
de algunas aminas biogénicas (monoaminas) presentes en la dieta y cuyo resultado es la
formacion del correspondiente aldehido, peroxido de hidrégeno y amoniaco. En
humanos, hay dos isoformas de MAO (MAO-A y MAO-B) que presentan diferentes

especificidades de union al sustrato y al inhibidor (Wang et al., 2012).

La desaminacion de la tiramina en la cepa P. putida U transcurre a través de un

proceso descrito en nuestro laboratorio en el que participan enzimas de este tipo (Arcos
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et al., 2010). Sin embargo, la histamina también puede ser eliminada tras su conversion
en N-metilhistamina, reaccion catalizada por metil o acetiltrasferasas (Linares et al.,

2011).

Si las enzimas arriba mencionadas no son funcionales, ya sea debido a errores
genéticos o debido a la ingesta de inhibidores tales como el alcohol o ciertos
medicamentos antidepresivos, las aminas biogénicas entrardn en el torrente sanguineo y
ejerceran su efecto toxico sobre diferentes érganos, causando graves problemas de salud

(Blackwell, 1963; Ladero et al., 2010; McCabe-Sellers et al., 2006).

1.9.5. Degradacidon de aminas biogénicas en pseudomonadales.

Existen multiples referencias bibliograficas que aluden a la capacidad de ciertas
enzimas presentes en bacterias pertenecientes al género Pseudomonas para desaminar

diferentes aminas biogénicas.
1.9.5.1. 2-Feniletilamina.

La via de degradacion de 2-feniletilamina en P. putida U fue descrita en nuestro
laboratorio (Arias et al., 2008). La asimilacion de este compuesto implica la
participacion de nueve proteinas (PeaABCDEFGHR) que constituyen: (i) un sistema de
transporte (PeaHR) responsable de la entrada al interior celular de este compuesto; (ii)
una quinohemoproteina aminodeshidrogenasa periplasméatica (PeaABCD), similar a
otras QH-AmDHs descritas; (iii) una aldehido deshidrogenasa (PeaE) cuya funcion es
reemplazable por alguna otra; y (iv) dos proteinas adicionales (PeaFG) que no se habian
relacionado nunca con el catabolismo de aminas primarias, y que pueden constituir
junto con PeaE y, probablemente, con otras proteinas codificadas en ORFs adyacentes,

un complejo enzimatico implicado en la oxidacion del aldehido generado por
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PeaABCD. Todas estas proteinas, denominadas abreviadamente Pea, constituyen la ruta
catabolica responsable de la degradacion aerdbica de 2-feniletilamina hasta acido
fenilacético (PhAc) en P. putida U (Figura 3). Posteriormente, una ruta adicional es

responsable de la degradacion de este &cido hasta succinil-CoA (Olivera et al., 1998).

CH~NH, CHO COOH
PeaABCD PeabBFG
 —
NADY NADH + H"
Z-Feniletilamina Fenilacetaldehide PhAc

Figura 3. Etapas de la ruta cataboélica responsable de la transformacion de 2-feniletilamina en PhAc en
P. putida U (Arias et al., 2008).

1.9.5.2. Tiraminay dopamina.

La ruta catabolica requerida para la asimilacién de tiramina y dopamina en
P. putida U también fue identificada en nuestro laboratorio (Arcos et al., 2010). Esta
implica la participacion de ocho proteinas denominadas Tyn. La via Tyn cataliza la
conversion de tiramina y dopamina en acido 4-hidroxifenilacético (4-OH-PhAc) y acido
3,4-dihidroxifenilacético (3,4-OH-PhAc), respectivamente. Los genes implicados en
esta ruta estan organizados en cuatro unidades transcripcionales consecutivas
(tynABFEC, tynG, tynR y tynD). Entre las proteinas codificadas por esta agrupacion
genética se encuentran: (i) una tiramina oxidasa dependiente de FAD (TynAB); (ii) una
4-OH-fenilacetaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD" (TynC); (iii) una amino-
oxidasa (TynD) que participa en el proceso de desaminacion de la tiramina y (iv) una
proteina reguladora (TynR) que actia como activador de la expresion de las proteinas

TynAB y TynC (Figura 4). Posteriormente, el 4-OH-PhAc y el 3,4-OH-PhAc son
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degradados hasta metabolitos generales utilizando las etapas enzimaticas que componen

el catabolon del 3,4-OH-PhAc (Arcos et al., 2010).

CH~CHyNH, CH~CH~NH,
HO HO
OH
Tiramina Dopamina
0,+H.0 O, + M0
TynAB TynAB
NH, + H,0, NH, + K,0,
CH~CHO CH~CHO
HO HO
OH
4-hidroxifenilacetaldehido 3.4-dihidroxifenilacetaldehido
NAD" + H,O NAD' + H,0
TynC TynC
NADH + H’ NADH + H
CH~COOH CH,~COOH
HO HO
OH
4-0H-PhAc 3,4-0H-PhAc

Figura 4. Ruta catabdlica responsable de la transformacion de la tiramina y de la dopamina en 4-OH-
PhAc y en 3,4-OH-PhAc, respectivamente, en P. putida U (Arcos et al., 2010).

Por otro lado, la degradacion de tiramina tambien ha sido descrita en
Pseudomonas aeruginosa PAO1L. En esta via, la tiramina es catabolizada por una
tiramina deshidrogenasa que produce 4-hidroxifenilacetaldehido, el cual es
transformado mediante una deshidrogenasa en 4-OH-PhAc (Cuskey y Olsen, 1988;

Cuskey et al., 1987) (Figura 5).
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1.9.5.3. Octopamina.

P. aeruginosa PAOL es capaz de asimilar diferentes aminas biogénicas como
fuente de carbono y nitrégeno. Entre ellas se encuentra la octopamina, un compuesto
que se degrada siguiendo un mecanismo similar al descrito anteriormente para la
tiramina. La enzima octopamina hidrolasa transforma la octopamina en
4-hidroxifenilacetaldehido, el cual se metaboliza hasta 4-OH-PhAc mediante una

reaccion de deshidrogenacion (Cuskey y Olsen, 1988; Cuskey et al., 1987) (Figura 5).

NH, fsz
H, CH,
H-OH &n,
OH OoH
Cctopamina Tiramina
O+ HO O, +HO
Qetopamina Tiramina
hidrolasa RH, + HO, NH, + R0, deshidrogenasa
CH~CHO
HO'

4-hidroxifenilacetaldehido

a-hidroxifenilacetatdehigo VP T 1O
deshidrogenasa

NADH + H"

H,~COOH

HQ

4-OH-PhAc

Figura 5. Ruta catabdlica responsable de la degradacidn de octopamina y de tiramina en P. aeruginosa
PAOL1 (Cuskey y Olsen, 1988; Cuskey et al., 1987).
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1.9.5.4. Agmatinay putrescina.

La agmatina, molécula producida a partir del aminoéacido arginina, es el
precursor de muchas poliaminas entre las que se encuentra la putrescina. En
P. aeruginosa PAO1, este compuesto se degrada por la accion de una agmatina
deaminasa, codificada por el gen aguA, hasta N-carbamoil-putrescina. El producto final
de esta via metabdlica es la putrescina, obtenida mediante una reaccion catalizada por
una N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa (codificada por aguB) (Chou et al., 2008)
(Figura 6). Seguidamente, la putrescina generada a través de esta ruta sufre una
desaminacion por parte de una aminotransferasa (codificada por el gen spuC), que
utiliza piruvato para esta reaccion, dando lugar a L-alanina y 4-aminobutiraldehido. Este
ultimo compuesto se degrada a través de una ruta, en la cual interviene el GABA como
intermediario catabdlico, que conduce a succinato como producto final del proceso

(Chou et al., 2008) (Figura 6).
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Agmatina
H,N-(CH,),-NH-C(=NH)-NH,

aguA l\b NH,

N-carbamoii-putrescina
H,N-(CH,},-NH-CO-NH,

39”15&» NH, + CO,

Putrescina

H,N~(CH,),-NH,

Piruvato
spul *$M\

D-Alarina

L-Alanina —/

d-aminobutiraldehido
H,N-(CH,),-CHO
NAD"

kauB
NADH

Acido 4-aminobutirico {GABA}
H,N-(CH,),-COOH
w-getoglutarato

gabT
Glutamato

Acide semialdehido suceinico
HOC-{CH,},-COOH

NAD"

gabl
NADH

Acido succinico

HOOC-(CH,),-COOH

Figura 6. Ruta catabdlica responsable de la degradacién de agmatina y de putrescina en P. aeruginosa
PAOL1 (Chou et al., 2008).

1.9.5.5. Glutamilacion de putrescina, cadaverina, espermidina y espermina.

Algunas aminas biogénicas se pueden degradar mediante reacciones de
v-glutamilacion. Este mecanismo ha sido descrito en E. coli (Kurihara et al., 2008) y en
Peudomonas, siendo este ultimo mucho mas complejo (Chou et al., 2008, 2013; Yao et

al., 2011).
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En P. aeruginosa PAOL existe un set de genes, denominado pauABCD, que es
esencial para la utilizacién de aminas biogénicas en la via de glutamilacién. Estos genes
incluyen seis puuA (pauAl-pauA6), cuatro puuB (pauBl-pauB4), un puuC (pauC), y
dos puuD (pauD1 y pauD2) homologos. En funcion de la amina biogénica que se vaya
a degradar (putrescina, cadaverina, espermidina o espermina), se expresan diferentes
combinaciones especificas de estos genes (Chou et al., 2013; Yao et al., 2011)

(Figura 7).

Ademas, se ha comprobado experimentalmente que la aminotransferasa SpuC
también puede participar en el catabolismo de putrescina y de cadaverina en
P. aeruginosa PAQO1, una vez que éstas han sufrido un proceso de glutamilacion (Chou

etal., 2013).
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H,N-{CH,),-NH,
Glu + ATP

pauA1A4AS
AP + Pi

y-Giu-HN-(CH,},-NH,

Pyr 0y
spuC o pauB1
Ala I'EZH:

y-Glu-HN-(CH,),-CHO
NAD(P)-

pauC
NAD(P}H

y-Ghut-HNACH,}-COOH

HQ
paul2
Giu

H;N~(CH,),-COOH

HN-{CH,),-NH-(CH,}),-NH,
Glu + ATP

A2
ADP + Pi pad

7Glu-HN-ACH,),-NH-(CH,),-NH,

H,N-(CH,},-NH-{CH,},-NH-(CH,},-NH,

Giu + ATP

auA?2
ADR +PRi P

y-Gl-HN-{CH,),-NH~(CH,) -NH-{CH,) -NH,

o8 0,
H,0, A Paub4 Ho,  Apaubd
NH. NH,

+Glu-HN-A{CH,) -NH-{CH,),-CHO

1-Glu-HN-{CH,),-NH-{CH,) -NH-(CH,},-CHO

NAD(P)* NAD{PY-
™ pauC ™ paul
I\EAD(P)H() NAD(P)H(J
h J \ 4

v-Glu-HN-(CH, ) -NH-{CH,} -COOH
HO

GluD

\ 4

H,N-{CH,),-NH-{CH,),-COOH

paub 102

y-Glu-HN-(CH,},-NH-{CH,) -NH-{CH,},-COOH

HO
D pauD1D2

Glu

\

H,N-{CH,},-NH-(CH,),-NH-{CH,},-COCH

Figura 7. Ruta catabdlica general de glutamilacién de diferentes aminas biogénicas (A) y rutas

catabolicas especificas de glutamilacion de putrescina (B), cadaverina (C), espermidina (D) y espermina
(E) en P. aeruginosa PAO1 (Chou et al., 2013).
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1.10. Perspectivas de futuro.

Multitud de alimentos y bebidas fermentadas tienen una alta probabilidad de
acumular elevadas concentraciones de aminas biogenicas, lo que es, sin duda, un peligro
para la salud de los consumidores. Como ya hemos indicado, existen muchos factores
que favorecen la acumulacion de aminas biogénicas en estos productos (Linares et al.,
2012; Martin-Alvarez et al., 2005) y, por desgracia, no siempre es posible obviarlos.
Asi, por ejemplo, no se puede evitar la presencia de microorganismos productores de
aminas biogénicas en algunos quesos. Tampoco se puede prevenir la acumulacion de
algunos aminoacidos, y su posterior descarboxilacion, debido a que la protedlisis es
esencial para las caracteristicas organolépticas deseadas en la fabricacion del queso. Del
mismo modo, algunas practicas enoldgicas, ampliamente utilizadas para mejorar la
calidad del vino, tales como el almacenamiento junto con el sedimento y la maceracién

del hollejo, influyen de manera importante en la concentracion de aminas biogénicas.

Por lo tanto, en la actualidad, en muchas &reas de la manufacturacion de
alimentos y en muchas de las bodegas del mundo, es muy dificil, o0 no es viable,
encontrar una solucion a este problema. Por este motivo, es importante buscar
alternativas para la eliminacion de estas sustancias en aquellos alimentos y bebidas
fermentadas en los que la acumulacion de aminas biogénicas parece inevitable. Por ello,
el uso de bacterias capaces de degradar aminas biogénicas en la propia matriz del
alimento es una alternativa prometedora, como se ha demostrado ya en la produccion de
queso y en algunos vinos (Cueva et al., 2012; Herrero-Fresno et al., 2012). Sin
embargo, aun se precisan estudios encaminados a demostrar la viabilidad y la relevancia

biotecnologica de estas aproximaciones experimentales.
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En este momento, el principal desafio es identificar las actividades catabolicas
responsables de la degradacion de aminas biogénicas. Investigaciones recientes han
planteado el uso de oxidasas dependientes de cobre, presentes en LAB, para eliminar las
aminas biogénicas del vino (Callejon et al., 2013). Del mismo modo, es sumamente
importante tener en cuenta los productos resultantes de estas reacciones de eliminacion,
ya que algunos, tales como el peréxido de hidrogeno, no son deseables y pueden
provocar un cambio en las propiedades organolépticas de los alimentos. Por lo tanto, es
necesario caracterizar correcta y completamente las rutas bioquimicas de degradacion
de aminas biogénicas y, posteriormente, evaluar si pueden ser Utiles en las condiciones

en las que se realiza la fermentacion de los alimentos.

Por todo lo mencionado, seria interesante seleccionar microorganismos que al
ser utilizados en los procesos de elaboracion de alimentos (fermentaciones, procesos de
curacion, etc.) no acumulasen aminas biogénicas, o bien que lo hicieran en
concentraciones bajas, es decir, aquellas que no son peligrosas para la salud. De este
modo, se podria asegurar la permanencia de todas las propiedades organolépticas de los

alimentos sin que su ingesta fuese perjudicial para nuestra salud.
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2. HISTAMINA.

2.1. Aspectos generales.

La histamina (2-[4-imidazolil] etilamina) es una amina biogénica, descubierta en
1910 por Sir Henry Dale en el hongo Claviceps purpurea (Dale y Laidlaw, 1910) y que
se sintetiza a partir del aminoéacido béasico histidina. EI nombre histamina proviene del
griego histos (tejido), debido a que esta amina esta presente en multitud de tejidos del

organismo (Kovacova-Hanuskova et al., 2015).

Actualmente, sabemos que la histamina desempefia un papel notable en multitud
de procesos patoldgicos, siendo un mediador importante en las reacciones inflamatorias
y alérgicas, y participa en varios procesos fisioldgicos, como son los responsables del
control del tono vascular, los que alteran la permeabilidad endotelial o aquellos otros
que modulan la secreciéon de &cido gastrico (Kim et al., 2013). Adicionalmente, la
histamina actia como un importante neurotransmisor en el sistema nervioso central (Hu
y Chen, 2017) y participa en el proceso de recuperacion de determinadas patologias,
como, por ejemplo, la isquemia cerebral (Adachi, 2005). Otros procesos importantes en
los que la histamina estad implicada son la inmunomodulacion, la hematopoyesis, la
cicatrizacion de heridas, la isquemia intestinal, el ritmo circadiano y la induccion de la
proliferacion celular y la angiogénesis en modelos tumorales (Hungerford, 2010; Luss,
2014). Ademas, esta amina biogénica desempefia un papel importante en enfermedades
neurodegenerativas tales como el Alzheimer (Cacabelos et al., 1989), el Parkinson

(Barbeau, 1962) y la esclerosis maltiple (Murray, 2009).
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2.2. Sintesis de histamina: histidina descarboxilasa.

Esta enzima (HDC; E.C. 4.1.1.22) (Recsei y Snell, 1972) fue aislada por
Lonvaud-Funel y Joyeux en 1994 a partir de la cepa Oenococcus oeni 9204. Es un
polipéptido constituido por subunidades o y B que presenta una actividad éptima a pH
4,8. En mamiferos y en bacterias G-, esta enzima utiliza como cofactor al PLP. Sin
embargo, algunas HDC pertenecientes a bacterias G+ y, especialmente, a LAB, son

dependientes de piruvato.

En humanos, el gen de la histidin descarboxilasa codifica una proteina de
74 kDa que posee muy baja actividad enzimatica ya que el paso a la forma activa (53-
55 kDa) requiere una modificacion postraduccional bastante compleja (Wu et al., 2008;

Yatsunami et al., 1994).

Actualmente, se ha encontrado en la cepa Lactobacillus hilgardii 0006, utilizada
en la fermentacion del vino, un plasmido de 80 Kb en el que el gen de la histidin
descarboxilasa (hdc) se encuentra como parte de un cluster de cuatro genes (hdcP,
hdcA, hisRS y hdcB) que codifican un intercambiador de histidina/histamina, una
histidin descarboxilasa, una histidil-ARNt sintetasa y un producto de funcién
desconocida, respectivamente (Figura 8). Probablemente, este plasmido puede ser
transferido horizontalmente entre las bacterias, lo cual explica la distribucion aleatoria

de los microorganismos que contienen HDC (Landete et al., 2008).

—ﬁ—#— —_ —— 5732 nt

hdcP hdcA hdcB hisRS

Figura 8. Representacidn esquematica de la organizacion genética del locus hdcA en L. hilgardii 0006.
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Recientemente, se han investigado los efectos de la histamina, la histidina y el
PLP, asi como la cinética de crecimiento, en la produccién de histamina por LAB
aisladas a partir de vino (Landete et al., 2006). Se observd que la histidina (a una
concentracion de 1 o 2 g/L) y el PLP (a una concentracion de 0,5 g/L) inducen la
expresion del gen hdc, mientras que la histamina (a una concentracion de 1 o 2 g/L)
provoca una disminucion en la expresion de este gen. Ademas, la expresion de hdc
también es dependiente de la cinética de crecimiento bacteriano, siendo la fase
exponencial donde se produce su mayor expresion, ya que la descarboxilacion de la
histidina genera energia. Sin embargo, en la fase estacionaria disminuye, debido a la
reduccion de la velocidad de crecimiento y a la disminucion o ausencia de division

celular.

En cuanto a la temperatura requerida para que la actividad descarboxilasica sea
Optima, se puede decir que ésta oscila en un rango de entre 30 °C y 40 °C, siendo aln

activa a 5 °C, pero inactivandose a 60 °C (Kanki et al., 2007).

En el caso concreto del vino, la actividad 6ptima de la enzima también depende
de la concentracion de etanol en el medio. Asi, con una concentracion de etanol de hasta
un 10%, la actividad de HDC es Optima, ya que el transporte de histidina dentro de las
células se incrementa debido a la fluidificacion de la membrana celular como
consecuencia de la presencia de alcohol (Lonvaud-Funel y Joyeux, 1994). Sin embargo,
concentraciones de etanol superiores al 12% pueden reducir esta actividad, ya que las
propiedades fisicoquimicas de la membrana se alteran, causando un descenso del

transporte de histidina (Rollan et al., 1995).
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2.3. Histamina enddgena en el ser humano.

La histamina se origina en el organismo por descarboxilacion del aminoacido
histidina mediante una reaccion catalizada por la HDC. Las fuentes de almacenamiento
de histamina en el organismo son un grupo concreto de células entre las que se
encuentran un tipo de células gastricas, las neuronas histaminérgicas, los mastocitos y
los basdfilos, que acumulan histamina en vesiculas intracelulares, desde donde se libera

tras la estimulacion.

Muchos factores, quimicos y fisicos, pueden ser responsables de la liberacion de
histamina. Asi, por ejemplo, las temperaturas extremas, ciertos procesos traumaticos, la
ingesta de alcohol, determinados alimentos y algunos medicamentos provocan la
liberacion masiva de histamina, que juega un papel crucial en la patogénesis de muchas

enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide (Crisp et al., 1984).

2.4. Histamina exogena.

Como se ha mencionado anteriormente, la histamina esta presente en multitud de
los alimentos que ingerimos a diario en nuestra dieta, donde esta amina se encuentra a
elevadas concentraciones debido a la descarboxilacion microbiana causada por algunas
bacterias. En el intestino también se puede generar histamina como consecuencia de la

actividad de ciertas bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal.

Los alimentos que comUnmente contienen altas concentraciones de histamina
son el pescado, algunos alimentos fermentados tales como verduras, quesos, carne, soja,

yogur, etc., ademas de algunas bebidas alcoholicas como la cerveza y el vino (Tabla 4).
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Tabla 4. Contenido de histamina (mg/kg) en alimentos de origen animal y en vinos (mg/L) (Schirone et

al., 2016).

Alimento Histamina
Pescado
Caballa india 13,0
Anchoas frescas 69,0
Sardinas frescas 62,0
Atun fresco 478,0
Hamburguesa de atln 304,0
Caballa en aceite >720,0
Caballa en salmuera 68,0
Atln en salmuera 146,0
Queso
Parmesano 38,4
Grana padano 23,9
Provolone 9,7
Pecorino (oveja curado) 19,1
Caciocavallo 42,0
Cabrales 957,6
Gouda 40,0
Gorgonzola 255,3
Roquefort 376,6
Salchichas fermentadas
Butifarra 6,1
Salchichoén 12,5
Salami 192,0
Alemana 6,2
Francesa 2,3
Italiana 1,4
Vino
Tinto 2,8
Tinto 2,2
Tinto 25,1
Blanco 12,5
Rosado 13,4
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2.4.1. Histamina en pescados.

Durante el procesamiento y almacenamiento de productos derivados del mar se
producen altas cantidades de aminas biogénicas como resultado de la contaminacion
microbiana generada, comdnmente, como consecuencia de unas condiciones de
almacenamiento inadecuadas (Mohan et al., 2009; Rabie et al., 2009; Hu et al., 2012).
De hecho, numerosas intoxicaciones producidas al ingerir mariscos y pescados en mal
estado, como la ocurrida recientemente con el atdn (Septiembre de 2017), tienen que ver
con una concentracion excesiva de aminas biogénicas (Chen et al., 2010; Lee et al.,
2016; Lehane y Olley, 2000; Price y Melvin, 1994). Por lo tanto, su identificaciéon y
cuantificacion son importantes, debido a que actian como toxinas presentes en estos
alimentos.

La amina biogénica mayoritaria en pescados y mariscos es la histamina, debido a
que la histidina representa el 2,1-2,2% del total de los aminoacidos presentes en los
productos fermentados derivados de animales marinos (Tabla 5) (Ezzat et al., 2015).

Tabla 5. Contenido de histidina libre en el musculo esquelético de algunos peces (Suyama y Yoshizawa,
1973).

Nombre Histidina (mg/kg)
Melva (Auxius tapeinocephalus) 1.460
Listado (Katsuwonus pelamis) 1.340
Atun de aleta amarilla (Thunnus albacares) 1.220
Atun (Euthynnus affinis) 1.090
Atln de aleta zul (Thunnus maccoyii) 667
Atln patudo (Thunnus obesus) 745
Medregal del Jap6n (Seriola quinqueradiata) 1.160
Serviola (Seriola aureovittata) 732
Pez timdn (Seriola purpurascens) 286
Pez espada (Makaira mitsukurii) 831
Marlin (Makaira mazora) 763
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Segun Haldsz y colaboradores (Halasz et al., 1994), la actividad de la
descarboxilasa de aminoacidos es mayor en medio acido y la actividad Optima se
produce en un rango de pH comprendido entre 4,0 y 5,5. Ademas, la formacion de
aminas biogénicas por descarboxilacion bacteriana también se ve afectada por la
temperatura, ya que entre 20 y 37 °C el crecimiento de microorganismos que contienen
descarboxilasas es optimo (Maijala, 1993). Por lo tanto, las condiciones de
almacenamiento es un factor a tener en cuenta, sobre todo para los peces que estan

expuestos al aire o viven en aguas célidas (FDA, 2011).

Cabe destacar que, a diferencia de algunos patdgenos bacterianos, una vez que la
histamina se produce, no puede eliminarse por congelacion o coccion (Lehane y Olley,
2000). Sin embargo, un método preventivo para retrasar la produccion de esta sustancia

es la evisceracion y la eliminacion de las branquias.

Otros factores que influyen en la formacion de aminas biogénicas en el pescado
son la presencia de agua, la concentracion de sal y la concentracion de agentes
acidulantes y edulcorantes, ya que éstos pueden influir en el desarrollo de la poblacién

microbiana productora de estos compuestos (Chong et al., 2011).

Por otra parte, otras aminas biogénicas, tales como la putrescina, la cadaverina,
la espermidina, la espermina y la agmatina, se pueden formar en productos provenientes
de la pesca. Estas son capaces de inhibir las enzimas que metabolizan la histamina

intestinal, lo que supone un incremento de sus efectos negativos (EFSA, 2015).
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2.4.2. Histamina en quesos.

De todos los alimentos fermentados, el queso es uno de los mas cominmente
asociados a altas concentraciones de aminas biogénicas generadas por microorganismos
(EFSA, 2011). En algunos casos, el consumo de quesos tales como el gouda, el queso
suizo, el cheddar o el gruyere, se ha relacionado con intoxicaciones causadas por

histamina.

Algunos quesos pueden contener mas de 1.000 mg/kg de histamina,
independientemente del origen de la leche que haya sido utilizada para su elaboracion
(leche de cabra, vaca u oveja), sino, sobre todo, de la calidad microbiolédgica de la
materia prima (Ladero et al., 2008). Hoy dia, se acepta de forma unanime que el queso
de oveja posee una mayor acumulacién de aminas biogénicas que el resto de los quesos

analizados (Combarros-Fuertes et al., 2016).

Aungue la concentracién de histidina presente en la leche sea baja, el proceso de
protedlisis que ocurre durante la maduracion del queso puede liberar una gran cantidad
de histidina, el precursor de la histamina. Las proteinas retenidas en el cuajo
(generalmente caseina) se degradan dando lugar a aminoacidos libres. Este proceso es
Ilevado a cabo por proteasas y peptidasas producidas por microorganismos presentes en
la leche y/o en el cuajo. Por este motivo, la disponibilidad de aminoacidos precursores
de aminas biogénicas es un problema importante en este tipo de alimentos (Lanciotti et
al., 2007). Un ejemplo claro de la relacion existente entre los niveles de histamina y la
actividad proteolitica se ha descrito en el queso azul, muy rico en proteasas y peptidasas

(Ladero et al., 2008).

Por estas razones, con el fin de reducir el nimero de microorganismos patdgenos

en el proceso de manufacturacion, se lleva a cabo un proceso de pasteurizacion.

59



Introduccion

Diversos estudios han demostrado que su aplicacion puede reducir la concentracion de
aminas biogénicas (Ladero et al., 2010). A pesar de ellos, en algunos casos esto no es
suficiente debido a la gran resistencia exhibida por ciertas bacterias productoras de

aminas a las altas temperaturas (Ladero et al., 2011).

La maduracion del queso es otro factor a tener en cuenta. La concentracion de
aminas biogénicas en quesos curados es, generalmente, entre 10 y 2.000 veces més alta

gue en quesos con un proceso de maduracion mas corto (Mayer et al., 2010).

Adicionalmente, algunos procesos de post-maduracion, tales como cortar o rallar
el queso, pueden aumentar la presencia de histamina, probablemente debido a una
contaminacion con los microorganismos productores (Ladero et al., 2009). Se ha
descrito un caso de intoxicacion tras el consumo de queso rallado en Espafia, en el que

la concentracion de histamina presente oscilaba entre 850 y 1.870 mg/kg.

2.4.3. Histamina en carne fermentada.

Los productos carnicos fermentados presentan una amplia variabilidad en el
contenido de aminas biogénicas. Algunos embutidos secos fermentados son fabricados
con tecnologias tradicionales y, por lo tanto, se produce una fermentacion espontanea

sin cultivos iniciadores (starters) seleccionados.

La concentracion de histamina en los embutidos crudos curados puede variar
considerablemente. Por norma general, suelen encontrarse concentraciones bajas, pero
en algunos casos, podemos encontrarnos con valores muy por encima de los 100 mg/kg

(Bover-Cid et al., 2001), lo que puede dar lugar a una intoxicacion grave.
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Ciertos factores (pH, potencial redox, concentracion de sal, etc.) pueden tener un
efecto importante en la produccion de aminas biogénicas de origen microbiano,
principalmente cuando se trata de LAB pertenecientes a los generos Staphylococcus y
Kocuria, asi como de levaduras y mohos. En algunas ocasiones, en la industria carnica
se emplean cultivos iniciadores que contienen mezclas de LAB y cocos sin actividad
coagulasa que no producen aminas biogénicas y que inhiben el crecimiento de la
microbiota productora de éstas, garantizando, de esta forma, la seguridad de los

alimentos (Suzzi y Gardini, 2003).

Naila y colaboradores (Naila et al., 2010) propusieron algunos modelos para
reducir o prevenir la formacion de histamina en estos alimentos. Todos ellos se basan en
una correcta manipulacion y procesamiento de los mismos; en mantener unas
condiciones de higiene adecuadas; en el uso de cultivos iniciadores que no posean
descarboxilasas de histidina, o que posean diamino oxidasas, y, finalmente, en someter
los alimentos a alta presion hidrostatica, ser irradiados, someterlos a vacio o

mantenerlos en una atmdsfera de composicion gaseosa controlada.

2.4.4. Histamina en vinos.

Los vinos también suelen contener aminas biogénicas derivadas del metabolismo
microbiano. Estas pueden ser constituyentes normales de las uvas, y su concentracion
depende de factores tan diversos como la variedad de uva, region o tipo de suelo, asi
como la composicion, fertilizacién, condiciones climaticas y grado de maduracion de la
uva (Garcia-Villar et al., 2007). Por otro lado, algunas aminas biogénicas pueden
formarse durante la manufacturacion como resultado del uso de determinadas préacticas

enoldgicas.
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Se sabe que la presencia de aminas biogénicas en los vinos puede causar un
descenso en la calidad de estos. Sin embargo, su produccién es, como en otros casos,
dificilmente evitable. La presencia de histamina se considera la causa mas importante de
intolerancia al vino (Konakovsky et al., 2011), siendo las LAB las principales
responsables de su produccion. En particular, se ha demostrado que L. hilgardii y
Pediococcus parvulus son los principales productores de histamina en vinos,
pudiéndose alcanzar concentraciones superiores a 200 mg/L (Landete et al., 2005). No
obstante, la capacidad de produccién de esta amina es variable entre distintas cepas

pertenecientes a la misma especie (Lonvaud-Funel, 2001).

Se ha sugerido que para reducir al maximo la toxicidad debida a la histamina,
deberia controlarse cuidadosamente su concentracion, no excediendo nunca de 2 mg/L
en bebidas fermentadas (Ten Brink et al., 1990). De hecho, algunos paises han
establecido ya una concentracion maxima en el vino con valores tolerables para la salud
humana (Canada y Suiza 10 mg/L, Holanda 5 mg/L). Ademas, en el afio 2011, la
Organizacién Internacional de la Vifia y Vino (OIV) publicé el "cddigo de buenas
précticas vitivinicolas" con la pretension de reducir la presencia de aminas biogénicas
en los vinos. Las principales acciones propuestas se referian tanto a los cuidados en los
vifiedos (tipo de suelo y précticas agricolas) como al mantenimiento e higiene en las
bodegas (practicas adecuadas y uso de levaduras y cepas LAB especificamente

seleccionadas durante la fermentacion).

2.4.5. Histamina en otros alimentos.

Diversos estudios han revelado la presencia de histamina en algunos alimentos
de origen vegetal, sobre todo en ciertos productos derivados de la soja (Tabla 6) (Toro-

Funes et al., 2015). Asi mismo, algunos autores han descrito casos de aparicion de
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histamina en vegetales frescos tales como espinacas, tomates, habas e incluso en el

brécoli (Moret et al., 2005).

Tabla 6. Contenido de histamina (mg/kg) en alimentos de origen vegetal (Schirone et al., 2016).

Alimento Histamina

Salsa soja ND*-592
Sufu 730
Miso ND-221
Natto ND-457
Leche de soja 17,5
Tempeh 41
Tofu 3,5-5,8
Pasta de soja 51,2
Tamari 57,65
Salsa de tomate 2,0-10,1
Ketchup 2,0-18,0
Puré de espinacas 2,1-9,8
Guisante 2,3-3,8

*ND: no detectado.

2.5. Intoxicacion por histaminay legislacion.

La histamina es la Unica amina biogénica que tiene unos limites normativos

establecidos por la legislacion de la Unién Europea, siendo éste de 200 mg/kg en el

pescado fresco y de 400 mg/kg en productos derivados de la pesca (Visciano et al.,

2014). La Comunidad Europea, en su Directiva del Consejo 91/493/CEE, establece para

los pescados pertenecientes al grupo de los escémbridos y de los clupéidos un valor

medio de histamina admisible inferior a 100 ppm (salmuera inferior a 200 ppm). La

FDA (Food and Drug Administration, USA) propone como nivel maximo un valor

medio de 50 mg/kg.
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La escombroidosis, conocida como sindrome de intoxicacion histaminica, es
una enfermedad producida por el consumo de pescados y mariscos que contienen
elevadas concentraciones de esta amina. El término escombroidosis se utiliza debido a
que los primeros peces implicados en este envenenamiento pertenecian al suborden de
los escombridos, que incluye la caballa, el atin, el pez espada o el bonito. Sin embargo,
también hay otros peces, no escombroideos (dorada, sardinas, arenques, etc.), que
pueden contener un alto contenido en histamina (Visciano et al., 2012). Generalmente,
la cantidad de histamina presente en el pescado es insignificante (por debajo de 0,1
mg/100 g) (Auerswald et al., 2006), pero, tras su almacenamiento, puede aumentar
hasta concentraciones que pueden ser tdxicas para los consumidores. A veces, durante
este proceso también se producen otros compuestos que actlan sinérgicamente y que
potencian el efecto causado por la histamina. De hecho, los peces escombrotdxicos
muestran una toxicidad mayor que la que corresponderia a una dosis equivalente de

histamina pura administrada por via oral (Lehane y Olley, 2000).

La Unién Europea establece limites de concentracion de histamina en especies
de peces pertenecientes a las siguientes familias de escombridos: Clupeidae,
Engraulidae, Coryphaenidae, Pomatomidae y Scomberesocidae, tanto en el producto

fresco como en el procesado, por ejemplo, la salmuera (Reglamento 2073/2005 /CE).

Por otra parte, como hemos indicado arriba, la toxicidad de la histamina puede
ser incrementada (efecto sinérgico) por otras aminas producidas durante la
descomposicion del pescado, como son la cadaverina y la putrescina (Bulushi et al.,
2009), ademas de ser potenciada por la ingesta de alcohol o de drogas, ya que estos

compuestos inhiben las enzimas encargadas de degradar la histamina.
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Los efectos de esta intoxicacion son multiples, pudiendo provocar diarrea, dolor
de cabeza, congestion nasal, respiracion sibilante, hipotension, arritmia, urticaria,
prurito, enrojecimiento, y otros sintomas en estos pacientes, como eritema, sudoracion,
nauseas, vomitos, sensacion de ardor en la boca, hinchazén de la lengua y la cara,

angustia y/o palpitaciones (Figura 9).

Figura 9. Resumen de los sintomas mediados en intoxicaciones causadas por histamina (Maintz y Novak,
2007).

A pesar de los efectos tdxicos ocasionados por el exceso de histamina, la
presencia de esta amina en los alimentos no tiene por qué ser peligrosa. Existen muchos
alimentos que contienen pequefias cantidades de histamina y que, por lo tanto, van a ser
facilmente toleradas por el organismo gracias a la existencia de eficientes sistemas de

detoxificacion en el tracto digestivo (DAO), los cuales metabolizan tanto la histamina

65



Introduccion

ingerida como la histamina sintetizada por la propia flora intestinal. Estos sistemas se

encargan de transformarla en productos sin actividad biol6gica y, por lo tanto, indcuos.

2.6. Intolerancia a la histamina.

Los mencionados mecanismos de detoxificacion tienen una eficiencia elevada
cuando existe un consumo de histamina normal en la dieta. Sin embargo, pierden
eficacia si se ingieren grandes cantidades de este compuesto y, ademas, existen otras
aminas que potencian el efecto causado por la histamina, o bien cuando se inhiben los

propios sistemas de detoxificacion.

La intolerancia a histamina (HIT) es un proceso patoldgico que se produce por
una descompensacion entre la absorcion (o sintesis) de histamina y la capacidad del
organismo para eliminarla, debido a una baja actividad o a una inhibicién de las
enzimas responsables de su degradacion (DAO y HNMT). Aproximadamente el 1% de
la poblacion presenta intolerancia a la histamina (Maintz y Novak, 2007), ya que esta
baja actividad de la enzima DAO puede deberse a una predisposicion genética. Ademas,
la capacidad de metabolizar esta amina también puede estar disminuida en personas que
tomen medicamentos que inhiben estas enzimas, asi como en pacientes que padezcan
diversas afecciones como enfermedades respiratorias o0 patologias de la piel. Por otro
lado, en algunas enfermedades tales como la leucemia mieloide cronica, la mastocitosis
0 en algunos tumores, esta incrementada la sintesis endogena de histamina (Maintz y

Novak, 2007; Shahid et al., 2010).

Actualmente, la terapia méas efectiva para tratar estos sindromes producidos por

la histamina es la limitacion tanto de alimentos ricos en este compuesto, como de
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farmacos que inhiban la actividad de las enzimas encargadas de su catabolismo. Otra
terapia complementaria puede ser el empleo de suplementos tales como el zinc, el cobre
o las vitaminas C y B6, ya que actuan como cofactores de la enzima DAO. En los casos
mas extremos, es necesaria la administracion de antihistaminicos H1 y H2, los cuales se

explicaran mas adelante (Rosell-Camps et al., 2013).

Por todo ello, los avances que permitan incrementar nuestra comprension sobre
los mecanismos implicados en la degradacion de histamina en diferentes modelos
bioldgicos, podrian conducir al desarrollo de nuevos sistemas de eliminacion de esta
amina, asi como al disefio de nuevos agentes terapéuticos que puedan ser utilizados

como antihistaminicos (Smuda y Bryce, 2011).

2.7. Receptores de histamina.

Los efectos pleiotropicos de la histamina estdn mediados por su unién a
receptores especificos de membrana. Actualmente, hay cuatro tipos de receptores de
histamina descritos: receptor de histamina 1 (H;R), receptor de histamina 2 (H;R),
receptor de histamina 3 (HsR) y receptor de histamina 4 (H4R) (Tabla 6). Todos ellos

son receptores acoplados a la proteina G (Nakamura et al., 2000).

Tabla 6. Localizacion y principales efectos biologicos de los receptores de histamina.

Tipo de receptor | Tejido donde se localiza mayoritariamente Efecto bioldgico
H;R Musculo liso, células endoteliales Respuestas alérgicas agudas
H,R Células gastricas parietales Secrecion de acido gastrico
H3R Sistema nervioso central Neurotransmisién
HR Mastocitos, eosinofilos, células T, dendrocitos Regulacidn respuesta inmune
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Estos receptores se expresan en diversos tipos celulares: células endoteliales,

células gastricas parietales, células supresoras T, neutrofilos, leucocitos, eosinofilos y

mastocitos, hecho que explica los multiples efectos causados por la histamina en

diferentes células y tejidos (Hill et al., 1997).

A continuacién, se mencionan algunas de las distintas funciones o procesos

mediados por los diferentes receptores de histamina en humanos (Montes et al., 2005):

Receptor H1: Contraccion del musculo liso bronquial, prurito, dolor, aumento
de la permeabilidad vascular, hipotension, liberacion de mediadores de la
inflamacién, generaciébn de prostaglandinas, reclutamiento de células
inflamatorias, secrecion de moco de la mucosa bronquial, cefalea, taquicardia,
estimulacion de los receptores de la tos.

Receptor H2: Incremento de la permeabilidad vascular, secrecién gastrica de
HCI, relajacion del muasculo liso bronquial, produccion de moco de las vias
aéreas, accion cronotropica positiva en musculo del atrio, accion inotropica
positiva en musculo ventricular, efecto lipolitico en células sebaceas,
estimulacion de linfocitos T supresores, quimiotaxis de neutrofilos y basofilos y
la liberacion de sus enzimas, citotoxicidad y proliferacion de linfocitos,
actividad de los linfocitos NK, hipotension, cefalea, taquicardia.

Receptor H3: Previene la broncoconstriccion excesiva, inhibe la secrecion de
acido gastrico, vasodilatacion de vasos cerebrales. Ademas, funciona como
feedback negativo para la liberacion de neurotransmisores en los nervios
periféricos, y participa en el control de la produccion de histamina en neuronas
histaminérgicas del sistema nervioso central y en el control de la liberacion de

neurotransmisores en el sistema nervioso central.

68



Introduccion

e Receptor H4: Presumiblemente participa en procesos inflamatorios como la

alergia y el asma.

Los primeros antihistaminicos bloqueaban competitivamente la unién de la
histamina a los receptores H1. No obstante, el hecho de que los antagonistas que
actuaban sobre H1 no bloquearan todas las acciones de esta amina, llevo al
descubrimiento de nuevos receptores de histamina. Por ejemplo, estos antihistaminicos
no actuan modulando la secrecion de acido gastrico, ya que esta respuesta es debida a la

unién de la histamina a los receptores de tipo H2.

Del mismo modo, el receptor de tipo H3 surgi6 al observar que las acciones de
la histamina en el cerebro no estaban reguladas por ninguno de los receptores
mencionados, sino por un tercero, el cual presentaba muy poca homologia tanto con H1

como con H2 (Arrang et al., 1983; Lovenberg et al., 1999).

Finalmente, se descubrié un gen que codificaba una proteina con alta afinidad
por la histamina y que presentaba una similitud del 35% con respecto al receptor H3. A
este nuevo receptor se le denomind H4 (Thurmond, 2015). Este receptor se localiza en
la médula 6sea, y, en menor medida, en el colon. Los antagonistas de H4 son efectivos

combatiendo el asma bronquial (Deml et al., 2009).

Actualmente, los antagonistas de los receptores H3 y H4 estan siendo
investigados, debido a su potencial beneficio para la funcion cerebral y el sistema

inmunoldgico.
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2.8. Antihistaminicos.

Generalmente, el término antihistaminico se utiliza para denominar a los
antagonistas que actuan sobre los receptores H1. Sin embargo, existen determinados
compuestos que ejercen su efecto sobre los receptores H2, H3 y H4 (Faustino-Rocha et

al., 2017).

La evidencia de que la histamina tiene un papel activo en las reacciones
alérgicas y anafilacticas fue el estimulo para el comienzo de la busqueda de compuestos
capaces de contrarrestar sus efectos patoldgicos. Este proceso se inici6 en el Instituto
Pasteur de Paris, en la década de 1930, por Daniel Bovet, galardonado en 1957 con el
Premio Nobel de Medicina y Fisiologia por su trabajo sobre compuestos

antihistaminicos (Bovet, 1950).

El trabajo sobre la busqueda de antihistaminicos prosiguié en Francia, con
Rhoéne-Poulenc y, de forma independiente, durante los afios de guerra (1939-1945), por
investigadores en USA (Emanuel, 1999; Loew, 1947). El primer antihistaminico
utilizado en humanos fue el Antergant™ (fenbenzamina, RP 2339) en 1942,
posteriormente sustituido por el Neoantergant™ (mepiramina, pirilamina, RP 2786), y
que todavia se utiliza por via topica para contrarrestar los efectos de la liberacion de
histamina en la piel. A lo largo de la historia, se han descubierto otros muchos
antihistaminicos, como la difenhidramina (Benadryl™), la tripelenamina, la

clorfeniramina y la prometazina.

A partir de 1945, estos antihistaminicos llegaron a ser ampliamente utilizados en
el tratamiento de diversos trastornos alérgicos tales como la fiebre del heno, la rinitis

alérgica y la urticaria. Sin embargo, los efectos secundarios producidos eran bastante
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frecuentes, lo que supuso un inconveniente para su uso. No obstante, algunos de estos
efectos secundarios fueron aprovechados para tratar diversas patologias como es el caso
de la Marzina™ (ciclicina) y la Dramamina™, antihistaminicos que se utilizaron, sobre

todo, como antieméticos para los mareos (Parsons y Ganellin, 2006).

Los antihistaminicos se pueden clasificar como de primera generacion (sedantes,
ya que carecen de selectividad por el receptor H1) o de segunda generacion (no
sedantes, ya que son mas selectivos para los receptores H1) (Simons y Simons, 2003).
Actualmente, podemos hablar ya de antihistaminicos de tercera generacion, que son
enantidmeros o metabolitos derivados de los de segunda generacidn y que surgieron en

los afos 90 (Rico et al., 2009).
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3. DEGRADACION DE HISTAMINA.

Como hemos mencionado en repetidas ocasiones, la histamina es un compuesto
potencialmente tdxico para nuestro organismo. Por este motivo, existen sistemas
capaces de degradar esta amina transformandola en compuestos que no causan efectos
nocivos. En vertebrados, la histamina puede ser catabolizada principalmente por dos
vias: mediante una desaminacion oxidativa, catalizada por la enzima diamino oxidasa
(DAO), o bien, a través de una metilacion del anillo de imidazol, reaccion mediada por

la histamina N-metiltransferasa (HNMT) (Figura 10).
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Figura 10. Resumen del metabolismo de la histamina mediado por DAO y HNMT. (1) L-histidina
descarboxilasa, HDC; (2) Diamino oxidasa, DAO; (3) Histamina N-metiltransferasa, HNMT; (4)
feedback negativo; (5) Monoamino oxidasa B, MAO-B.
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En la Figura 10 se muestran esquematicamente las diferentes etapas del
metabolismo de histamina donde actuan estas dos enzimas (DAO y HNMT). En primer
lugar, la histamina se sintetiza, como ya hemos indicado, por la descarboxilacion del
aminoacido histidina, en una reaccion catalizada por la enzima L-histidina
descarboxilasa (HDC). La histamina generada puede ser catabolizada por dos vias: (i) la
que implica la desaminacién oxidativa extracelular del grupo amino primario, proceso
llevado a cabo por la diamino oxidasa (DAO), o (ii) la que requiere la metilacion
intracelular del anillo de imidazol, reaccion donde participa la histamina-N-
metiltransferasa (HNMT). Por lo tanto, cuando hay una disminucion de cualquiera de
estas actividades enzimaticas (bien por sintesis inadecuada o debido a algun efecto
inhibidor), se puede producir acumulacion de histamina. Ambas enzimas pueden ser
inhibidas por sus productos de reaccion respectivos mediante un feedback negativo. La
N-metilhistamina se desamina oxidativamente a N-metil-imidazolacetaldehido, reaccion

catalizada por la monoamina oxidasa B (MAO B) (Maintz y Novak, 2007).

En humanaos, entre el 60% y el 80% de la histamina administrada por via oral es
eliminada en la orina como catabolitos resultantes de la accion de ambas enzimas (DAO
y HNMT). Sin embargo, una pequefia cantidad de histamina puede ser eliminada por

medio de las heces (Emborg et al., 2015).

3.1. Diamino oxidasa.

Esta enzima es la principal barrera en la absorcion de histamina en el epitelio
intestinal, degradando la histamina proveniente de la dieta y, evitando asi, su incursion
en el torrente sanguineo. Ademaés, también se encarga de eliminar la histamina liberada

enddgenamente.
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La enzima diamino oxidasa (DAO, EC 1.4.3.6) (Schwelberger, 2004a) utiliza
oxigeno molecular para desaminar oxidativamente la histamina, formando
imidazolacetaldehido, amoniaco y perdxido de hidrogeno (Figura 11). Para su correcto
funcionamiento requiere ciertos cofactores tales como vitamina B6, vitamina C y cobre,
motivo por el que esta incluida en la clase de amino oxidasas dependientes de cobre;
esto es, aquellas que contienen en su centro activo un ion de cobre unido a 3 residuos de
histidina y el cofactor 2,4,5-trihidroxifenilalanina quinona, que se forma mediante la

modificacion post-traduccional a partir de un residuo de tirosina.

N

Hz N H
\
?‘\{—/ +0,+H,0 DAO Qﬂ + NH, + H,0
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H

i i Imidazol
Histamina Acetaldehido

Figura 11. Degradacién de histamina mediada por la enzima diamino oxidasa (DAO).

La DAO esta codificada por un Unico gen formado por 5 exones y 4 intrones,
localizado en humanos en el cromosoma 7g35. Esta enzima es una glicoproteina
homodimérica de 200 kDa, constituida por dos polipéptidos de 750 residuos de
aminoéacidos. En el extremo N-terminal hay un péptido sefial que contiene la diana para
su secrecion. La estructura primaria de estas proteinas esta muy conservada en

mamiferos (Schwelberger, 2004a).

Esta enzima se almacena en vesiculas secretoras en la membrana plasmatica y se
libera al espacio extracelular como respuesta a un estimulo para encargarse de la
degradacion de la histamina extracelular. En mamiferos, la expresion de esta enzima

estd limitada a algunos tejidos (la mayor actividad de la DAO se ha descrito en el
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intestino delgado, en el colon ascendente, en la placenta y en los rifiones) (Maintz y
Novak, 2007). Tanto es asi, que un descenso de la actividad DAO en el organismo es
signo de un dafio en la mucosa intestinal debido, por ejemplo, a un proceso
inflamatorio. Uno de los principales responsables de su liberacion es la heparina, que se
secreta junto con la histamina por la activacion de los mastocitos. La DAO se libera

localmente para inactivar el exceso de histamina extracelular y asi detener su accion.

La enzima DAO es capaz de reconocer, ademas de la histamina, otras aminas
biogénicas tales como la putrescina, la cadaverina y la espermidina (Taylor y Sumner,

1986; Elmore et al., 2002).

3.2. Histamina N-metiltransferasa.

Esta enzima (HNMT, EC 2.1.1.8) (Schwelberger, 2004b) cataliza la
transferencia de un grupo metilo desde S-adenosil-L-metionina (SAM) al grupo amino

secundario del anillo de imidazol, formando asi N-metilhistamina (Figura 12).
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Figura 12. Degradacién de histamina mediada por la enzima histamina N-metiltransferasa (HNMT).

HNMT es una pequefia proteina monomérica de 29-34 kDa formada por una
cadena polipeptidica de 290 residuos de aminoacidos. Esta enzima no tiene ninguna

modificacion ni requiere ningin cofactor para desarrollar su actividad. Su estructura
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contiene dos dominios, una region de union a SAM situada en el extremo N-terminal
que actla como una metiltransferasa, y un dominio de unién a histamina en el extremo
C-terminal (Horton et al., 2001). La secuencia de aminoacidos de HNMT en mamiferos
estd altamente conservada y esta codificada por un Gnico gen, denominado hnmt, que

tiene 6 exones. Dicho gen ha sido mapeado en humanos en el cromosoma 2qg22.1.

Esta enzima, muy especifica para histamina, se encuentra en el citosol de las
células y es capaz de degradar solamente la histamina intracelular mediante metilacion.
Esta presente en multitud de tejidos y dérganos, encontrandose en los rifiones, en el
higado, en el bazo, en la prostata, en los ovarios, en las células de la médula espinal, en
los bronquios y en la traquea. Sin embargo, no se ha detectado en los liquidos

corporales.

La HNMT se expresa de forma constitutiva, lo cual indica que muchas células
del organismo mantienen contacto con la histamina, hecho que resalta el amplio papel

que desempefia esta molécula en el organismo.

3.3. Degradacion de nacleos de imidazol mediada por acido

ascorbico.

Una de las vias descritas para explicar el catabolismo de compuestos
imidazolicos (como es el caso de la histamina) es aquella en la que se produce una
reaccion de oxidacion mediada por &cido L-ascoOrbico (Imanaga, 1955). En este
mecanismo se produce una hidroxilacion del anillo de imidazol, lo que provocara su
posterior apertura. Como producto final de la degradacion se obtendra el aminoacido

correspondiente (Figura 13).
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Figura 13. Degradacién de compuestos imidazdlicos mediada por &cido ascérbico. R representa la cadena

lateral para diversos compuestos imidazdlicos.

La histamina, molécula constituida por un ndcleo de imidazol, es un claro
ejemplo de compuesto que puede ser catabolizado de este modo (Figura 14). En este
mecanismo, el catabolismo de histamina se lleva a cabo en presencia de acido ascérbico
y de cationes Cu?*, los cuales actllan como catalizadores. Asi, se obtiene &cido
hidantoinacético (HA) como intermediario y &cido aspartico como producto final. En el
transcurso de esa via se produce una hidroxilacion del &cido imidazolacético (ImAA),
generandose HA. Esta etapa estd catalizada por el acido monodehidro-ascérbico y se
sugiere la formacion como intermediario del acido 2,4-dihidroxi-imidazolacético, un

tautémero del HA (Figura 14) (Chatterjee et al., 1975).
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Figura 14. Degradacién de histamina mediada por &cido ascérbico (Chatterjee et al., 1975).
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3.4. Hidantoinasas microbianas.

Las enzimas denominadas hidantoinasas, también Ilamadas amidasas ciclicas
(EC 3.5.2), son las encargadas de degradar el HA generado tal y como hemos descrito
en la Figura 14, por lo que también participan en reacciones que conducen a la
produccién de aminoacidos (como por ejemplo el acido aspartico) (Syldatk et al., 1999).
El producto resultante de la ruptura del anillo de la molécula de HA seria el carbamoilo
del aminoéacido correspondiente, es decir, el acido carbamoilaspartico, y su hidrdlisis

ulterior conduciria a la obtencion de acido aspértico (Figura 15).
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Figura 15. A) Etapa catalizada por las hidantoinasas en la degradacion de &cido hidantoinacético.

B) Hidrdlisis del acido carbamoilaspartico.
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4. DEGRADACION DE COMPUESTOS

AROMATICOS.

El catabolismo aerobio de moléculas aromaticas (como es el caso de la
histamina) requiere la formacién de intermediarios aromaticos mono o dihidroxilados.
Con ello se consigue la deslocalizacion parcial de las nubes electronicas m, lo que
facilita la apertura del anillo. Esta reaccion sera llevada a cabo por mono o
dioxigenasas, respectivamente. Una vez que el anillo ha sido activado, el siguiente paso
es proceder a la apertura del mismo y, para ello, se requiere la intervencion de enzimas
hidroliticas. Finalmente, se produce la degradacién de los diferentes intermediarios

hasta ser convertidos en metabolitos generales.

4.1. Hidroxilacion del anillo aromatico.

Como hemos indicado, la etapa inicial en la degradacién microbiana aerobica de
compuestos aromaticos transcurre mediante la introduccién de uno o dos grupos
hidroxilo en el anillo (Dagley, 1971). Esta hidroxilacion estd mediada por
monooxigenasas 0 por dioxigenasas que suelen generar compuestos inestables que

conducen a la apertura del anillo (Kny y Witkop, 1959).

Las monooxigenasas, denominadas también hidroxilasas, incorporan uno de los
dos atomos de la molécula de oxigeno al anillo aromético del sustrato que va a ser
hidroxilado, mientras que el otro atomo se reduce a agua (Harayama y Timmis, 1992).
Las monooxigenasas precisan de un segundo sustrato que ceda electrones para la

reduccion de la molécula de oxigeno. En la mayoria de estas reacciones, el segundo
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sustrato es, en ultimo término, el NADPH o el NADH; no obstante, se emplean
diferentes transportadores de electrones para transferirlos desde el NADPH o el NADH

hasta el oxigeno.

Las monooxigenasas mas simples y, a la vez, las mas comunes en bacterias, son

flavoproteinas que contienen FAD Yy catalizan la siguiente secuencia de reacciones:

NAD(P)H + E~-FAD—> NAD(P)’ + E~FADH,
E-FADH, + AH + O,—» E—FAD + AOH + H,0

donde E representa la parte proteica de la monooxigenasa, AH el sustrato aromaético, y

AOH su producto hidroxilado.

Sin embargo, también existen otras monooxigenasas en las que las subunidades
que participan en la transferencia de electrones tienen estructuras similares a las de
algunas dioxigenasas de mdaltiples componentes (Nordlund et al., 1990; Whited y

Gibson, 1991).

Las dioxigenasas que participan en la hidroxilacion del anillo aromaético,
también llamadas oxigenotransferasas, son dioxigenasas que contienen hierro no hemo
y suelen oxidar los sustratos aromaticos generando cis-dihidrodioles o
cis-diolcarboxilatos (Dagley, 1986). La activacion de los compuestos aromaticos, para
poder ser utilizados como sustratos en las reacciones sucesivas, tiene lugar a través de la

introduccion de los dos grupos hidroxilo, bien en posicion orto, o bien en posicion para.

Estas dioxigenasas requieren, ademas de oxigeno molecular, diversos cofactores,
tales como NADH o NADPH, y en la mayoria de los casos, Fe(ll) o Fe(lll). En

resumen, la reaccién que catalizan estas enzimas se lleva a cabo en dos etapas que
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implican la oxidacion del cofactor primero y, a continuacion, la oxidacion del sustrato

(Mason y Cammack, 1992; Schreuder et al., 1990).

En el catabolismo de compuestos aromaticos con sustituyentes mas complejos,
suelen ser necesarios pasos adicionales que tienen como finalidad el procesamiento de
dichos grupos funcionales con anterioridad a la apertura del anillo. Este es el caso de los
compuestos aromaticos halogenados (que requieren de la participacion de

deshalogenasas) y de los compuestos aromaticos nitrados (Seo et al., 2009).

4.2. Degradacion de compuestos formados por un ndcleo de

imidazol.

En un estudio realizado por Rorije y colaboradores se sugiere que las rutas
catabodlicas empleadas para degradar compuestos cuya estructura principal es un ndcleo
de imidazol son similares a la via de asimilacion del acido urocénico, intermediario
generado durante la degradacion de histidina (Rorije et al., 2002). Por esta razén, tal y
como era de esperar, el catabolismo de los compuestos que contienen un ndcleo de
imidazol suele estar intimamente relacionado con el catabolismo del aminoacido

histidina.

La degradacion de diferentes derivados imidazoélicos estd esquematizada en la
Figura 16. En primer lugar se produce una hidratacion del compuesto, generando un
5-oxoimidazol derivado. Este sufre una ruptura hidrolitica (abiética) que conduce a la
apertura del anillo, proceso requerido para la ulterior degradacion microbiana (Klepp et

al., 1990).
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Figura 16. Ruta propuesta para la degradacion de compuestos imidazolicos.

4.2.1. Acido formimino-aspartico como intermediario de la degradacion de acido

imidazolacético.

Algunos autores han descrito una via de degradacién para el é&cido
imidazolacético en Pseudomonas, en la cual se describia al acido N-formimino-
aspartico como un intermediario que participaba en la conversion del &cido
imidazolacetico en acido N-formil-aspartico. Finalmente, este compuesto era
hidrolizado a acido aspartico mediante una formilasa, activa Unicamente en presencia de
Fe?* 0 Co*" (Hayaishi et al., 1957; Ohmura y Hayaishi, 1957; Rothberg y Hayaishi,

1957) (Figura 17).
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Figura 17. Via de degradacion del acido imidazolacético en la que aparece el &cido N-formimino-

aspartico como intermediario catabdlico.
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5. FUNCIONES DEL ACIDO IMIDAZOLACETICO.

En todas las vias propuestas para la degradacion de histamina se puede observar
que siempre aparece como intermediario catabolico el &cido imidazolacético (o alguno
de sus derivados). Este compuesto es un metabolito natural que se encuentra presente en
el cerebro y que contiene actividad bioldgica, por ejemplo, como agonista del receptor
GABAA 0 como antagonista del receptor GABA( (Béhre y Kaever, 2017). De hecho, es
capaz de desplazar al acido y-aminobutirico (GABA) de sus sitios de union especificos
de una manera muy eficiente (Zukin et al., 1974; Enna y Snyder, 1975, 1977) debido a
que el ImAA tiene cierta similitud estructural con el GABA (Figura 18), el principal

transmisor quimico con efecto inhibidor del cerebro (Krnjevic, 1991).

N OH
N
H

o
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Figura 18. Estructura del acido imidazolacético (ImAA) y del acido y-aminobutirico (GABA).

El hecho de que el ImMAA participe en multitud de procesos fisiologicos, hace
que su eliminacion del medio, asi como la de sus derivados (intermediarios catabolicos),
sea esencial a fin de evitar los efectos nocivos generados por una elevada concentracion

de este compuesto.

La administracion parenteral de ImAA a animales experimentales conduce a un
estado hipnotico similar al suefio que, a menudo, puede ser acompafiado de

convulsiones. Estos efectos se asemejan a los producidos por los depresores del sistema
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nervioso central (SNC), con la excepcion de la actividad de tipo convulsivo. En este
sentido, el IMAA tiene un efecto similar al descrito para el acido y-hidroxibutirico, otro
analogo estructural natural del GABA, con propiedades tanto hipnoticas como
epileptogenicas (Tunnicliff, 1992). La funcionalidad del ImAA a nivel central viene
refrendada por su deteccién en el cerebro, en el liquido cefalorraquideo y en el plasma
(Tunnicliff, 1998). Del mismo modo, el ImMAA ejerce un efecto similar al del GABA en
el sistema nervioso de invertebrados, donde actia como inhibidor de los

mecanoreceptores en el cangrejo de rio (McGeer et al., 1961).

El otro efecto farmacoldgico sorprendente del ImMAA es su capacidad para
atenuar la presion arterial. La activacion de los receptores GABAA 0 de los receptores
de imidazolina I, podria explicar estas propiedades cardiovasculares (Tunnicliff, 1998).
Los receptores I, reconocen la clonidina, un agente antihipertensivo, y el ImAA es
capaz de unirse a estos receptores, actuando, de este modo, como un agente hipotensivo

(Ernsberger et al., 1990, 1992).

Ademas, recientemente, se ha relacionado al ImAA con enfermedades que
afectan a la retina y que conducen a una alteracion de la vision y, en Gltima instancia, a

la ceguera (Valembois et al., 2017).
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Obijetivos

El propdsito de esta Tesis Doctoral es llevar a cabo la caracterizacion genética y
biogquimica de la ruta responsable de la degradacion de histamina y de &cido
imidazolacético en Pseudomonas putida U. Para alcanzar esta meta, se plantean los

siguientes objetivos:

1. Aislamiento de mutantes de Pseudomonas putida U incapaces de
degradar histamina y/o acido imidazolacético. Este objetivo se abordard mediante un

proceso de mutageénesis insercional que implica la utilizacion del transposon Tnb.

2. Analisis del crecimiento de los diferentes mutantes en distintos medios e
identificacion mediante HPLC y TLC de los metabolitos acumulados en los caldos de

cultivo.

3. Identificacion del punto de insercion del Tn5 en cada uno de los mutantes

y secuenciacion de las zonas de DNA adyacentes.

4. Identificacion y andlisis de los distintos marcos abiertos de lectura
(ORFs) gue han sido afectados en cada mutante, asi como de aquellos otros localizados

en sus inmediaciones.

5. Analisis genético y bioquimico de las proteinas codificadas por los

distintos ORFs identificados.

6. Disrupcion y/o delecion de genes que codifican proteinas susceptibles de

participar en la ruta catabdlica estudiada y analisis del efecto causado en cada caso.

7. Analisis comparativo de la secuencia de estas proteinas con aquellas

otras existentes en las bases de datos y que pertenecen a otros microorganismos.
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8. Clonacién de los genes responsables de la degradacion de histamina y de
acido imidazolacético en plasmidos, y andlisis de su expresion en diferentes

organismos.

9. Estudio de las posibles aplicaciones biotecnoldgicas tanto de los

diferentes mutantes como de las cepas recombinantes obtenidas en este trabajo.
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Materiales y Métodos

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Para llevar a cabo los experimentos incluidos en el apartado Resultados y
Discusion, se emplearon cepas bacterianas aisladas por miembros de nuestro laboratorio

0 procedentes de diferentes colecciones (Tabla 7).

1.1. Especies  bacterianas  pertenecientes al  género

Pseudomonas.

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas (Palleroni, 2005) son
bacterias G- incluidas en el grupo de las y-proteobacterias. Muchos son organismos
saprofitos y se caracterizan por poseer una gran versatilidad metabdlica y fisiologica.
Estan, ademas, presentes en numerosos ambientes como, por ejemplo, el suelo o los
medios acuaticos, y también se encuentran asociados a organismos hospedadores, tales
como plantas y animales. Suelen desempefiar un papel muy importante en los procesos
de biodegradacion y participan muy activamente en los ciclos del carbono y del
nitrogeno (Palleroni, 1993). Las especies pertenecientes al género Pseudomonas se
distribuyen en cinco grupos, en funcion de los estudios de hibridacion de rRNA/DNA

(Palleroni et al., 1973; Palleroni, 1993).

1.1.1. Pseudomonas putida U.

La cepa silvestre de P. putida U, utilizada en este trabajo experimental,
pertenece a nuestra coleccion y esta depositada en la Coleccidon Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT 4848). Esta bacteria fue aislada a partir del lodo de un arroyo en la ciudad

de Urbana, Illinois (Estados Unidos) (Dagley y Gibson, 1965). Teniendo en cuenta la
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clasificacion mencionada anteriormente, P. putida U esta incluida en el grupo | de

rRNA. El contenido de G + C en su cromosoma oscila entre el 60% y el 62%.

A continuacion, se citan algunas de las caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas

mas importantes de esta cepa.

e Caracteristicas morfoldgicas:

- Son bacilos rectos con un tamafio que oscila entre 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um.

- No producen prostecas y no se rodean por vainas.

- Poseen varios flagelos polares.

e Caracteristicas bioquimicas:

- Son quimioorganotrofos. No crecen autotréficamente con hidrégeno.

- No son desnitrificantes.

- Dan reaccidn positiva al test de la oxidasa (citocromo ¢ oxidasa).

- Poseen actividad lipésica, hidrolizan el Tween 80, y tienen actividad arginina
hidrolasa.

- No poseen ciclo de las pentosas fosfato funcional.

- No forman levanos a partir de sacarosa.

- No acumulan como material de reserva poli-B-hidroxibutirato, pero si poli-3-
hidroxialcanoatos (Garcia et al., 2004).

- No hidrolizan extracelularmente el poli-p-hidroxibutirato.

- No hidrolizan la gelatina ni el almidon.

- No hidrolizan la lecitina. Dan reaccion negativa en el test de la yema de huevo.

- Degradan el catecol y el acido protocatéquico, mediante reacciones de apertura
en orto.

- Utilizan como fuentes de carbono D-fructosa, glucosa, manitol, y los acidos

glucdnico, sacarico, D-glucérico, acético, propidénico, butirico, pentanoico,
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hexanoico, heptanoico, octanoico, nonanoico, decanoico, B-hidroxibutirico,
succinico, fumarico, citrico, a-cetoglutarico, hidroximetilglutarico, L-maélico,
masonico, lactico, piravico, y-aminobutirico (GABA), &-aminovalérico,
benzoico, p-hidroxibenzoico, fenilacético (PhAc), 3-hidroxifenilacético
(3-OH-PhAC), 4-hidroxifenilacético (4-OH-PhAc), 4-hidroxicinamico, quinico,
vanilinico y arico. Asimila bien betaina, vanillina, glicerol, el n-butanol, y los
aminoacidos L-alanina, D-alanina, [-alanina, L-aspartico, L-glutdmico,
L-arginina, L-triptéfano, L-prolina, L-tirosina, L-leucina, L-isoleucina, L-valina,
L-histidina, L-fenilalanina, L-ornitina y sarcosina. Utilizan también aminas tales
como histamina, tiramina, 2-feniletilamina, dopamina, putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina, bencilamina, propilamina, butilamina o pentilamina,
algunos alcoholes primarios como, por ejemplo, etanol, 2-feniletanol, alcohol
bencilico, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, octanol, nonanol y
decanol; y algunos imidazoles como imidazol, acido imidazolacético o &cido
imidazolacrilico, como fuentes de carbono.

No catabolizan D-manosa, D-galactosa, D-pseudoheptulosa, D-lactosa,
D-maltosa, D-sacarosa, D-xilosa, D-ribosa, D-arabinosa, D-fucosa, maltosa,
celobiosa, lactosa, trehalosa, sacarosa, galactosa, D-rhamnosa, L-rhamnosa,
almidon ni los &cidos adipico, cinamico, 3-hidroxicinamico, 3-hidroxibenzoico,
sebacico, pimélico, subérico, citraconico, oxalico, maleico, ftalico, pantoteico,
levulinico y poli-B-hidroxibutirico. Tampoco son capaces de degradar dodecano,
hexadecano, inulina, L-treonina, L-norleucina, heptilamina, octopamina, azelato,
adonitol, sorbitol, eritritol, meso-inositol, etilenglicol, isopropanol, geraniol y
xantina, asi como algunos imidazoles tales como imidazol 2-carboxaldehido,

acido 4, (5)-imidazolditiocarboxilico o acido 4-imidazolcarboxilico.
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- Producen algunos pigmentos fluorescentes tales como la pioverdina y moléculas
relacionadas.

e Condiciones de crecimiento:

- Es un microorganismo que utiliza como aceptor final de electrones el O,.

- Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C, aunque esta bacteria es capaz
de crecer en un rango de temperaturas situado entre 4 °C y 40 °C.

- Esincapaz de crecer en condiciones de acidez (valores de pH<4,5).

- No requiere factores organicos de crecimiento.

1.1.2. Pseudomonas putida DOC21 (Merino et al., 2013).

La cepa silvestre de P. putida DOC21 pertenece a nuestra coleccion y esta
depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT 8043). Fue aislada por un
miembro de nuestro grupo de investigacion (Dr. Joaquin Rodriguez), a partir de
muestras de suelos préximos a la Universidad de Ledn. Esta cepa puede utilizar varios

compuestos esteroideos como unica fuente de carbono.

Son bacilos rectos con un tamafio que oscila entre 1,6-2,4 um de largo y 0,4-
0,7 um de ancho, de aspecto irregular y superficie rugosa cubierta por ranuras similares

a cicatrices. Poseen flagelos polares.

Este microorganismo presenta un metabolismo aerobio estricto (metabolismo
oxidativo no fermentativo). No forma esporas. Su temperatura Optima de crecimiento es
de 30 °C, pudiendo crecer a temperaturas muy bajas (4 °C), pero no a aquellas iguales o
superiores a 40 °C. Es capaz de crecer en medios en los que el rango de valores de pH
oscila entre 5 y 11. Tolera concentraciones de sal (NaCl) del 6% (p/v), viéndose

reducido su crecimiento cuando esas concentraciones son superiores al 8%.
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Debido a que esta cepa es incapaz de utilizar como Unica fuente de carbono tanto
la histamina como el acido imidazolacético (ImMAA), ha sido utilizada en este trabajo

para clonar y expresar genes implicados en el catabolismo de estos compuestos.

1.2. Especies bacterianas de Escherichia coli.

1.2.1. Escherichia coli HB101 (Boyer y Roulland-Dussoix, 1969).

Genotipo: F, A(gpt-proA)62 leuB6, supE44, ara-14, galK2, lacY1, A(mcrC-

mrr), rpsL20(Sm"), xyl-5, mtl-1, recA13.

Esta cepa, transformada con el plasmido pGS9, que incluye el transposon Tn5, se
utiliz6 como bacteria donadora en los experimentos de mutagénesis realizados con este

transposon.

1.2.2. Escherichia coli DH10B (Grant et al., 1990).

Genotipo: F', mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80dlacZ1M15, AlacX74, deoR,

recAl, endAl, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, X', rpsL, nupG.

Cepa empleada en los experimentos rutinarios de clonacion utilizando
plasmidos. Permite la obtencion de células competentes con alta eficiencia de
transformacion (superior a 1 x 10° transformantes/jig de DNA). Posee una delecion en
el gen lacZ, lo que hace que sea una cepa idonea para la seleccion de plasmidos capaces

de originar a-complementacion (por ejemplo, los de la serie pBlueScript).

A continuacion, se indican todas las cepas utilizadas en esta Tesis Doctoral

(Tabla 7).
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Tabla 7. Cepas utilizadas en el trabajo experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral.

Materiales y Métodos

Cepas Descripcion Referencia
E_ coli HB101 F, A(gpt-proA)62 leuB6, supE44, ara-14, galK2, lacY1, Boyer y Roulland-
' A(mcrC-mrr), rpsL20(Sm"), xyl-5, mtl-1, recA13 Dussoix, 1969
F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80dlacZ1M15,
E. coli DH10B AlacX74, deoR, recAl, endAl, araD139, A(ara, leu)7697, Grant et al., 1990

galU, galK, A", rpsL, nupG

P. putida U CECT 4848

Cepa silvestre, Rf'

Dagley y Gibson,
1965

P. putida U::Tn5

Rf' Km'

Este estudio

hinF::Tn5, hinF debido a una insercién del transposon Tn5;

Mutante 2 mutante de clase 2: Rf Km' Este estudio

Mutante 3 hinK::Tn5, hinK d'eblgo a era insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 5 hinl::Tn5, hinl depld()ra unra insercién del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 15 hinJ::Tn5, hinJ de.bld(r) a upa insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 16 hinl::Tn5, hinl depldqa unra insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 17 hinJ::Tn5, hinJ de'bld(r) a urr1a insercion del transposon Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 18 hinJ::Tn5, hinJ de.bldcr) a upa insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 26 hinG::Tnb5, hinG d'eblgo a Hna insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 32 hinl::Tn5, hinl det'ndora unra insercién del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 36 hinl::Tn5, hinl det.)ldor a unra insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 42 hinJ::Tn5, hinJ de'bldcr) a upa insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 45 hinK::Tn5, hinK d'eblgo a lrma insercién del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 46 hinK::Tn5, hinK d.eblcrio a Lrjna insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 47 hinK::Tn5, hinK d_ebu?o a 9na insercién del transposon Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 48 hinK::Tn5, hinK d_ebu?o a 9na insercién del transposon Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 51 hinK::Tn5, hinK d.eblcrio a Lrjna insercion del transposon Tn5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 53 hinF::Tn5, hinF d_ebldro a L:na insercion del transposén Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 63 hinG::Tn5, hinG™ debido a una insercién del transposén Tn5; Este estudio

mutante de clase 2; Rf Km'
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hinJ::Tn5, hinJ” debido a una insercion del transposén Tn5;

Mutante 68 mutante de clase 2: RF Km' Este estudio

Mutante 69 hinJ::Tn5, hinJ de.bld(r) a upa insercion del transposén Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 71 hinl::Tn5, hinl depld()ra unra insercion del transposon Tnb5; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

Mutante 72 hinl::Tn5, hinl det.)ldor a unra insercién del transposon Tnb; Este estudio
mutante de clase 2; Rf Km

hinF::Tn5 pMC-3 Rf' Km'Tc¢' Este estudio

hinF::Tn5 pMC-3hinF RffFKm'Tc' Este estudio

AhinL

hinL delecionado utilizando la construccion pJQ-hinL (fi); Rf'

Este estudio

hinH::pK18::mob

hinH disrupto utilizando la construccion pK18::mob-hinH (fi);
mutante clase 2; Rf' Km'

Este estudio

hinH::pK18::mob pMC-3 RfFKm'Tc' Este estudio
hinH::pK18::mob I 1ol Tl i

pMC-3hinH RffKm'Tc Este estudio
hinH::pK18::mob I L il T i

OMC-3hinG Rf Km'Tc Este estudio
hinH::pK18::mob " el Tl (Sl i

OMC-3 pMC-5 Rf Km'Tc'Gm Este estudio
hinH::pK18::mob I 1e Tl (Sl i

pMC-3hinH pMC-5hinG RffKm' Tc'Gm Este estudio
hinG::Tn5 pMC-3 RfFKm'Tc' Este estudio
hinG::Tn5 pMC-3hinG RfFKm'Tc' Este estudio
hinK::Tn5 pMC-3 Rf Km'Tc' Este estudio
hinK::Tn5 pMC-3hinK RfFKm'Tc' Este estudio
hinl::Tn5 pMC-3 RfFKm'Tc' Este estudio
hinl::Tn5 pMC-3hinl Rf Km'Tc' Este estudio
hinJ::Tn5 pMC-3 RfFKm'Tc' Este estudio
hinJ::Tn5 pMC-3hinJ Rf Km'Tc' Este estudio
hinJ::Tn5 pMC-3hinl Rf Km'Tc' Este estudio

his::Tn5

his™ debido a una insercion del transposon Tn5, mutantes de
clase 3; Rf' Km'

Este estudio

hutF::pK18::mob

hutF disrupto utilizando la construccién pK18::mob-hutF (fi);
Rff Km'

Este estudio

hutG::pK18::mob

hutG disrupto utilizando la construccion pK18::mob-hutG (fi);
Rf' Km'

Este estudio

PpU_0003::pK18::mob

PpU_0003 disrupto utilizando la construccion pK18::mob-
PpU_0003 (fi); Rf Km'

Este estudio
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gdfg fida DOC21 CECT Cepa silvestre, Ap' Merino et al., 2013
pMC-3 Ap'Tc' Este estudio
pMC-3hin2 Ap' Tc Este estudio
pMC-3 pMC-5 Ap' Tc'Gm' Este estudio
pMC-3hin2 pMC-5hinK Ap' Tc'Gm' Este estudio
pK18::mob pMC-3 pMC-5 | Ap"Km' T¢'Gm’ Este estudio
pK18::mobhinl e f )
pMC-3hin2 pMC-5hinK Ap Km' Tc'Gm Este estudio
pK18::mobhinl R T )
pPMC-3hinF pMC-5hink | AP KM TC.Gm Este estudio
pK18::mobhinl Ff e~ ]
PMC-3hinFL pMC-5hink | AP KM TeGm Este estudio

2. VECTORES UTILIZADOS.

2.1. pGS9 (selvaraj e lyer, 1983).

El plasmido pGS9, que actia como suicida en P. putida U, es el donador del
transposén Tn5. Tiene un tamafio de 30,2 Kb y posee el replicon p15A y el sistema de
conjugacion bacteriana N-tra. Posee como marcadores genéticos un gen de resistencia a
cloranfenicol y otro de resistencia a kanamicina (codificado en el transposén Tn5,
ademas de otros dos de resistencia a estreptomicina y a bleomicina), lo que permite una

rapida seleccion de las cepas que han incorporado el transposon.

2.2. pRK600

Plasmido auxiliar utilizado en algunos sistemas de conjugacion para movilizar
plasmidos mob+ defectivos en la funcion tra (por ejemplo, el plasmido pJQ200KS).

Presenta el origen de replicacion ColE1 de pBR322 para E. coli (Herrero et al., 1990).
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2.3. pUC18 (Norrander et al., 1983; Yanisch-Perron et al., 1985).

Es un vector plasmidico de clonacion con un tamafio de 2,8 Kb que se mantiene
en el hospedador en un elevado nimero de copias. Los plasmidos de esta serie
contienen el replicon pMBL1 y el origen de replicacién ColE1 de pBR322 para E. coli.
Como marcador genético de seleccion poseen un gen de resistencia a ampicilina (bla,
Ap"). El nimero 18, que encontramos en su denominacion, hace referencia a la
orientacion de la zona de clonacion multiple (polylinker) con respecto al extremo 5™ del
gen lacZ. La clonacion de cualquier fragmento de DNA en este plasmido hara que el
gen de la B-galactosidasa no se exprese, lo que permite una facil y rapida identificacion
de aquellas colonias en las que se haya insertado en el vector el fragmento de DNA
deseado, mediante seleccion blanco/azul al ser cultivadas en medios conteniendo X-gal.

Ha sido utilizado para la realizacién de la genoteca.

2.4, pGEI\/l®-T Easy (Promega Co., USA).

Plasmido comercializado por Promega Co. (USA) como vector linealizado. Se
mantiene en el hospedador en alto nimero de copias. Su tamafio es de 3 Kb y se utiliza
rutinariamente para la clonacion directa de los productos que han sido amplificados
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando Taq polimerasa. Esto
es debido a que este plasmido posee timinas libres en los extremos que complementan
con las adeninas que incorpora la Taq polimerasa en los extremos de los productos
amplificados por PCR. Este plasmido presenta el origen de replicacion ColE1l de
pBR322 para E. coli y posee los promotores T7 y SP6 de la RNA polimerasa
flanqueando el polylinker, que se encuentra situado dentro de la region que codifica el

péptido a de la B-galactosidasa. La clonacion de cualquier fragmento de DNA (obtenido
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por PCR) en este plasmido, hara que el gen de la B-galactosidasa no se exprese y, por lo
tanto, permitira la identificacion de las colonias que posean el vector con el inserto
mediante simple seleccion blanco/azul tal y como se ha indicado en otros casos.
Dispone del gen que codifica la B-lactamasa (bla), por lo que posee resistencia a
ampicilina (Ap"). Esta propiedad es utilizada para la seleccién y mantenimiento de las

células recombinantes de E. coli.

2.5. pTZ57R/T (Thermo Fisher Scientific, USA).

Plasmido comercializado por Thermo Fisher Scientific (USA) y de
caracteristicas similares al pGEM®-T Easy. Se mantiene en el hospedador en alto
nimero de copias. Su tamafio es de 2.886 pb y se utiliza rutinariamente para la
clonacion directa de los productos que han sido amplificados mediante PCR (utilizando
Taq polimerasa) al poseer timinas libres en los extremos. Estas timinas complementan
con las adeninas que incorpora la Taq polimerasa polimerasa en los extremos de los
productos amplificados por PCR. Posee el promotor T7 de la RNA polimerasa, bajo el
cual se expresa el gen clonado que se encuentra situado dentro de la regién que codifica
el péptido a de la B-galactosidasa. Este hecho permite que cuando se clonan fragmentos
de DNA obtenidos por PCR, el gen que codifica la B-galactosidasa no se exprese,
identificando las colonias que posean el vector mediante seleccién blanco/azul. Dispone
del gen que codifica la B-lactamasa (bla), por lo que posee resistencia a ampicilina
(Ap"). Esta propiedad es utilizada para la seleccién y mantenimiento de las células

recombinantes de E. coli.

104



Materiales y Métodos

2.6. pK18::mob (Schafer et al., 1994).

Plasmido que se mantiene en alto nimero de copias, con un tamafio de 3,8 Kb y
que posee un origen de replicacién ColE1 compatible con los sistemas de E. coli, pero
que no es reconocido por la maquinaria replicativa de P. putida U. Por eso, puede
funcionar en esta bacteria como pldsmido suicida o como vector de integracion, pero
nunca como vector con replicacion auténoma. Tiene, como marcador genético, un gen
de resistencia a kanamicina (Km') y, como marcador de seleccion, el péptido o de la
proteina LacZ. También posee la maquinaria de movilizacion del plasmido RP4, lo que
permite que este vector sea transferido mediante conjugacion. Debido a ello, ha sido
utilizado para llevar a cabo experimentos de disrupcién génica (knock-out) en

P. putida U mediante recombinacion homologa.

2.7. pJQ200KS (Quandt y Hynes, 1993).

Plasmido de alto nimero de copias, con un tamafio de 5,4 Kb, que posee el
origen de replicacion P15A, compatible con los sistemas de E. coli, pero que no es
reconocido por gran parte de las bacterias G-, entre las que se incluye el género
Pseudomonas. Presenta como marcadores de seleccion un gen de resistencia a
gentamicina (Gm') y el sistema lacZa que permite, como ya hemos indicado, la
seleccion blanco/azul de los recombinantes que contienen los fragmentos clonados.
Ademas, este plasmido es movilizable e incorpora el gen sacB de Bacillus subtilis, que
es inducible por sacarosa y cuya expresion resulta letal en bacterias G-, ya que provoca
la acumulacion de polimeros (levanos) en el espacio periplasmico. KS indica la
orientacion del polylinker (5’-Apal...SstXI-3’, el cual proviene del plasmido

pBluescriptll KS) con respecto al extremo 5’ del gen lacZ. Este plasmido se utiliza para
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obtener mutantes de P. putida U en los que se ha delecionado el gen cuya funcién

quiere ser dilucidada.

2.8. pPBBR1MCS-3/ pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995).

Plasmidos de bajo nimero de copias y amplio rango de hospedador. Presentan el
origen de replicacion oriBBrl que les confiere la capacidad de replicarse
autbnomamente en multitud de cepas bacterianas, incluidas E. coli, P. fluorescens y P.
putida. Estos plasmidos son movilizables y compatibles con plasmidos pertenecientes a
los grupos IncP, IncQ e IncW, asi como con los origenes de replicacién ColEL y P15a.
Permiten la seleccion directa blanco/azul de los recombinantes en E. coli mediante

interrupcién del péptido LacZa en presencia de X-gal.

El plasmido pBBR1MCS se obtuvo por modificacion del pBBR1, un plasmido
aislado de Bordetella bronchiseptica S87 al que se incorpord el polylinker del plasmido
pBluescript®. De este modo, la nueva construccién contenia un polylinker con 16 sitios
unicos de clonacion dentro del gen lacZa y mantenia el marcador de seleccion original
(un gen de resistencia a cloranfenicol, Cm"). Debido a que este marcador de seleccion
limitaba el uso en muchos microorganismos G-, se generaron cuatro plasmidos
derivados del pBBR1MCS con resistencias a cuatro antibidticos diferentes
(PBBRIMCS-2 -Km'-; pBBR1IMCS-3 -Tc'-; pBBRIMCS-4 -Ap'- y pBBR1IMCS-5

-Gm").

El pBBR1IMCS-3 (5,2 Kb), plasmido con resistencia a Tc, se utiliza
habitualmente para la expresion en P. putida U de genes en trans. En otras ocasiones se

ha utilizado el plasmido pPBBR1MCS-5 (4,8 Kb), con resistencia a Gm.
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En la Tabla 8 se recogen todos los plasmidos, vectores y construcciones

genéticas utilizadas en esta Tesis Doctoral.

Tabla 8. Plasmidos, vectores y construcciones genéticas utilizadas en este trabajo.

Plasmidos, vectores y
construcciones

Descripcién

Referencia

p p P P .
0GS9 Cm', Km', pldsmido conjugativo que contiene el Selvaraj e lyer, 1983
transposon Tn5
P . - - -
PRK600 cm’, or|C_oIE1, oriV, M_ob , p[asmldo auxiliar utilizado en Herrero et al., 1990
los experimentos de conjugacion
pUC18 Ap', oriColE1, lacZa", promotor lac, vector de clonacion Norrander et al., 1983

pGEM®-T Easy

Ap', oriColE1, lacZa®, SP6 T7, promotor lac, vector
utilizado para clonar directamente los productos de PCR

Promega (USA)

pTZ57R/T

Ap', oriColE1, lacZa®, promotor T7, vector utilizado para
clonar directamente los productos de PCR

Thermo Fisher Scientific
(USA)

pK18::mob

Km', oriColE1, Mob*, promotor lac, lacZa", utilizado para
disrumpir genes mediante eventos de recombinacion
simple

Schafer et al., 1994

pJQ200KS

Gm', oripl5A, Mob*, lacZa®, sacB, utilizado para
delecionar genes mediante eventos de recombinacion
doble

Quandt y Hynes, 1993

pBBRIMCS-3

Tc', oriBBrl, Mob®, promotor lac, lacZo®, vector de
expresién y clonacion de genes de amplio rango de
hospedador

Kovach et al., 1995

pBBR1MCS-5

Gm', oriBBrl, Mob®, promotor lac, lacZo®, vector de
expresién y clonacion de genes de amplio rango de
hospedador

Kovach et al., 1995

pJQ200KS-Tn5

Inserto en pGEM-T Easy desde la posicion +57 a la
+1.269 de la secuencia IS50L del transposon Tn5, clonado
en el pJQ200KS usando los cortes de restriccion Apal y
Sall

Arcos et al., 2010

pMC-3hinF

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion -410 a la +1.381
desde el ATG de hinF de P. putida U, clonado en el
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Xhol y
Xbal

Este estudio

pMC-3hinFL

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion -410 a la +1.974
desde el ATG de hinF de P. putida U, clonado en el
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Xhol y Spel

Este estudio

pMC-3hinH

Inserto en pTZ57R/T desde la posicién -157 a la +848
desde el ATG de hinH de P. putida U, clonado en el
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Kpnl y
Smal

Este estudio

pMC-3hinG

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion -160 a la +1.367
desde el ATG de hinG de P. putida U, clonado en el
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Apal y Sacl

Este estudio
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Inserto de pMC-3hinG, clonado en el pBBR1MCS-5

usando los cortes de restriccién Apal y Sacl Este estudio

pMC-5hinG

Inserto de 4.562 pb (obtenido por recombinacién simple)
que contiene los genes hinGHFL (cluster hin2) de
pJQ200KShin2 P. putida U desde la posicién +1.860 a la +654 desde el | Este estudio
ATG de hinG y de hinL, respectivamente, clonado en el
pJQ200KS usando el corte de restriccion Sall

Inserto de pJQ200KShin2, clonado en el pBBR1IMCS-3

usando los cortes de restriccién Xhol y Spel Este estudio

pMC-3hin2

Inserto en pTZ57R/T desde la posicién -351 a la +1.020
pMC-3hinK desde el ATG de hinK de P. putida U, clonado en el | Este estudio
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Apal y Sacl

Inserto de pMC-3hinK, clonado en el pBBR1MCS-5

pMC-5hink usando los cortes de restriccion Apal y Sacl

Este estudio

Inserto en pTZ57R/T desde la posicién -392 a la +1.743
pMC-3hinl desde el ATG de hinl de P. putida U, clonado en el | Este estudio
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Apal y Sacl

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion -292 a la +1.358
pMC-3hinJ desde el ATG de hinJ de P. putida U, clonado en el | Este estudio
pBBR1MCS-3 usando los cortes de restriccion Apal y Sacl

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion +64 a la +585
desde el ATG de hinH de P. putida U, clonado en el
pK18::mob usando los cortes de restriccion EcoRI y
BamHI

pK18::mob-hinH (fi) Este estudio

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion +437 a la +959
desde el ATG de PpU_0003 de P. putida U, clonado en el
pK18::mob usando los cortes de restriccion EcoRI y
BamHI

pK18::mob-PpU_0003(fi) Este estudio

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion +188 a la +911
desde el ATG de hutF de P. putida U, clonado en el
pK18::mob usando los cortes de restriccion EcoRI y
BamHI

pK18::mob-hutF (fi) Este estudio

Inserto en pTZ57R/T desde la posicion +168 a la +623
desde el ATG de hutG de P. putida U, clonado en el
pK18::mob usando los cortes de restriccibn EcoRI y
BamHI

pK18::mob-hutG (fi) Este estudio

Inserto en pTZ57R/T desde la posicién -57 a la +654 desde
pJQ200KShinL el ATG de hinL de P. putida U, clonado en el pJQ200KS | Este estudio
usando los cortes de restriccion Sall y Spel

Dos insertos en pTZ57R/T desde la posicion —420 a la +66
y desde +388 a la +869 desde el ATG de hinL de P. putida
U, ligados en un solo fragmento que fue clonado en el
pJQ200KS usando los cortes de restriccion Apal y Xbal

pJQ200KSAhinL (fi) Este estudio
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3. REACTIVOS QUIMICOS Y BIOQUIMICOS.

La histidina, histamina, imidazol, imidazol 2-carboxaldehido, &cido
imidazolacético, &cido 4,5 imidazoldicarboxilico, acido 4-imidazolcarboxilico, acido
4,(5)-imidazolditiocarboxilico, acido imdazolacrilico, é&cido imidazol-lactico,
cadaverina, PhAc, 4-OH-PhAc, tiramina, dopamina, triptamina, 2-feniletilamina,
espermidina, octopamina, lisina, ornitina, GABA, asparragina, glutamina, D-alanina,
metionina, triptéfano, acido L-aspartico, carbonato de plata y formamidina hidroclorada
fueron suministrados por Sigma-Aldrich Co. (USA); la espermina y la putrescina por

Alfa Aesar (USA) y la L-alanina por Panreac (Espafia).

Los reactivos utilizados en los experimentos de Biologia Molecular procedian de
Promega Co. (USA), Roche (Alemania) y Takara (Japon). La DNA polimerasa
termoestable de Thermus thermophilus y la Taq polimerasa las suministré Biotools
(Espafa); La Pfu DNA polimerasa de Pyrocococcus furiosus se obtuvo de Promega Co.
(USA); la DNA ligasa del fago T4 y las enzimas de restriccién procedian de Takara
(Jap6n). El marcador de peso molecular, 1 Kb DNA ladder plus®, se adquirié de

Invitrogen Co. (USA).

Los cebadores utilizados para la amplificacion génica mediante técnicas de PCR

fueron sintetizados por Roche (Alemania) y Biomers (Alemania).

Los diferentes reactivos comerciales (kits) utilizados para la extraccion de DNA
plasmidico y cromosomico, para la extraccion de RNA, para la sintesis de cDNA, para
la limpieza de las reacciones enzimaticas o de los productos obtenidos mediante PCR,

asi como los empleados para la recuperacion de DNA de geles de agarosa, fueron
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suministrados por las casas comerciales GE Healthcare (Gran Bretafia), Promega Co.

(USA), Roche (Alemania), Quiagen (Alemania) y Thermo Fischer Scientific (USA).

3.1. Sintesis quimica de compuestos que podrian actuar como
intermediarios catabdlicos de la ruta de degradacion de

histamina en P. putida U.

3.1.1. Sintesis de acido N-formimino-aspartico (FIA).

Para la sintesis quimica del acido N-formimino-aspartico (FIA) se siguid el

protocolo descrito por Hayaishi y colaboradores (Hayaishi et al., 1957):

-En primer lugar, en un matraz esférico de tres bocas, de 250 mL de capacidad,
afiadimos 3,5 mL de formamidina y, posteriormente, acoplamos a la boca central un

serpentin de reflujo conectado a una atmdsfera de nitrégeno.

-Afadimos al matraz, secuencialmente, 1,33 g de acido L-aspartico, 3 g de

carbonato de plata y 1,6 g de formamidina hidroclorada.

-Cerramos las dos bocas restantes y dejamos la mezcla en agitacion durante 48

horas.

-Una vez transcurrido ese tiempo, se evaporé el disolvente en un rotavapor durante

30 minutos y el residuo obtenido se disolvié en 100 mL de HCI 0,06 N.

-Esta disolucion se filtré bajo vacio y, posteriormente, centrifugamos a 3.220 x g

durante 5 minutos, conservando el sobrenadante.
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-A continuacion, este volumen se filtrg a través de una columna (47,5 x 3 cm) que
contenia 81 mL de resina aniénica fuerte (Dowex 1X 200, Sigma, USA) en forma

cloruro, equilibrada previamente con 2-3 volumenes de NaOH 1M.

-Se llevo a cabo una elucion con 150 mL de acido acético a una concentracion de
0,3 M, de los que se recogieron 3 fracciones de 50 mL, y, posteriormente, se volvio
a eluir con 150 mL de acido acético 0,5 M, recogiéndose también 3 fracciones de

50 mL.

-Se analizaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) las 6 fracciones

obtenidas para observar en cual de ellas se encontraba el compuesto sintetizado.

-Las fracciones de interés se congelaron a -80 °C durante 2 horas y, posteriormente,

se liofilizaron.

-Las diferentes fracciones se cristalizaron con etanol al 50%. Finalmente, se
procedié a realizar los correspondientes analisis mediante TLC, cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), espectroscopia de infrarrojo (IR), espectrometria

de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN).

-Mediante este procedimiento se obtuvieron 1,1 g de acido N-formimino-aspartico.

El rendimiento del proceso fue del 69%.

3.1.2. Sintesis de &cido N- formil-L-aspartico (FAsp).

Para la sintesis de este compuesto seguimos el protocolo descrito por Takemoto

y colaboradores (Takemoto et al., 2004).
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-En un tubo de vidrio se afiadieron, secuencialmente, 1,2 gramos de &acido
L-aspartico, 0,91 mL de formamida y 0,77 mL de agua. Seguidamente, se

incorporaron 0,61 g de hidroxido sodico para ajustar el pH de la reaccion a 11,2.

-A continuacion, se incubd la reaccion a 55 °C durante un tiempo de 22 horas y, una

vez transcurrido ese tiempo, se ajusto el pH del producto final a 7.

-El producto obtenido se congelé a -80 °C durante 2 horas y posteriormente fue

liofilizado, tras lo cual se analizé mediante TLC, HPLC, IR, MS y RMN.

-Siguiendo este procedimiento, se obtuvieron 1,2 g de &cido N-formil-L-aspértico

(FAsp) (el rendimiento fue del 94,4%).

4. MEDIOS DE CULTIVO.

4.1. Medio Luria Bertani (LB) (Miller, 1972).

Medio Luria Bertani (LB)
Bacto-triptona 10 g/L
Extracto de levadura 59/L
NaCl 10 g/L

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7,5 con KOH. Para preparar

medio sélido LB se afiadio6 agar purificado al 2,3% (p/v).
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4.2. Medio ®@.

Medio @
Bacto-triptona 20,0 g/L
Extracto de levadura 5,09/L
KCl 7,5 g/L
MgSO, 4,0 g/L

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7,6 con KOH.

4.3. Sales del medio minimo (MM) de Pseudomonas (Martinez-

Blanco et al., 1990).

Sales del medio minimo (MM) de Pseudomonas
KH,PO, 13,60 g/L
(NH4),SO,4 2,00 g/L
MgSO,-7H,0 0,25 g/L
FeSO,-7H,0 0,50 mg/L

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7 con KOH. Para la
preparacion de medio sélido se afiadid agar purificado al 2,3% (p/v). Este medio se

suplement6 con la fuente de carbono adecuada a la concentracion necesaria.

4.4. Suplementos a los medios de cultivo.

Cuando fue necesario, se suplementaron los medios de cultivo con antibidticos a
las concentraciones necesarias. Concretamente, ampicilina (Ap, 100 pg/mL);

kanamicina (Km, 25 ug/mL en medio solido y 12,5 ug/mL en medio liquido),
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rifampicina (Rf, 20 pg/mL en medio solido y 5 pg/mL en medio liquido);
estreptomicina (Str, 10 pg/mL); cloranfenicol (Cm, 30 pg/mL); tetraciclina (Tc,
37,5 pg/mL) y/o gentamicina (Gm, 30 ug/mL). Todos los antibidticos utilizados fueron

suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich Co. (USA).

Para la induccion de los sistemas basados en promotores del tipo lac, que
reconocen la lactosa como inductor natural, se utilizé un analogo no metabolizable de
éste, el isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), servido por la casa comercial
Bachem AG (Suiza). La concentracion final de IPTG en el medio de cultivo fue de

70 UM.

Cuando se utilizaron vectores en los que la presencia del péptido a de la proteina
LacZ permitia una seleccion blanco/azul, se afiadié a los medios de cultivo 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido (X-gal), obtenido de la casa comercial Thermo

Fisher Scientific (USA). La concentracion final en el medio de cultivo fue de 34 pg/mL.

5. MANTENIMIENTO Y CRECIMIENTO DE LOS

MICROORGANISMOS.

Para cultivar las bacterias en medio sélido se utiliz6 normalmente LB con agar
purificado al 2,3% (p/v), y como medio liquido LB, salvo que el microorganismo o el
experimento hiciesen necesaria la utilizacion de un medio quimicamente definido. Las
cepas de E. coli se cultivaron a 37 °C y se conservaron en placas con medio LB solido.
Sin embargo, las cepas de P. putida U y sus diferentes mutantes se cultivaron a 30 °C y

se conservaron en placas con MM suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM) como Unica
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fuente de carbono. Esta estrategia facilitaba el crecimiento posterior en MM
conteniendo otras fuentes de carbono ya que este medio, por si mismo, actia como

selectivo, minimizando asi los riesgos de contaminacion de las cepas y los cultivos.

Una vez que habian crecido en LB o en MM, las cepas bacterianas se
mantuvieron a 4 °C en placas de Petri selladas con Parafilm™ durante un mes como
maximo. Para conservar las cepas durante largos periodos, los cultivos en LB
(Abss4nm=2,5) se diluyeron al 50% (p/v) con glicerol, se repartieron en alicuotas de

1 mL en criotubos y éstos se mantuvieron a -80 °C.

Para la realizacion de cultivos en medio liquido y la elaboracion de curvas de
crecimiento, se parti6 de placas de medio sélido crecidas en las condiciones
anteriormente descritas (30 °C o 37 °C, 24 h) y a partir de las cuales se procedié a
inocular P. putida o E. coli en los diferentes medios liquidos. A cada matraz de vidrio,
que contenia el medio deseado (1/5 del volumen del matraz), se afiadié el volumen
necesario de esta suspension bacteriana para que la absorbancia (a 540 nm) inicial del
cultivo fuese 0,05. Los matraces se incubaron en un agitador orbital Innova 4330 (New
Brunswick Scientific) a 250 rpm y 30 °C o 37 °C durante el tiempo requerido para cada
experimento. La determinacion de la cinética del crecimiento bacteriano se llevo a cabo
midiendo el incremento de la absorbancia del medio de cultivo a 540 nm
periédicamente. La medicion de la absorbancia se determind en un espectrofotometro
Jasco V730. Para la medicion de valores de absorbancia superiores a 0,8 se realizaron
diluciones pertinentes de los diferentes cultivos bacterianos con el objeto de mantener la
relacién lineal entre el valor de absorbancia a la longitud de onda de 540 nm vy la
concentracion de células del cultivo. Este criterio fue utilizado en todas las curvas de

crecimiento realizadas en esta Tesis Doctoral.
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6. METODOS GENERALES PARA EL ANALISIS
Y/O TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE

DNA.

Los procesos realizados con muestras que contenian acidos nucleicos se llevaron
siempre a cabo en condiciones de esterilidad intentando minimizar la presencia de
nucleasas a fin de evitar la contaminacion de los materiales y los reactivos, y la

consiguiente degradacion de las muestras.

6.1. Determinacion de la concentracion y pureza del

DNA/RNA.

El procedimiento utilizado consistio en la medida directa de la concentracion de
1 uL de muestra en un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000. El calculo de la
concentracion y la estimacion de la pureza de las muestras se realizaron determinando la
absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La pureza de la muestra viene
determinada por la relacion entre los valores de las absorbancias medidas a 260 y
280 nm, siendo una muestra de DNA o RNA mas pura cuanto mas proxima sea esta

relacién a 1,8 o a 2, respectivamente (Sambrook et al., 1989).
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6.2. Digestion del DNA.

Las digestiones de fragmentos de DNA con enzimas de restriccion se llevaron a
cabo utilizando las soluciones amortiguadoras y siguiendo los protocolos recomendados

por las diferentes casas comerciales para cada enzima.

Mezcla de reaccion:

1/10 del volumen total de reaccion de tampon de digestion (10X).

1 pg de DNA disuelto en H,O milliQ.

1-3 unidades de la endonucleasa de restriccion/ug de DNA.

H,0 milliQ estéril hasta completar el volumen de digestion.

La mezcla de reaccidn se incubd a la temperatura 6ptima de la enzima, indicada

por el fabricante, durante 2 h.

6.3. Desfosforilacion del DNA.

- EIDNA (0,5 pg) se disolvié en 45 puL de H,O milliQ con 1/10 del volumen total
de tampdn utilizado para la fosfatasa (10X), se calentd a 65 °C durante 10 min
para asegurar la completa disolucion y la relajacion del DNA y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente durante 3 min.

- Se afnadieron 5 unidades de fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) y la
mezcla de reaccion se incubd durante 60-90 min a 37 °C.

- La fraccién proteica se separé del DNA mediante fenolizacion. EI DNA se
precipitd a -20 °C con 1/10 de volumen de acetato sédico 3 M, pH 5,7, y con 2,5

volumenes de etanol frio.
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6.4. Ligacion de fragmentos de DNA.

- Se midieron las concentraciones (ng/pL) del DNA vector y del DNA utilizado
como inserto, mediante un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000.
- Se mezclaron cantidades del DNA vector y del DNA utilizado como inserto

atendiendo a la siguiente ecuacion:

(longitud del inserto/longitud del vector) x ng vector x 3 = ng inserto

- Se anadio 1 pL de tampon de ligasa (10X), 1 unidad de DNA ligasa del fago T4
y H,O milliQ hasta alcanzar un volumen final de 10 pL.

- La mezcla de reaccién se incub6 a 16 °C durante toda la noche. Cuando las
ligaciones se llevaron a cabo en el plasmido pTZ57R/T, estas reacciones se

incubaron a 22 °C durante 1 h y luego a 4 °C durante toda la noche.

6.5. Analisis de las muestras de DNA mediante electroforesis

en geles de agarosa.

El andlisis de las muestras de DNA se llevo a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa. La concentracion del gel se establecié en funcion del tamafio del
fragmento de DNA que se pretendia analizar. Generalmente, se utilizaron geles al 0,8%
gue nos permitian separar y visualizar facilmente fragmentos de entre 600 pb y
3.000 pb. Cuando se analizaban fragmentos mas grandes (mas de 10 Kb) la
concentracion de agarosa empleada fue del 0,6%. Para fragmentos inferiores a los 600

pb el porcentaje utilizado fue del 2%.
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- Preparacion de las muestras: Las muestras se mezclaron con 1/10 del volumen total

de tampodn de carga (10X) antes de proceder a depositarlas en el gel.

Como marcadores de tamafio se utilizé el 1 Kb DNA ladder plus® (Invitrogen

Co.) arazon de unos 0,7 ug por carril.

Tampon de carga: azul de bromofenol al 0,25%, azul de xileno al 0,25% y sacarosa al 40%.

- Preparacion de los geles: La preparacion de los geles se llevo a cabo disolviendo,
mediante calentamiento, la agarosa en tampon de electroforesis (TAE, ver composicion
abajo) y afiadiendo aproximadamente 0,5 pg/mL de bromuro de etidio para visualizar

las bandas de DNA mediante iluminacion con un transiluminador de luz ultravioleta.

TAE 50X: Tris base 242 gramos; acido acético glacial 57,1 mL; EDTA 0,5 M pH 8 100 mL; agua
destilada hasta 1 L.
Bromuro de etidio: Solucién 10 mg/mL en H,O milliQ; se conserva protegido de la luz a 4 °C.

- Desarrollo de la electroforesis: La electroforesis se realizé en buffer TAE, utilizando
una fuente de alimentacién BIO-RAD PowerPac Basic™ y aplicando una diferencia de
potencial de 100 V durante el tiempo adecuado para obtener una correcta resolucién de

las bandas de DNA.

6.6. Recuperacion del DNA desde los geles de agarosa.

Rutinariamente, se utilizé el kit comercial QIAquick® Gel Extraction Kit de
Quiagen (Alemania) de extraccion de DNA a partir de geles de agarosa. Como otros
sistemas de purificacion, se basa en la interaccion hidrofébica del DNA con una resina

especifica que se suministra empaquetada en minicolumnas. Estos métodos son mas
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rapidos que los que se basan en la extraccion por congelacién y permiten obtener un

mayor rendimiento.

6.7. Aislamiento de DNA genomico de Pseudomonas putida U.

El protocolo utilizado fue el siguiente:

- Se inocularon 50 mL de medio LB liquido suplementado con Rf y con la cepa
P. putida U (con una absorbancia inicial de 0,05). Este cultivo se incub0 toda la
noche a 30 °C.

- Las células se recogieron por centrifugacién (4.000 x g, 10 min a 4 °C) y el
precipitado bacteriano asi obtenido se resuspendié en 20 mL de solucion GTE.
A continuacion, se afiadieron 20 mg de lisozima y la mezcla se incubé a 37 °C

durante 30 min.

Disolucion GTE: Tris-HCI 25 mM pH 8; glucosa 50 mM; EDTA 10 mM pH 8.

- Se afnadieron 2 mL de SDS (10%) de modo que la solucion final fuera del 1%.
Esta mezcla se incubd durante 15 min a temperatura ambiente (25 °C).

- Transcurrido este periodo de tiempo, se afiadieron 300 pL de proteinasa K
(10 mg/mL) y la mezcla se incubd a 37 °C durante, al menos, 30 min.

- A continuacion, se anadieron 550 pL de NaCl 4 M, de modo que la
concentracion final fue 0,1 M.

- EIl DNA se extrajo dos veces con un volumen de fenol neutro. A continuacion,
se extrajo otras dos veces con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y, por ultimo, con un volumen de cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1), conservando la fase acuosa en todos los casos.
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Fenol neutro: antes de utilizar el fenol para extraer los &cidos nucleicos, debe ser equilibrado a

pH 7,8, para lo cual, se siguid el siguiente protocolo:
1. Fundir el fenol a 68 °C y afiadir hidroxiquinoleina a una concentracién final de 0,1%.

2. Afiadir 1 volumen de tampén Tris-HCI 0,5 M pH 8 y mezclar durante 15 min. Dejar reposar y

cuando las dos fases se hayan separado, eliminar la mayor cantidad posible de tampdn.
3. Afadir 1 volumen de tampdn Tris HCI 0,1 M pH 8 y proceder como en el paso anterior.

4. Afiadir 1/10 de volumen de tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 8 conteniendo 0,2% de B-mercaptoetanol y

conservar a 4 °C.

Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico: Mezcla de fenol (equilibrado con tampén Tris-HCI pH 8),
cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion de 25:24:1.

Cloroformo:alcohol isoamilico (CIA): Mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico en una

proporcion de 24:1.

- Se afiadieron lentamente 2,5 volumenes de etanol frio (100%; -20 °C). Las dos
fases se mezclaron suavemente, hasta que se aprecio la aparicion de un ovillo de
DNA. Este ovillo se recogié con ayuda de una pipeta Pasteur previamente
cerrada en su extremo maés fino.

- EI DNA se lavo con etanol frio (70%; -20 °C) para eliminar el exceso de sales y
posteriormente se dejo secar al aire.

- Una vez evaporado el agua, el DNA fue resuspendido en 5 mL de tampdn TE o

en agua milliQ.

TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8.

Cuando se empleo el kit comercial Puregene Yeast/Bacteria Kit B de Quiagen
(Alemania) para el aislamiento de DNA genémico, se siguieron las instrucciones

recomendadas por el fabricante.
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6.8. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli.

Este procedimiento se llevé a cabo utilizando kits comerciales (QIAprep® Spin
Miniprep Kit de Quiagen o GeneJET Plasmid Miniprep Kit de Thermo Fisher
Scientific) que permiten la purificacion de DNA plasmidico de forma sencilla y rapida,
tanto a pequefia como a gran escala. Para ello, con la ayuda de un palillo estéril, se
inocularon, con una Unica colonia, 10 mL de medio LB suplementado con el antibiotico
adecuado. Los tubos se incubaron a 37 °C con agitacion (250 rpm) durante un minimo
de 8 h. Las células fueron recogidas por centrifugacion a 3.220 x g durante 10 min.
Después, se siguieron las instrucciones descritas por el fabricante en funcién del kit

utilizado. El fundamento del proceso se resume a continuacion:

Recoleccion de las células y resuspension de las mismas en un tampén que

contiene RNAsa.

- Lisis alcalina de las células en presencia de SDS.

- Neutralizacion del lisado con acetato potéasico (4-6 M) ajustado a pH 6-6,5.

- Eliminacién de los restos celulares, del DNA genémico y de las proteinas por
centrifugacion (1 min, 18.500 x g).

- Retencion especifica del DNA, mediante interacciones de tipo hidrofébico,
sobre la resina contenida en el interior de una columna. La elevada fuerza ionica
de la solucién favorece el establecimiento de estas interacciones hidrofdbicas.

- Lavado del sistema resina-DNA plasmidico con una solucién de etanol.

- Secado de la columna por centrifugacién (1 min, 18.500 x g).

- Elucion del DNA mediante la adicién de agua milliQ.
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7. TRANSFORMACION DE E. coli.

Para que las bacterias admitan DNA exogeno (proceso de transformacion) han
de estar en un estado de receptividad denominado competencia. Se han descrito varios
métodos para obtener células competentes, alguno de los cuales se detalla a

continuacion.

7.1. Obtencidn de células competentes de E. coli: método del

cloruro de rubidio.

Este método ha sido el empleado para obtener células competentes de la cepa
E.coli DH10B. Con este protocolo se consigue una elevada eficiencia de
transformacion (hasta 10® transformantes por pg de DNA) (Hanahan, 1983, 1985). El

procedimiento citado consiste en:

Cultivar la cepa de E. coli DH10B en medio LB sélido suplementado con Str

10 pg/mL durante 12-14 h.

- Preparar un preinoculo en 100 mL de medio @ liquido suplementado con Str,
sembrando éste con una colonia aislada. Incubar el cultivo a 37 °C en agitacion
(250 rpm) hasta que alcance un crecimiento adecuado (4-5 horas) para proceder
a inocular dos matraces de 2,5 L conteniendo 500 mL de medio @ cada uno.

- Incubar los matraces a 37 °C hasta que el cultivo alcance un valor de densidad
optica medida a 600 nm (DOggonm) de 0,4-0,5.

- Enfriar el cultivo durante 30 min a 4 °C (hielo).

- Recoger las células por centrifugacion (5 min, 5.000 x g, 4 °C).
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Resuspender el sedimento celular resultante en una solucion TFB1 (1/3 del

volumen inicial) y mantener las bacterias en hielo durante 30 min.

Disolucion TFB1: RbCIl 100 mM; MnCl, 50 mM; acetato potasico 30 mM; CaCl, 10 mM; glicerol al
15% (v/v). Ajustar el pH a 5,8 con acido acético 0,2 M. Esterilizar por filtracion.

Centrifugar la suspension bacteriana en TFB1 (5 min, 5.000 x g, 4 °C).

Resuspender el sedimento bacteriano en solucion TFB2 (1/12,5 del volumen

inicial) y mantenerlo en hielo durante 15 min.

Solucién TFB2: MOPS 10 mM pH 7; RbCI 10 mM; CaCl, 75 mM; glicerol al 15% (v/v). Ajustar el
pH a 6,8 con NaOH vy esterilizar por filtracion.

Las células competentes resultantes pueden ser usadas inmediatamente o bien
conservarse (convenientemente repartidas en alicuotas de 200 pL) a -80 °C,

previa congelacion en nitrogeno liquido o en un bafio de hielo seco/etanol.

7.2. Procedimiento de transformacion: choque térmico.

Para la transformacion de las células competentes de E. coli DH10B se ha seguido el

método descrito por Hanahan y colaboradores (Hanahan, 1983):

- ElI DNA (en un volumen no superior a 10 pL) se afadié a 200 uL de células
competentes y la mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min.

- A continuacion, las células se sometieron a un choque térmico por inmersion en
un bafio de agua a una temperatura de 37 °C durante 2 min. Se enfriaron en hielo
2 min y, posteriormente, se afiadieron 800 pL de medio LB fresco.

- Las células se incubaron durante 1 h con agitacion en un bafio de agua a 37 °C,

con el fin de restituir las membranas.
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Por ultimo, se sembraron alicuotas de 200-250 pL en placas de LB-agar que
contenian el antibidtico usado para la seleccidn. Las placas se mantuvieron a
37 °C durante 12 h o durante el tiempo necesario para observar la aparicion de
colonias, las cuales, bajo la presion selectiva del correspondiente antibiotico,
expresan el marcador de seleccion existente en el plasmido que han incorporado.
La eficacia de transformacion obtenida por este método fue del orden de

10° transformantes/pg de DNA plasmidico.

TECNICA DE AMPLIFICACION MEDIANTE
LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR).

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) descrita por

K. Mullis (Mullis et al., 1986) permite amplificar un fragmento de DNA a partir de dos

oligonucle6tidos que hibridan en los extremos (3" y 57) del fragmento a amplificar y que

actian como cebadores en una reaccion de sintesis de DNA catalizada por una DNA

polimerasa termoestable.

Para la reaccion de PCR se usaron tres DNA polimerasas termoestables:

Taq polimerasa procedente de Thermus aquaticus (Biotools). Es una

polimerasa termoestable, de alta procesividad, pero que carece de actividad correctora

de copia. Los productos de PCR generados al amplificar utilizando esta enzima pueden

ser directamente clonados en los plasmidos comerciales pGEM®-T Easy y pTZ57R/T.

Esto se debe a que los productos de PCR generados por la Tag polimerasa poseen una
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adenina terminal no apareada colgando de su extremo 3'y los vectores de clonacién
mencionados poseen una timina en el extremo 3', la cual es utilizada para complementar
la adenina del producto de PCR, permitiendo, de esta forma, ligar el producto de PCR

dentro del plasmido.

Pfu polimerasa procedente de Pyrococcus furiosus (Promega). Esta enzima
posee actividad correctora de copia, pero no deja restos de adenina en los fragmentos
amplificados por PCR, lo que imposibilita la clonacion de los fragmentos obtenidos en
el plasmido pGEM®-T Easy o pTZ57R/T. Ademés, esta enzima no tiene una

procesividad tan elevada como la Taqg polimerasa.

FideliTag™ polimerasa (GE Healthcare). Se trata de una mezcla comercial de
polimerasas que contiene una Tag polimerasa recombinante de alta fidelidad y
termoestable, y una polimerasa con capacidad correctora de copia. Los productos
amplificados con esta enzima si pueden clonarse directamente en el vector pGEM®-T

Easy y pTZ57R/T al poseer los productos de PCR los restos de adenina.

A continuacion, se indica la composicién de la mezcla de reaccion de PCR
empleada (volumen final de 50 pL), aunque en algunas ocasiones fue necesario
modificar las condiciones de la reaccién en funcién de la longitud del fragmento a
amplificar, de la temperatura de anillamiento de los cebadores, de la presencia de

estructuras secundarias, etc.
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Mezcla de reaccion:

Concentracién final

5 uL tampdn (10X) de la polimerasa -------------------- 1X

4 uL de CI;Mg (50 MM) =----=--mmmmmmmmmmmeeee - 4,0mM

2 uL de desoxinucledtidos (10 mM) --- 0,4 mM
10 uL del oligonucle6tido 5 (2 pM) =----=-=-=-====nmnmnux 0,4 uM
10 pL del oligonucledtido 37 (2 uM) ----------=----------- 0,4 uM
TN O D) NN Yo T) ) e —— 2,5 ng/pL

2 unidades de DNA polimerasa

Rutinariamente, la PCR se realiz6 durante 35 ciclos (Figura 19) en los que la
temperatura de desnaturalizacion del DNA (95 °C) se mantuvo durante 30 s. El
anillamiento de los oligonucle6tidos se realiz6 a una temperatura que dependia de la
naturaleza de los cebadores especificos, es decir, de la temperatura de melting (Tm)
especifica (utilizando siempre la menor Tm de los pares de oligonucleétidos). La
extension se realiz6 a 72 °C, temperatura optima de la Taq polimerasa (a 68 °C en el
caso de la Pfu y la FideliTaqg). El tiempo de extension se determind en cada caso,
considerando que la Taq polimerasa sintetizaba una molécula de 1 Kb de longitud en un
minuto (en el caso de la Pfu, 0,5 Kb de longitud en un minuto). Asi mismo, en el
protocolo seguido, se agrego una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C (2 min) y
una etapa final de extension a 72 °C (10 min). Los termocicladores utilizados fueron: el
modelo Gene Amp PCR Sistema 2400 (suministrado por la casa comercial Perkin
Elmer, USA); el modelo 2720 de Applied Biosystems (USA) y el modelo MJ Mini™

Gradient de Bio-Rad (USA).
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<Desnaturalizacion> & Anillamiento> & Extension >
95 0C 95 5C <35 ciclos >
72°C | 72°C
2 min. 30s.
58-62°C 1-5 min.| 10 min.
30s.
4°C
o0

Figura 19. Representacion esquematica de un ciclo de reaccién de PCR. Se indican las temperaturas de
desnaturalizacién, de anillamiento y de extension, asi como los tiempos empleados en cada uno de los

procesos.

9. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA.

La secuenciacion de DNA fue llevada a cabo por la empresa Secugen, S.L.
(Sequencing and Molecular Diagnostic, Madrid, Espafia). Las secuencias obtenidas
experimentalmente fueron comparadas frente a otras depositadas en las bases de datos
publicas de GenBank (National Center for Biotechnology Information) (Benson et al.,
2000; NCBI Resource Coordinators, 2017), EMBL/EBI Nucleotide Sequence Database
(Stoesser et al., 2001) y DNA Data Bank of Japan (Tateno et al., 1998), utilizando los
programas BLASTP, BLASTN, BLASTX, TBLASTN (Altschul et al., 1990, 1997) y
Fasta3 (Pearson y Lipman, 1988; Pearson, 1990). Para ensamblar las secuencias
obtenidas se utilizo el programa CAP3 (Huang y Madan, 1999). Para el célculo de la
masa molecular de las distintas proteinas a partir de secuencias de aminoacidos se
utilizo el servidor de Biologia Molecular del Instituto de Bioinformética de Suiza
(ExXPASYy) (Hochstrasser et al., 1995). Los alineamientos multiples se realizaron con los
programas ALING (Wilbur y Lipman, 1983), Clustal X (Thompson et al., 1994) y

Clustal Omega (Sievers et al., 2011).

128



Materiales y Métodos

Las secuencias de aminoacidos fueron analizadas empleando las herramientas
disponibles en el servidor de Biologia Molecular del Instituto de Bioinformatica de

Suiza (ExPASY) (Hochstrasser et al., 1995).

10. OBTENCION DE MUTANTES DE P. putida U.

La seleccion de los mutantes de P. putida U se llevo a cabo mediante disrupcion
genética causada por la insercién del Tn5 o del plasmido pK18::mob, o por la delecién
de un fragmento de un gen en particular. Los mutantes obtenidos se denominaran como
P. putida U gen::Tn5, P. putida U gen:pK18:mob o P. putida U Agen,

respectivamente.

10.1. Mutagénesis con el transposon Tn5 (Norrander et al., 1983).

Las cepas bacterianas utilizadas en este proceso fueron E. coli HB101 (portadora
del plasmido pGS9) como cepa donadora del transposén Tn5 (Cm', Km") (Figura 20), y

P. putida U como cepa receptora (Rf).
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Figura 20. Mapa genético y de restriccién del transposén Tn5. Se observan las secuencias de insercion
IS50L e IS50R flanqueando la zona central, en la que se encuentran los marcadores genéticos de este
transposon (un gen de resistencia a kanamicina -Km'-, un gen de resistencia a bleomicina -Ble'- y un gen

de resistencia a estreptomicina -Str'-). También se observan los genes codificados en las secuencias 1S50

(transposasa, tnp; inhibidor de la transposasa, inh; p3y p4).

Este método ofrece ventajas tales como que: (i) en pseudomonanidos, el Tn5 se
integra una Unica vez y al azar en el genoma de la bacteria receptora; (ii) causa una

mutacién estable; y (iii) el punto de insercion puede ser identificado facilmente.
El procedimiento que se siguio es el que se indica a continuacion:

- LacepaE. coli HB101 (pGS9) se sembré en medio sélido LB suplementado con
Kmy Cm y se incub6 a 37 °C durante 24 h. El mismo proceso se llevo a cabo
con la cepa P. putida U, pero en un medio LB suplementado con Rf e incubando
a 30 °C.

- Se inocularon 10 mL de medio liquido LB suplementado con Km y Cm con
E. coli HB101 (pGS9). Del mismo modo, se inocularon 10 mL de medio liquido
LB, suplementado con Rf, con P. putida U. Ambas cepas se incubaron durante
8h a 37 °C y 30 °C, respectivamente. Previsiblemente, al cabo de 8 h, la

AbSsssonm del cultivo diluido 1/10 sera= 0,25 (2,5 en valor absoluto).
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Se centrifugd una alicuota con el mismo numero de células de cada una de las
cepas (proporcion final de cada una de las cepas 1:1), en un tubo Eppendorf a
18.500 x g durante 3 min y se desechd el sobrenadante. La mezcla de bacterias
precipitada se resuspendido en 1 mL de medio LB estéril, y se volvio a
centrifugar (18.500 x g, 3 min), repitiendo este proceso dos veces. A
continuacion, se desechd de nuevo el sobrenadante y la mezcla de células se
resuspendio en 40 pulL de medio LB.

En una placa de medio LB so6lido se dispuso un filtro bacterioldgico (Millipore)
estéril (tamafio de poro 0,22 um) sobre el que se depositd la mezcla de bacterias
resuspendida (E. coli HB101 (pGS9) y P. putida U). La placa se incub6 durante
24 ha30°C.

Una vez que las células habian crecido sobre el filtro, éste se retird de la placa y
se introdujo en un tubo de ensayo que contenia 3 mL de medio LB, sin
antibioticos, en los que se resuspendieron las bacterias.

A partir de esta suspension bacteriana se hicieron las diluciones necesarias (1:10,
1:20, 1:50 y 1:100) con medio LB fresco y con ellas se inocularon placas de LB
suplementado con Km y Rf a razén de 200 uL de cada dilucién por placa. En
esas placas no pueden crecer las cepas parentales, ya que no tienen la resistencia
a alguno de los dos antibioticos; sin embargo, si lo hacen los mutantes de
P. putida U ya que, ademas de la resistencia a Rf que presentan per se, poseen la
resistencia a Km adquirida a través del transposon Tn5.

Los transconjugantes que aparecieron en estas placas tras 24-48 h de incubacion
a 30 °C, fueron seleccionados por crecimiento en MM + Rf + Km que se habia
suplementado con la fuente de carbono requerida para cada experimento

(Figura 21).
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Figura 21. Esquema del proceso de mutacion mediante conjugacion e insercién del transposoén Tn5 en
P. putida U. En este ejemplo se seleccionaria un mutante en el que el Tn5 se ha insertado en un gen

implicado en el catabolismo de histamina.

10.1.1. Identificacion del punto de insercion del transposon Tn5 en el

DNA genomico.

Una vez obtenidos los diferentes mutantes por la insercion del transposén Tnb5,
era necesario conocer qué gen habia sido interrumpido. El procedimiento seguido fue el

siguiente:

- Se obtuvo DNA gendmico del mutante objeto de estudio.
- Este DNA se digirid con una endonucleasa de restriccion que tuviera una

frecuencia de corte no muy elevada en el genoma de P. putida U y que no
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actuara dentro de la resistencia de Km en el transposén, ya que esta resistencia
sera utilizada como marcador de seleccion. Algunas de las enzimas que
cumplian ambos requisitos eran BamHI y Sall (Figura 22), aunque también se
hicieron combinaciones utilizando estas enzimas junto con EcoRl.

Una vez digerido el DNA con Sall/EcoRl o BamHI/EcoRI, se procedio a
purificar la reaccion de digestion con el kit comercial GeneJET DNA Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit de Thermo Fisher Scientific vy,
posteriormente, se ligd en el plasmido pUC18 previamente cortado con las
mismas enzimas con las que se habia digerido el DNA.

La reaccion de ligacion se incub6 a 16 °C durante 12 h y, posteriormente, se
utiliz6 para transformar la cepa E. coli DH10B.

La seleccion de los transformantes se llevo a cabo en medio LB suplementado
con los antibidticos Ap y Km. De este modo, s6lo serian capaces de crecer
aquellas cepas que hubieran incorporado el plasmido pUC18 que llevase el
fragmento de DNA directamente unido al transposon, pues serian los Unicos que
poseerian la resistencia a Km (Tn5) y Ap (pUC18).

Una vez seleccionados estos transformantes, se obtuvo el DNA plasmidico y se
secuencié el inserto que habia sido clonado en el polylinker del vector pUC18.
Para esta secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos directo (F24) y reverso
(R24) universales del vector pUC18 y un oligonucle6tido especifico del brazo de
transposon, denominado Tn5-2 (Figura 22, Tabla 9). El anélisis de la secuencia
obtenida nos permitié identificar el punto exacto en el que se habia integrado el

transposon Tn5.
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Tabla 9. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados para la identificacion del punto de insercién del
transposon Tn5 en los diferentes mutantes.

Nombre del .
. s Secuencia
oligonucle6tido
F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
Tn5-2 CCGCCGAAGAGAACAGGC
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Figura 22. Procedimiento esquematico requerido para la identificacion del punto de insercion del
transposon Tn5 en el DNA gendmico de P. putida U.
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10.1.2. Identificacion del punto de insercion del transposon Tn5 en el

DNA genomico mediante la estrategia de “recombinacion en el

brazo del Tn5”.

Mediante la estrategia de “recombinacion en el brazo del Tn5”, desarrollada en
nuestro laboratorio (Arcos et al., 2010), se ha identificado el punto de insercion del
transposén Tn5 en algunos de los mutantes obtenidos en este trabajo. En términos
generales, esta técnica se basa en la recombinacion homologa de un vector de clonacion
no replicativo en Pseudomonas sobre una de las secuencias repetidas e invertidas
(Figura 23) (secuencias 1S50, “brazos” del transposén) presentes en ambos extremos
del Tn5 (Reznikoff, 1993). Teniendo en cuenta que ambas secuencias son idénticas
(salvo en un nucleétido), un plasmido suicida que contenga una secuencia homologa a
la de estas secuencias, tendria las mismas posibilidades de insertarse, mediante un
fendmeno de recombinacion homdloga, sobre cualquiera de los dos extremos del
transposon. Esto implicaria que, estadisticamente, la mitad de las colonias que se
obtuvieran habrian recombinado sobre la secuencia IS50R y la otra mitad de las
colonias lo harian sobre la secuencia IS50L. Utilizando un proceso de restriccion con
endonucleasas especificas sobre el DNA de la cepa recombinante, se podran obtener las
secuencias adyacentes al punto de insercion del transposén Tn5, tanto las que se
encuentran corriente arriba, como aquellas que se encuentren en direccién 3" respecto a

dicho punto de insercion.

Para llevar a cabo esta técnica se utilizo el plasmido pJQ200KS en el que se
clono un fragmento de 1.113 pb correspondiente a un fragmento interno de una de las
secuencias de insercion (“brazos”) del transposon Tn5. Este plasmido, denominado

pJQ200KS-Tn5, poseia, flanqueando al brazo del Tn5, las siguientes dianas de
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restriccion (que no estaban presentes en el interior del brazo ni en el plasmido): BamHl,

Xbal, Smal y Sall. El proceso seguido se detalla a continuacion.

La construccion que contenia el fragmento del brazo del transposon se transfirio
por conjugacion triparental (Herrero et al., 1990) a los diferentes mutantes de
P. putida U. Para ello se utilizo6 como cepa donadora una E. coli DH10B,
previamente transformada con la construccion pJQ200KS-Tn5. Para permitir la
conjugacion entre ésta y P. putida U, se utilizé una cepa auxiliar (E. coli HB101,
conteniendo el plasmido pRK600) que facilita la movilizacion de aquellos
plasmidos que contengan los genes mob. Para llevar a cabo esta conjugacion
triparental, se mezclaron distintas cantidades de cada una de estas tres cepas
(receptora, auxiliar y donadora en proporcion 1:0,5:0,75) en un tubo Eppendorf
estéril. La mezcla de bacterias se centrifugd (3.800 x g, 1 min) desechandose el
sobrenadante. Las bacterias asi precipitadas se lavaron con 0,5 mL de medio LB
estéril, volviéndose a centrifugar (3.800 x g, 1 min). Se desechd de nuevo el
sobrenadante y la mezcla de células se resuspendio en 30-50 uL de medio.

En una placa que contenia medio LB solido sin suplemento de antibioticos se
dispuso un filtro bacteriolégico (Millipore) estéril sobre el que se deposito la
mezcla de bacterias. La placa se incub6 durante 12 h a 30 °C.

Tras este tiempo de incubacion, se procedié a la seleccién, utilizando los
marcadores de resistencia a antibioticos del plasmido, de aquellos
transconjugantes de P. putida U que hubieran integrado en el cromosoma la
construccién pJQ200KS-Tn5 (ya que este plasmido carece de origen de
replicacion autbnomo en Pseudomonas). Para ello se resuspendio el filtro
bacteriolégico en 2 mL de LB y se inocularon placas de LB suplementadas con

Rf, Kmy Gm.
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Hay que tener en cuenta que en esta conjugacion triparental se pueden producir
dos fendmenos de recombinacion diferentes debido a que los brazos del Tn5 son
secuencias repetidas e invertidas. Por lo tanto, la construccién pJQ200KS-Tn5
podréa recombinar en cualquiera de los dos brazos del transposon (Figura 23), y
este hecho es el que nos va a permitir conocer ambas secuencias genéticas
adyacentes al punto de insercion del Tn5.

Una vez que se obtuvieron los transconjugantes de P. putida U, se extrajo DNA
genomico de varios de ellos sin olvidar el hecho de que estamos trabajando con
dos poblaciones distintas de transconjugantes (segin en qué brazo del
transposon haya recombinado el plasmido). Dicho DNA se digirié en su
totalidad con endonucleasas de restriccion que cortaban en el polylinker del
plasmido y que no lo hacian en el interior del brazo del transposén, como es el
caso de BamHlI, Xbal, Smal y Sall.

A continuacion, se purificé la reaccion de restriccion con el kit comercial
GeneJET DNA Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit de Thermo Fisher
Scientific y se realiz6 una religacion del DNA obtenido.

La reaccion de ligacion se incub6 a 16 °C durante 12 h y, posteriormente, se
empled para transformar E. coli DH10B. La seleccion de estos transformantes de
E. coli DH10B se realizé en medio LB suplementado con Gm, de tal forma que
solo crecieran aquellas colonias que hubieran incorporado el plasmido
pJQ200KS con el inserto (brazo del Tn5 + DNA gendmico).

Se obtuvo DNA plasmidico de las dos poblaciones de transformantes y se
secuencié el inserto de dichas construcciones utilizando para ello los
oligonucleotidos que figuran en la Tabla 9. El inserto resultante consta de la

secuencia del brazo del Tn5 méas una secuencia de mayor 0 menor tamafio
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correspondiente al DNA gendmico de P. putida U que codifica funciones
implicadas en el catabolismo de histamina. La nueva secuencia corresponde al
lado izquierdo o al derecho del punto de insercion del transposén Tnb5,

dependiendo del brazo en el que se hubiera llevado a cabo la recombinacion.

JR— _ ceee 3
DNA&QMlcu DNAmg'mmloo i )
3 Tnb 5
Posibilidad de recombinacion A Posibilidad de recombinacion B
5 aam Bt LTE
3’ S Zquilerda *Rint ru’ ‘F?I m. derecha PR 3.

BamHI

Figura 23. Representacién esquematica del proceso de aislamiento y secuenciacion de la zona adyacente
al punto de insercion del transposon Tn5 mediante la estrategia de “recombinacion en el brazo del Tn5”.
En el esquema aparecen reflejadas las dos posibilidades de recombinacion de la construccion
pJQ200KS-Tn5 en los brazos del transposén Tn5 que se ha insertado previamente en el genoma de

P. putida U. En el ejemplo esquematizado aqui se ha utilizado el corte BamHI.
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10.1.3. Secuenciacion de las zonas adyacentes a un fragmento de

secuencia conocida.

Una vez conocida la secuencia adyacente al punto de insercién, se busco, en
funcién de una elevada conservacion de secuencia a nivel de proteina, las secuencias
homologas a las obtenidas sobre el genoma publicado de P. putida KT2440. Sobre las
secuencias homologas identificadas se disefiaron oligonucle6tidos para ser utilizados en
reacciones de PCR frente al oligonucledtido Tn5-2, especifico del transposén Tn5,
utilizando en esas reacciones, como DNA molde, el DNA genomico aislado de los
distintos mutantes. Estas reacciones de PCR se purificaron utilizando el kit comercial
GeneJET DNA Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit de Thermo Fisher
Scientific, y se secuenciaron. Cuando el experimento asi lo requeria, se ligaron en los

plasmidos pPGEM®-T Easy 0 pTZ57R/T.

10.2. Obtencion de mutantes mediante disrupcion.

Para analizar la funcion de un gen en particular, éste fue interrumpido mediante
recombinacion homéloga. Para ello, se utilizé un fragmento interno del gen que se
deseaba mutar (aproximadamente 1/3 del tamafio del gen) obtenido mediante
amplificacion con oligonucleédtidos especificos. El procedimiento que se siguid se

detalla a continuacion:

- Mediante amplificacion por PCR con oligonucledtidos especificos (Tabla 10) se
obtuvo un fragmento interno del gen (200-900 pb dependiendo del tamafio del
gen) que se queria interrumpir. Se cloné en pGEM®-T Easy o en pTZ57R/T y

desde aqui, mediante la utilizacion de alguna de las endonucleasas que cortan en
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el polylinker, se clon6 en el plasmido pK18::mob, un plasmido cuyo origen de
replicacion no es reconocido por Pseudomonas.

La construccion resultante se introdujo en P. putida U mediante conjugacion
triparental (Herrero et al., 1990), un método que supone ciertas modificaciones
sobre la técnica empleada para la obtencién de mutantes mediante transposicion
conjugacional. En este caso se utilizaron como cepas donadoras del plasmido
distintos transformantes de E. coli DH10B que contenian las construcciones
deseadas y como cepa auxiliar en el proceso de conjugacion, la cepa
E. coli HB101 (pRK600). Esta ultima cepa facilita la movilizacion de las
construcciones realizadas en el plasmido pK18::mob desde el donador
(E. coli DH10B) hasta la cepa receptora (P. putida U).

Ante la presion ejercida por el antibiético Km durante la seleccion de los
transconjugantes, el sistema de recombinacion de la célula receptora inserta el
plasmido en el genoma mediante un proceso de recombinacién homologa a
través del inserto clonado, permitiendo, de este modo, la supervivencia de la

cepa (Figura 24).
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Figura 24. Esquema del evento de recombinacion genética mediante recombinacién homdloga. Se utiliza

un fragmento interno del gen diana que se pretende mutar, clonado en un pladsmido integrativo

(pK18::mab).

- La comprobacion de la correcta insercion del plasmido en el gen diana se llevé a

cabo mediante amplificacion (PCR), utilizando para ello oligonucledtidos

especificos (externos al fragmento utilizado para la recombinacion), frente a los

oligonucleétidos universales F24 y R24 propios del plasmido.
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Tabla 10. Secuencia de los oligonucledtidos especificos utilizados para la amplificacion del fragmento
interno del gen que se queria interrumpir en los mutantes disruptos P. putida U hinH::pK18::mob y
PpU_0003::pK18::mob.

Oligonucleétido Secuencia
HinH.Dis.F CAGGCCATCGAGCACACCGATCGGGTCG
HinH.Dis.R CGAGCATCGCCGTGGGGGCCCGCTGCCC

PpU_0003.Dis.F CAAGCTGGGCTACATGGCCATGG
PpU_0003.Dis.R ATACCACTTGGTGAACGGCGAGG

10.3. Obtencién de mutantes mediante delecion.

Para analizar la funcién de un gen concreto se utilizé un sistema de edicién del
genoma de la cepa diana mediante delecion total o parcial del mismo. En primer lugar,
se tienen que clonar en el plasmido pJQ200KS los fragmentos adyacentes a la zona del
gen que se desea eliminar (en el mismo sentido que poseen en el genoma). El

procedimiento seguido fue:

- Los fragmentos adyacentes a la region que se queria delecionar se obtuvieron
mediante digestiones con endonucleasas de restriccion, o bien se amplificaron
mediante PCR utilizando oligonucleétidos especificos (Tabla 11); se clonaron
en el plasmido pGEM®-T Easy o en el plasmido pTZ57R/T vy, desde aqui,
mediante digestion con alguna de las enzimas que cortan en el polylinker, se
liberaron los fragmentos y se clonaron en el pJQ200KS. Generalmente, todas
estas construcciones se clonaron utilizando el corte de restriccion Notl que esta
presente en el polylinker del pPGEM®-T Easy y que se localiza a ambos lados del
inserto clonado, o utilizando los cortes de restriccion Apal y Xbal que estan en el

polylinker del pTZ57R/T, localizados uno a cada lado del inserto clonado.
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- Una vez obtenida la construccion en el plasmido pJQ200KS, se procedid a

transferirla a P. putida U por conjugacion triparental (Herrero et al., 1990).

- La seleccion de transformantes se llevo a cabo en medio LB suplementado con
los antibidticos Rf y Gm. La unica posibilidad para que los transconjugantes
sobrevivieran en presencia de la gentamicina era que se llevara a cabo una
recombinacion homologa a través de una de las dos regiones de DNA clonadas

en el pJQ200KS, puesto que este vector no es replicativo en Pseudomonas.

- Con ayuda de un palillo estéril se seleccion6 una colonia aislada de los
diferentes transconjugantes obtenidos tras la primera recombinacion; se
resuspendio en 1 mL de agua milliQ estéril y se sembraron alicuotas de 200 pL
en placas de Petri con LB suplementado con Rf y sacarosa al 10%. Este vector
expresa el gen sacB, que codifica una proteina que hidroliza la sacarosa presente
en el medio, dando lugar a levanos (polimeros de fructosa), los cuales se
acumulan en el espacio periplasmico de las bacterias y causan su muerte por
estrés osmotico. Para evitar el efecto provocado por la accion de la sacarasa, en
presencia de sacarosa se fuerza una segunda recombinacion que puede
producirse de dos maneras diferentes (Figura 25) dando como resultado, bien la
restauracion del gen completo, es decir, la vuelta a la situacion original, o bien

causando la delecion de parte del mismo (25% de los casos).
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Figura 25. Evento de mutacién de un gen mediante delecién de un fragmento interno del mismo. La

primera recombinacion aparece en la parte superior de la figura, y la segunda se indica en la parte
inferior. Pueden darse dos situaciones: Situacion 1, la segunda recombinacion ocurre por el fragmento
distinto al implicado en la primera recombinacién dando lugar a la delecion de la region de DNA entre
ambos fragmentos y a la liberacién del plasmido, que arrastra la regién del genoma delecionada y que se
pierde por dilucion. Situacion 2, la segunda recombinacién ocurre por el mismo fragmento implicado en
la primera. En este caso se recupera la situacion original y el plasmido, que se libera tal y como se inserto,

se pierde por dilucion.

- Para analizar si los transconjugantes tenian o no el gen delecionado, se
realizaron amplificaciones (PCR) sobre el DNA gendmico de los mismos
utilizando oligonucle6tidos especificos que corresponden a las regiones
exteriores a aquellas que habian sido utilizadas para realizar la construccion en

el vector pJQ200KS (Tabla 12).
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Tabla 11. Secuencia de los oligonucleétidos especificos utilizados para amplificar los fragmentos

adyacentes a la zona del gen que se desea eliminar (hinL).

Nombre del .

. - Secuencia
oligonucleotido
HinL.Del.F AAGCCTCGAGCTGGACCTGCCGGAAGAACCCG
HinL.Del.R GTCGGATCCCTGGTTGGGGTAGGTTTCCTTGGTG
HinL.Del.F’ TGAGGATCCTCGACGTGATCGCCGTGGTACCGG
HinL.Del.R’ CGACTAGTTGGCCTGCGTGTGGACCTGGAG

Tabla 12. Secuencia de los oligonucledtidos especificos utilizados para la comprobacién en los mutantes
delecionados (P. putida U AhinL).

Nombre del .
. " Secuencia
oligonucle6tido
HinL.F1 GCCACACCGTGGACTTCCGTGCCC
HinL.R1 GGCGGCAGGTGCCGAGTTGGGCGC

11. EXPRESION DE LOS GENES EN “trans”.

Para determinar si los mutantes obtenidos por la integracion del transposén Tn5
recuperaban su funcidn original, esto es, eran de nuevo capaces de crecer en histamina y
en IMAA, se llevo a cabo la clonacion de los genes silvestres (correspondientes a los
que habian sido mutados) en el plasmido pBBR1MCS-3/pBBR1MCS-5 (Kovach et al.,

1995). El protocolo seguido se describe a continuacion:

- En primer lugar, se amplifico por PCR el gen que va a ser expresado en trans
utilizando los oligonuclettidos especificos necesarios en cada caso, indicados en
la Tabla 13. Se ligd el producto de amplificacion en un plasmido comercial
(PGEM®-T Easy o pTZ57R/T), y se clon6 (en el sentido adecuado para que

tenga lugar su expresion) en el plasmido pBBR1MCS-3/pBBR1MCS-5
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(replicativos tanto en E. coli como en Pseudomonas). Posteriormente, se
transformo la cepa E. coli DH10B con este plasmido.

- El pladsmido que contenia el gen de interés, se transfiri6 mediante conjugacion
triparental (Herrero et al., 1990) a los mutantes de P. putida U.

- La seleccidn de transconjugantes que habian incorporado el plasmido se realizo
en medio LB solido suplementado con Rf, Km (marcadores de resistencia de los
mutantes) y Tc (marcador de resistencia del plasmido pBBR1MCS-3) y/o Gm
(marcador de resistencia del plasmido pBBR1MCS-5).

- Una vez que se obtuvieron los transconjugantes, se extrajo el plasmido y se
secuencié para comprobar su integridad.

- Los transconjugantes obtenidos se cultivaron en MM liquido o solido
suplementado con histamina o con ImAA para comprobar si el mutante habia
incorporado el gen, es decir, si habia revertido la mutacion y si, por tanto, crecia
satisfactoriamente en medios que contenian histamina o ImAA como Unica

fuente de carbono.

En algunos casos (ver Resultados y Discusion) la expresion en trans del gen
mutado no revertia el fenotipo silvestre. Esto podria deberse a un efecto polar que
impedia la expresion de genes corriente abajo del mutado, aunque en la mayoria de los
casos indicaba que el gen mutado y el gen o los genes adyacentes constituian una

unidad transcripcional (operén).
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Tabla 13. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la clonacién en trans de los genes del
catabolismo de histamina y de ImAA en los distintos mutantes.

Nombre del .
oligonucleotido Secuencia
HinF.F GATGCTCGAGGAGCTGATGGCGATACC
HinF.R GCTCTAGAGGGTCTGGTTGGGGTAGGTTTCC
HinL.F ACGCGTCGACGTGGCGGATGAGCACCAAACCAACACGATCAGC
HinL.R GGACTAGTCCGCTGGCGCCTGCAGAGGCGCTGATCATCGC
HinH.F GGACTAGTCCCGATGGTGGCGAACAGGTTGGC
HinH.R CCGCTCGAGCGGTTTTTTGGGGGCGGAAATCGAG
HinG.F GCTATGGCTACCAGGCGACGCCATGG
HinG.R GAGCTGACCTGGCCATTGGTGGACCTGC
Hinl.F CCCGCTCGAGAATTTCGCTCAACTGGTCGAC
Hinl.R GTCTAGAAGACGTTGAGGATCAGCGAAAC
HinJ.F CCGGAGAGGTGGAAGTTGTTGGC
HinJ.R GGCAGGTGGGTCTTGGCGGCG
HinK.F GGGGCCGCGGTCGGTGGCATGCG
HinK.R CCGAGTACGTAGTGGTAGAAAGCCAG

12. METODOS PARA MUESTRAS DE PROTEINAS.

12.1. Obtencion de extractos libres de celulas: disrupcion

celular mediante homogeneizacién mecanica.

Las células de P. putida U o alguno de los mutantes crecidas en medio liquido
(MM + 4-OH-PhAc 10 mM) durante 14 horas, o el tiempo requerido para cada
experimento, se recogieron por centrifugacion a 12.000 x g durante 10 min a 4 °C. Las
bacterias se lavaron dos veces con solucion salina estéril y se resuspendieron en tampon

de rotura (1/5 p/v).

Tampdn de rotura: Tris-HCI 0,5 M pH=8,2; mercaptoetanol (MSH), 5 mM; EDTA,
4 mM; fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), 1 mM.

147



Materiales y Métodos

Las células recolectadas se homogeneizaron en un desintegrador mecanico o
molino de bolas Braun, modelo MSK, utilizando perlas de vidrio Ballotini de
0,17-0,18 mm de didmetro (en una proporcion bolas/suspension celular de 1:3), durante
3 ciclos de 4 segundos, con 15 segundos entre cada ciclo, refrigerando con nieve
carbonica. ElI homogeneizado se dejé reposar en hielo durante 15 minutos y, una vez
decantadas las perlas de vidrio en el fondo del tubo, se recupero el extracto celular, las
perlas se lavaron con un volumen de solucién amortiguadora de homogeneizacion y la
fase liquida se reuni6 con la anterior para proceder a la centrifugacion (Martinez-Blanco

etal., 1990).

Las perlas de vidrio y las células no rotas se separaron por decantacion y el
extracto se centrifugd a 17.000 x g durante 10 minutos a 2 °C en una centrifuga

Beckman modelo J2-21 M.

12.2. Determinacion de la actividad imidazolacetato

monooxigenasa.

La actividad de esta enzima se observd siguiendo el método descrito por Maki y
colaboradores (Maki et al., 1969). La enzima imidazolacetato monooxigenasa requiere,
aparte de oxigeno molecular, NADH + H* para su funcionamiento. Este nucledtido
presenta un maximo de absorbancia a una longitud de onda de 340 nm. Debido a esto, la
reaccion puede ser cuantificada midiendo la velocidad de desaparicién de dicho cofactor

a lo largo del proceso de reaccion.
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Los ensayos enzimaticos contenian, en 1 mL de tampon Tris-HCI (50 mM,
pH 9), los siguientes componentes: NADH, 0,2 umol; ImAA, 2,5 umol y el extracto
enzimatico (3 mg de proteina, determinado por el método de Bradford). Las reacciones
se llevaron a cabo a 40 °C durante 5 minutos, realizandose las mediciones en un
espectrofotometro Beckmann modelo 85 a 340 nm frente a un blanco al cual no se

afadio el sustrato.

13. PCR A TIEMPO REAL (RT-QPCR).

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-QPCR) fue utilizada para
llevar a cabo la medida de los niveles de expresién de algunos de los genes hin en
distintas condiciones de crecimiento de las cepas bacterianas utilizadas. La medida de la
expresion de los genes seleccionados se realizé mediante un método de cuantificacion
relativa respecto a los niveles de expresion de un gen housekeeping, es decir, un gen que
actla como referencia interna para la normalizacion de los datos obtenidos en cada una
de las muestras (Livak y Schmittgen, 2001). Para ello, la cepa P. putida U y los
mutantes P. putida U hinK::Tn5 y P. putida U hinJ::Tn5 se incubaron en MM
suplementado con 4-OH-PhAc (15 mM) vy los correspondientes antibi6ticos (Rf para
P. putida U y Rf, Km para los mutantes) en un incubador orbital a 30 °C y a 250 rpm.
Tras 14 h de crecimiento y una vez alcanzado un valor de absorbancia de 2,65 a
540 nm, se afiadi6 10 mM de histamina (inductor) y se incub6 durante 30 min
adicionales. Transcurrido este tiempo, se recogieron 10 mL del medio de cultivo (de la
cepa silvestre o de los mutantes) y se centrifugaron (7 min, 3.220 x g, 4 °C). El
precipitado obtenido se congeld a -80 °C. A partir de él, se obtuvo el RNA utilizando el

kit High Pure RNA Isolation (Roche, Alemania) siguiendo las instrucciones descritas
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por el fabricante y se trat6 con el kit DNA-free™ (Invitrogen) para eliminar cualquier
resto de DNA. La concentracion del RNA obtenido en cada muestra se determind en un

espectro NanoDrop® ND-1000.

A continuacion, se procedi6 a sintetizar el cDNA correspondiente al RNA total
aislado de las diferentes cepas bacterianas. Para ello, se tomé el volumen
correspondiente a 1 pug de RNA de cada una de las muestras y se realiz6 la sintesis del
cDNA correspondiente con el kit Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis with
dsDNase comercializado por Thermo Fisher Scientific (USA), utilizando Thermo
Scientific Maxima H Minus Reverse Transcriptase como retrotranscriptasa vy

hexanucledtidos al azar como cebadores en la reaccidn de retrotranscripcion.

Como control de la calidad de las muestras, en este experimento se realizaron
reacciones de PCR utilizando como cebadores los mismos que se utilizaron
posteriormente en los experimentos de RT-QPCR vy utilizando como molde de la
amplificacion las muestras de RNA a partir de las que se realizo la retrotranscripcion y
el cDNA obtenido a partir de las mismas. La obtencién del amplicon especifico sobre
las muestras de cDNA y la no amplificacidn sobre las muestras de RNA indicaba que la
muestra era éptima para las siguientes determinaciones, asi como la ausencia de DNA

genoémico contaminante que pudiera falsear las mismas.

La cuantificacion se realizd en un termociclador a tiempo real StepOne®
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) mediante el protocolo de union de un
colorante fluorescente (SYBR Green) al DNA amplificado, para lo cual se utilizé el kit
Power SYBR Green Master Mix comercializado por Applied Biosystems. El tamafio de
los amplicones analizados fue de entre 150 y 200 pb. La eficiencia de amplificacion de

los oligonucleotidos utilizados (Tabla 14) se encontraba entre 0,96 y 0,98 de acuerdo a
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la férmula descrita por Rasmussen (Rasmussen, 2001), aplicada sobre los datos

obtenidos en las respectivas curvas de calibrado.

Las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado, utilizando para cada
una de las muestras un gradiente de concentracion de los oligonucle6tidos especificos
entre 0,01 y 0,05 uM en reacciones independientes. La fiabilidad de los resultados
obtenidos se confirmd a través del analisis de las respectivas curvas de disociacion,
observandose un Unico pico en la primera derivada de fusion de las curvas (Ririe et al.,
1997). Como referencia interna de expresion (gen housekeeping) se utilizo el rDNA 16S
de P. putida U (Tabla 14). Los cambios de los niveles de expresion relativa de los

distintos genes se determinaron utilizando el método 2% (Livak y Schmittgen, 2001).

Tabla 14. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la RT-QPCR.

Nombre del oligonucledtido Secuencia
Gen control (Housekeeping)
16S.F ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC
16S.R TGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
Genes del catabolismo de histamina
hinF.PCR.F TGAACAACCTCGAAATCGACACGCTC
hinF.PCR.R GGCCACCAGCGAGTCCCAGC
hinL.PCR.F TGGACAACGACCTGTGCCAGGCCG
hinL.PCR.R ATCGGGAACACGCCCTTCAGCCAC
hinH.PCR.F CAGCAAGCGGTCGGCCAGGTGCC
hinH.PCR.R CGAGTACCGGCAGGTCACAGTG
hinG.PCR.F CCATGCTGCCAGGCCCGCACACC
hinG.PCR.R AATGCGGCCAGTGACATCCGCC
hinl.PCR.F AGGCGACTTGGTTGACGGCTTCC
hinl.PCR.R CCGGCATGCTCAAGCGTACC
hinJ.PCR.F CGTCACGGCGCGCACTGTTGTCG
hinJ.PCR.R GCATCTCCGACGTTAGTCGC
hinK.PCR.F GGTTTCGAAACAGCCGATGTCG
hinK.PCR.R GTTTCGGCGTGCAGCTGTTCATTCG
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14. ANALISIS DE LOS CALDOS DE CULTIVO
MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTA RESOLUCION (HPLC).

Para determinar el consumo de histamina y de ImMAA, asi como para observar la
aparicion de metabolitos durante la asimilacion de éstos o intermediarios metabolicos en
los puntos de bloqueo de los diferentes mutantes, se utiliz6 la técnica cromatografica
liquida de alta resolucion (HPLC). Se tomaron muestras de los caldos de cultivo (1 mL)
a diferentes tiempos. Estas se centrifugaron (18.500 x g, 1 min) para eliminar los restos
celulares y se filtraron a través de filtros Millipore (tamafio de poro de 0,22 um). Las
diferentes alicuotas (10 uL) se analizaron mediante un equipo de HPLC (Waters 600
Controller acoplado a un Autosampler Waters 717plus) dotado con un detector de
longitud de onda variable UV/visible (Waters 2487 Dual A Absorbance Detector), un
integrador con el sistema de andlisis informatico Empower y una columna de fase
reversa Gemini 5um C18 110A (250 x 4,6 mm) (Phenomenex, USA). La fase movil que
se empled contenia (A) H3PO4 59,4 mM, H,SO,4 5,4 mM (pH 1,0) y (B) acetonitrilo. El
eluido se monitorizé a 210 nm. El gradiente de flujo utilizado se indica a continuacién

(Tabla 15).
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Tabla 15. Gradiente de flujo.

Tiempo (min) | % fase movil | Flujo (mL/min)
0 100% A+ 0% B 0,5
13 100% A + 0% B 0,5
14 0% A + 100% B 1,0
19 0% A + 100% B 1,0
20 100% A + 0% B 1,0
30 100% A + 0% B 1,0
31 100% A + 0% B 0,5
40 100% A + 0% B 0,5

15. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN

CAPA FINA (TLC).

Para la identificacion de intermediarios del catabolismo de la histamina y del
IMAA se utiliz6 también un sistema de cromatografia en capa fina (TLC). Para ello, se
tomaron alicuotas de los caldos de cultivo a distintos tiempos y se centrifugaron a
18.500 x g durante 10 minutos a 4 °C para eliminar las células y se depositaron 5 pL de
las mismas en la placa de TLC. Para este método se utilizaron placas de Silica-Gel

(TLC Silica gel 60, Millipore).

15.1. Determinacion de acido aspartico.

Como sistema de desarrollo (fase movil) se empled etanol al 96% y agua en
proporciones relativas 70:30 (v/v), y como revelador se utiliz6 una soluciéon de
ninhidrina-colidina (Moffat y Lytle, 1959). Con este reactivo, el acido aspartico

adquiere una coloracion violeta.
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EXTRACCION E IDENTIFICACION DE
INTERMEDIARIOS CATABOLICOS EN

DIFERENTES MUTANTES.

Los intermediarios acumulados por los diferentes mutantes se extrajeron de los

caldos de cultivo siguiendo el siguiente protocolo:

Las cepas mutantes se cultivaron en un matraz Erlenmeyer de 2 L/500 mL de
MM modificado, en el que las concentraciones de KH,PO,4 y (NH4),SO, se
habian reducido 20 y 4 veces, respectivamente, a fin de que el exceso de sales no
interfiriese en el proceso final de extraccion. Este medio se suplementd con
4-OH-PhAc (20 mM) como fuente de carbono y energia para soportar el
crecimiento bacteriano, e histamina o ImAA (20 mM) como precursor de
metabolitos intermediarios.

Una vez alcanzada la fase estacionaria de crecimiento, y tras haber observado el
agotamiento de la histamina y del ImAA (intermediario metabolico de la
degradacion de histamina, ver Resultados y Discusion) del medio de cultivo, se
procedié a centrifugar el caldo de cultivo durante 10 min a 14.000 rpm a 4 °C
(centrifuga analitica Beckman Avanti J-25 utilizando el rotor JA-14). El
sobrenadante se filtr6 a vacio utilizando una bomba (Bio-Rad) y filtros
Millipore® (0,22 um de diametro de poro) y el filtrado, una vez congelado (2 h a
-80 °C), se liofilizé en un equipo Telstar Cryodos-50.

El solido obtenido tras la liofilizacion de los caldos de fermentacion se
resuspendio en 150 mL de agua milliQ y el pH de la solucién se ajusté a 8,3.

Esta solucion se someti6é a un proceso cromatografico de filtracion en columna
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(27,5 x 16 cm) utilizando como fase estacionaria 43 mL de resina anionica fuerte
(Purolite® A500Splus en forma cloruro) (Asia Pacific, China) que habia sido
equilibrada previamente con 2-3 voliumenes de NaOH 2M.

- En el caso de que los compuestos de interés no fueran retenidos por la columna,
se ajustd el pH del eluido a 7, se liofilizd el mismo y se almacend para su
posterior andlisis. Aquellos compuestos retenidos por la resina cromatogréfica
fueron eluidos con HCI 0,5M, y la fraccion que contenia los compuestos de
interés fue ajustada a pH 7 vy, posteriormente, liofilizada. Ambos tipos de
muestras fueron analizados por distintas técnicas, tales como HPLC, TLC, IR,

MS y RMN.

17. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR).

Para la determinacion de la estructura de algunos compuestos se empled la
espectroscopia de infrarrojo (IR). En esos casos se uso un equipo Jasco FT/IR-4700. La

obtencion de espectros IR se llevo a cabo a través de dos técnicas:

- Cuando se aplico la espectroscopia de transmision en el infrarrojo con
transformadas de Fourier, se mezclaron 1 mg de muestra con 200 mg de bromuro de
potasio, se homogeneizaron ambos compuestos (solidos), se introdujeron en el
molde y, posteriormente, se prensaron durante 10 min. Por ultimo, la pastilla
obtenida se coloco en el lector del equipo IR.

- Cuando se empled la espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) en el
infrarrojo medio y cercano con transformadas de Fourier, la muestra solida del

producto de interés se coloco directamente en el detector y se realizo el espectro.
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18. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Las determinaciones de espectrometria de masas (MS) se realizaron en el
Servicio de espectrometria de masas de la Universidad de Salamanca, Espafia,
utilizando el equipo Applied Biosystems QSTAR XL, con ionizacién por electrospray

(ESI), 0 un espectrémetro Waters ZQ 567 4000.

19. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

(RMN).

Para determinar la estructura molecular de algunos compuestos se utiliz6 la
resonancia magnética nuclear (RMN), cuyos analisis fueron realizados en el servicio de
Resonancia Magnética Nuclear en la Facultad de Ciencias Quimicas (Departamento de
Quimica Organica) de la Universidad de Salamanca, Espafia. Los espectros *H-RMN y
B3C-RMN se llevaron a cabo a temperatura ambiente utilizando los espectrémetros
Bruker WP-200-SY, Varian Mercury VS. 2000 o Bruker Advance DRX, con agua
deuterada (D,0). Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en hertzios (Hz) y los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) empleando la

sefial del disolvente como estandar interno.
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Resultados y Discusion

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la caracterizacion bioquimica,
genética y biotecnoldgica de la ruta catabolica responsable de la degradacion de

histamina en la bacteria Pseudomonas putida U.

Como se ha expuesto en la Introduccién de este trabajo, la histamina desempefia
multitud de funciones fundamentales para nuestro organismo (Hu y Chen, 2017; Kim et
al., 2013; Kovacova-Hanuskova et al., 2015) (Tabla 1). Esta amina biogénica se
encuentra presente en alimentos tales como el pescado, la carne, el queso o las verduras,
y en bebidas fermentadas tales como la cerveza y el vino (Naila et al., 2010). Debido a
sus multiples funciones y a su importancia, la concentracion de histamina en el cuerpo
debe controlarse estrictamente. De ahi que su acumulacion pueda ser perjudicial para la
salud. Ademas, la variacion en las concentraciones de esta amina puede ser la causa de
diversas patologias. Por otro lado, el ImAA, intermediario catabdlico de esta ruta
(Gémez-Botran, 2017), posee también actividad bioldgica (Béhre y Kaever, 2017) ya
que es un andlogo estructural del &cido 4-aminobutirico (GABA), el principal
transmisor quimico con efecto inhibidor del cerebro. Este hecho implica que este
intermediario esté relacionado con determinados procesos patoldgicos tales como la
aparicion de un estado hipnético similar al suefio, el descenso de la presion arterial e
incluso con la participacion en enfermedades que afectan a la retina y que conducen a

una alteracion de la vision (Tunnicliff, 1998; Valembois et al., 2017).

Por lo tanto, conocer la ruta de degradacion de estos compuestos podria suponer
un gran avance para evitar los problemas de salud derivados de intoxicaciones
alimentarias. La descripcion de esos genes y enzimas podria facilitar la busqueda de
organismos GRAS (generally recognised as safe) que, potencialmente, podrian ser

capaces de eliminar la histamina y el INAA de la matriz de los alimentos.
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El estudio de esta ruta catabdlica se ha llevado a cabo en P. putida U, una
bacteria que posee una gran versatilidad metabdlica. Esta cepa ha sido utilizada en
nuestro laboratorio para abordar el estudio del catabolismo de otras aminas biogénicas
tales como la 2-feniletilamina (Arias et al., 2008), la tiramina y la dopamina (Arcos et

al., 2010), asi como el de muchos otros compuestos (Olivera et al., 1998).

El primer abordaje experimental tuvo como finalidad determinar la asimilacion
tanto de histamina como de ImAA en P. putida U. Para ello, se elabor6 un medio de
composicion quimica definida -MM- (Martinez-Blanco et al., 1990) con histamina o
ImAA (10 mM) como Unicas fuentes de carbono. El crecimiento de P. putida U en él se
determind midiendo la evolucion de la turbidez de los cultivos (longitud de onda de
540 nm) a lo largo del tiempo de incubacion. Los resultados obtenidos indican que esta

cepa es capaz de degradar ambos compuestos con una alta eficiencia (Figura 26).
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Figura 26. Curva de crecimiento (medida como Abssgnm) de P. putida U cuando se cultivaba en A) MM
+ histamina (10 mM) y B) MM + ImAA (10 mM) como Unicas fuentes de carbono. Los valores
representados en estas gréficas, y en todas aquellas posteriores en las que se mida crecimiento bacteriano,
corresponden a los resultados absolutos. En cada uno de los casos se realizaron las diluciones apropiadas

a fin de que los valores de absorbancia se mantuvieran dentro del intervalo de linealidad (0,2-0,8).
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El siguiente abordaje consistié en comprobar si P. putida U era capaz de utilizar
la histamina como fuente de nitrégeno o, incluso, como fuente simultdnea de carbono y
de nitrdgeno. Para ello, se suplementd un MM, al cual se le elimind la fuente de
nitrdgeno -(NH,).SO4-, con &cido 4-hidroxifenilacético (4-OH-PhAc, 10 mM) como
fuente de carbono e histamina (10 mM) como fuente de nitrégeno, o bien
exclusivamente con histamina (10 mM) como fuente simultdnea de carbono y de
nitrégeno. Los resultados obtenidos evidencian la capacidad de esta cepa para utilizar la
histamina como fuente de nitrégeno y como fuente simultanea de carbono y de

nitrégeno (Figura 27).
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Figura 27. Curva de crecimiento (medida como Absssom) de P. putida U cuando se cultivaba en MM sin
fuente de nitrégeno suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM) (o), 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM) (V) o histamina (10 mM) (e).
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1. AISLAMIENTO DE MUTANTES INCAPACES
DE DEGRADAR HISTAMINA Y ACIDO

IMIDAZOLACETICO.

Como estrategia fundamental para abordar el estudio de la ruta responsable de la
degradacion de histamina y de ImAA en P. putida U procedimos a aislar mutantes

incapaces de degradar ambos compuestos.

La técnica empleada fue la mutagénesis con el transposén Tn5 (ver el apartado
10.1 de Materiales y Métodos). Tras el proceso de conjugacion, se llevoé a cabo la
seleccion de los diferentes transconjugantes replicando cada una de las colonias en
placas que contenian MM suplementado con histamina como Unica fuente de carbono y,
paralelamente, en otras que contenian MM suplementado con histidina, acido
fenilacético (PhAc) o medio LB. En todos los casos, se suplementd el medio con los
antibidticos requeridos (Km, el marcador genético del Tn5, y Rf, resistencia natural
cromosémica de P. putida U). Todas las fuentes de carbono se afiadieron a una

concentracion final de 5 mM.

En P. putida U, la histamina se degrada a través del intermediario catabélico
ImMAA (Gomez-Botran, 2017), por lo que, a su vez, todos aquellos transconjugantes que
eran incapaces de degradar la histamina como unica fuente de carbono, pero que, sin
embargo, asimilaban tanto la histidina como el PhAc, se replicaron en MM sdlido
suplementado con ImAA (5 mM) como unica fuente de carbono con el objetivo de
establecer una clasificacion de los mutantes afectados en esta ruta catabodlica. De este

modo, se aislaron 93 mutantes a los que clasificamos en tres grupos:
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e Clase 1: Incluye 30 mutantes incapaces de degradar la histamina pero que si
asimilaban el ImAA con la misma eficacia que la cepa silvestre. En estos
mutantes, el transposén Tn5 estaba insertado en genes que codifican
proteinas responsables de la transformacion de la histamina en ImMAA. Este
grupo de mutantes ha sido estudiado y descrito en la Tesis Doctoral de mi
compafiero el Dr. José Luis Gomez Botran (Gomez-Botran, 2017).

e Clase 2: Agrupa 22 mutantes incapaces de asimilar ni la histamina ni el
IMAA (Tabla 7). En estos mutantes, el transposén Tn5 estaba insertado en
genes que codifican proteinas responsables de la conversion del ImMAA en
intermediarios del metabolismo general.

e Clase 3: La integran 41 mutantes incapaces de degradar la L-histidina pero
que si asimilaban la histamina y el ImAA del mismo modo que lo hacia la
cepa silvestre (Tabla 7). La existencia de este grupo especifico de mutantes,
junto con el hecho de que los mutantes pertenecientes a los otros dos grupos
eran incapaces de degradar la histamina y mostraban un crecimiento
semejante al de la cepa silvestre cuando eran cultivados en MM conteniendo
L-histidina como Unica fuente de carbono, sugeria que no existia ninguna
relacion entre la ruta responsable del catabolismo del aminoéacido y de la

amina biogénica en la cepa objeto de estudio.

En esta Tesis Doctoral se han estudiado los mutantes de la clase 2, es decir,
aquellos que son incapaces de asimilar la histamina y el ImAA. En primer lugar,
analizamos la cinética de crecimiento de cada uno de estos mutantes, asi como la de la
cepa silvestre, midiendo la absorbancia alcanzada en MM liquido suplementado con

histamina, IMAA o histidina como unicas fuentes de carbono (10 mM) (Figura 28).
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Figura 28. Curva de crecimiento (medida como ADbSssnm) de P. putida U (e) y de un mutante
representativo de la case 2 (0) cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA
(10 mM) y C) MM + histidina (10 mM) como Unicas fuentes de carbono.

De este modo, se confirmo la incapacidad de todos los mutantes para catabolizar
tanto la histamina como el ImMAA. Ademas, se comprob6 que todos estos mutantes eran
capaces de crecer en MMs que contenian otras fuentes de carbono (histidina, PhAc o
4-OH-PhAc), lo que indicaba que la insercidn del transposon en estos genes no afectaba

al funcionamiento de procesos metabdlicos generales.

A su vez, el hecho de que todos estos mutantes fueran capaces de crecer en MM
suplementado con histidina como Unica fuente de carbono, indicaba que en P. putida U
los genes responsables de la degradacion de la histamina y del ImMAA no son los mismos
que los requeridos para el catabolismo de la histidina o de alguno de sus intermediarios

(caso del &cido imidazolacrilico -acido urocanico-) (Figura 29).
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Figura 29. Comparacidn de las rutas catabélicas de la histidina y de la histamina en P. putida U.

A pesar de este resultado experimental, y ante la existencia en la literatura de
referencias bibliograficas que planteaban la posibilidad de que, en las bacterias, la via
de asimilacién de la histamina fuera similar a la de la histidina (Marti-Arbona et al.,
2006), el siguiente abordaje experimental consistio en disrumpir algunos genes que
codifican proteinas involucradas en la degradacion de histidina en bacterias, v,
posteriormente, observar si esas cepas recombinantes eran capaces o no de asimilar la

histamina.

Disrupcion del gen hutF de P. putida U.
En primer lugar, procedimos a interrumpir, mediante una disrupcion génica (ver
apartado 10.2 de Materiales y Métodos), el gen hutF, que codifica la enzima formimino-

glutamato deiminasa, la cual es responsable de la eliminacion del grupo formimino del
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acido N-formimino-glutdmico en la ruta de degradacién de la histidina (Figura 30)

(Nelson et al., 2002; Tabor y Mehler, 1954; Tabor et al., 1952).
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COOH COOH COOH
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Acido . .
L-glutamico N-formil N-formimino
9 L-glutamico L-glutamico

Figura 30. Ruta de degradacion de la histidina (Lessie y Neidhardt, 1967; Tabor y Mehler, 1954).
Modificado de Coote y Hassall, 1973.

El resultado obtenido revel6 que la cepa P. putida U a la que se le habia
interrumpido el gen hutF (P. putida U hutF::pK18::mob) (Tabla 7) era capaz de crecer
en histamina como unica fuente de carbono, pero no en histidina, lo que indicaba que

este gen codificaba una proteina exclusiva de la ruta catabdlica del aminoacido.

Disrupcion del gen hutG en P. putida U.

Del mismo modo, procedimos a disrumpir el gen hutG, que codifica una

N-formil-glutamato deformilasa, la cual cataboliza el paso de acido formil-glutdmico a
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acido glutdmico en la degradacion de la histidina (Figura 30) (Nelson et al., 2002;

Tabor y Mehler, 1954; Tabor et al., 1952).

El resultado obtenido fue similar al anterior, ya que la cepa P. putida U
hutG::pK18::mob (hutG disrupto) (Tabla 7) no era capaz de asimilar la histidina, pero
si la histamina. Por lo tanto, concluimos que ambas enzimas, HutF y HutG, son dos
enzimas diferentes a las que hipotéticamente catalizan un proceso similar (eliminacion

del grupo formilo) en la degradacion de la histamina.

Por altimo, en la cepa Pseudomonas aeruginosa PAOL se ha descrito un gen que
presuntamente codifica una formimidoil glutamasa (Pa3175) y que degradaria
directamente el acido N-formimino-glutdmico a acido glutdmico (Marti-Arbona et al.,
2006). Sin embargo, no se ha encontrado ningun analogo de este gen en el genoma de
P. putida U, por lo que desechamos la posibilidad de su participacion en la ruta de

degradacion de la histamina en P. putida U.
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2. ANALISIS MEDIANTE HPLC DEL CONSUMO
DE HISTAMINA Y DE ACIDO
IMIDAZOLACETICO, ASI COMO DEL ACUMULO
DE INTERMEDIARIOS METABOLICOS EN LOS
CALDOS DE CULTIVO DE Pseudomonas putida U Y

DE LOS DISTINTOS MUTANTES.

Para identificar y separar tanto la histamina como el ImMAA (Figura 31)
empleamos un sistema de separacion por HPLC mediante la aplicacion de un gradiente
con una fase movil compuesta por (A) H3PO4 59,4 mM, H,SO4 5,4 mM (pH 1,0) y (B)
acetonitrilo, utilizando una columna de fase reversa Gemini 5um C18 110A (250 x
4,6 mm) y monitorizando las muestras a 210 nm mediante un detector de longitud de

onda variable UV/visible (ver apartado 14 de Materiales y Métodos).

Figura 31. Deteccién mediante HPLC de A) histamina (Rt= 4,9 min) y B) ImAA (Rt= 6,1 min) a una

concentracion de 0,1 mg/mL.
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Ademas, mediante la utilizacion de este sistema se pudieron detectar y resolver
cromatograficamente otras aminas biogénicas, algunos aminoacidos (Figura 32) y

diferentes compuestos imidazélicos (Figura 33).
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Figura 32. Deteccion mediante HPLC de A) histidina (Rt= 5,1 min), B) lisina (Rt= 5,2 min), C) ornitina
(Rt= 5,3 min), D) asparagina (Rt= 5,5 min), E) GABA (Rt= 5,6 min), F) glutamina (Rt= 5,7 min),

G) dopamina (Rt= 11,2 min) y H) tiramina (Rt= 15,0 min), a una concentracién de 0,1 mg/mL.
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Figura 33. Deteccion mediante HPLC de A) imidazolcarboxaldehido (Rt= 5,7 min), B) acido
imidazolcarboxilico (Rt= 5,9 min), C) ImAA (Rt= 6,1 min), D) acido imidazol-lactico (Rt= 6,3 min), E)
acido imidazoldicarboxilico (Rt= 10,3 min) y F) acido urocanico (Rt= 11,5 min), a una concentracion de
0,1 mg/mL.

Con el objetivo de estudiar el consumo de histamina en P. putida U, se cultivo
dicha cepa en MM suplementado con este compuesto (10 mM) como Unica fuente de
carbono y energia (en adelante nos referiremos a este medio como MMH). Se tomaron
muestras del caldo de fermentacién a diferentes tiempos, se centrifugaron para eliminar
tanto las células como los restos celulares, y el sobrenadante fue filtrado a través de
filtros Millipore® (tamafio de poro 0,22 pm). 1 mL de la muestra obtenida fue analizado

mediante HPLC en las condiciones descritas anteriormente. En la Figura 34
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observamos cémo entre las 9 y las 13 horas (Figura 34A) aparece un pico, el cual
desparece a las 14 horas, con un tiempo de retencién que corresponde al ImAA (Figura
34B). Este hecho ponia de manifiesto que este compuesto no sélo participaba como
intermediario del catabolismo de la histamina en P. putida U, sino que era excretado al
caldo de cultivo por parte de la bacteria para luego tomarlo y proseguir con su

degradacion.

0 1 t=0h 1 t=6h | t=12h
Hin 1 Hin 3

0.8

Abs (540 nm)

0.6
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Hin e ImAA en el caldo de cultivo (mM)
i
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Figura 34. A) Curva de crecimiento (medida como Abssso,m) cuando se cultivaba P. putida U (e) en
MMH (10 mM), consumo de histamina (Hin) (#) y aparicion de ImAA (<). La concentracion de Hin y de
ImAA se calcula a partir del area de los picos de los cromatogramas. B) Deteccion mediante HPLC de la

histamina y del ImAA en el caldo de cultivo a diferentes tiempos.

Del mismo modo, analizamos la asimilacion del ImMAA por parte de la cepa
silvestre cultivandola en MM suplementado con 10 mM de este compuesto como Unica
fuente de carbono y energia (MMI), observando que el ImAA era féacilmente

metabolizado por la bacteria (Figura 35).
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Figura 35. A) Curva de crecimiento (medida como AbSssnm) cuando se cultivaba P. putida U (e) en
MMI (10 mM) y consumo de ImAA (¢). B) Deteccion mediante HPLC de ImAA en el caldo de cultivo a

diferentes tiempos.

Finalmente, y con el objetivo de identificar los intermediarios catabdlicos de la
ruta, asi como de dilucidar las actividades enziméticas responsables de la degradacion
de la histamina y del ImMAA en P. putida U, se procedi6 a cultivar los diferentes
mutantes obtenidos en MM suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM), para soportar el
crecimiento bacteriano, ademas de histamina (10 mM) como fuente de los posibles
intermediaros catabolicos que fuesen excretados al medio. Se procesaron, como se
indicd anteriormente, las muestras obtenidas a distintos tiempos de cultivo de los
diferentes caldos y se analizaron mediante HPLC usando la estrategia previamente
indicada y, cuando fue necesario, mediante cromatografia en capa fina (TLC) utilizando
como fase movil etanol al 96% y agua en proporciones relativas 70:30 (v/v) y

ninhidrina-colidina como agente revelador (ver apartado 15 de Materiales y Métodos).

Mediante este estudio observamos que en las muestras analizadas de los caldos
de cultivo de los distintos mutantes se acumulaban tres compuestos caracteristicos, 1o

gue nos permitié agrupar los mutantes en tres grupos diferenciados.
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El primer grupo estaria compuesto por los mutantes 2, 3, 45, 46, 47, 48, 51 y 53.
Estos mutantes, cuando se cultivaban en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM), eran capaces de transformar la histamina en ImAA (Figura 36), el cual era

excretado al caldo y permanecia inalterado en el medio de cultivo.

ared 6,1

Hin e ImAA en el caldo de cultivo (mM)

Tiempo (h)

Figura 36. A) Curva de crecimiento (medida como AbSssnm) de P. putida U (e) y de un mutante
representativo del primer grupo (A) cuando se cultivaban en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM). Concentracion residual de histamina en los cultivos de la cepa P. putida U (o) y en los cultivos
de los mutantes pertenecientes al primer grupo (A). Aparicion de ImAA en los cultivos de los mutantes
pertenecientes al primer grupo (V). B) Cromatograma correspondiente al intermediario acumulado al

final de la curva de crecimiento mediante HPLC (Rt= 6,1 min) (ImAA).

El sequndo grupo era el formado, exclusivamente, por los mutantes 26 y 63. Del
mismo modo, estos mutantes degradaban la histamina cuando se cultivaban en MM +
4-OH-PhAc (10 mM) + histamina (10 mM), aunque lo hacian de un modo mucho maés

lento en comparaciéon con los otros mutantes. Posteriormente, ambos excretaban el
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ImAA al medio para tomarlo de nuevo y, finalmente, acumulaban en el caldo de cultivo

un catabolito desconocido con un tiempo de retencion de 8,0 min (Figura 37).

8,0

]

Abs (540 nm)
en el caldo de cultivo (mM)

Hin e intermediario catabodlico

0 20 40 60 80 100 120
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Figura 37. A) Curva de crecimiento (medida como AbSssnm) de P. putida U (e) y de un mutante
representativo del segundo grupo (A) cuando se cultivaban en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM). Concentracién residual de histamina en los cultivos de la cepa P. putida U (o) y en los cultivos
de los mutantes pertenecientes al segundo grupo (A). Aparicion del intermediario catabdlico en los
cultivos de los mutantes pertenecientes al segundo grupo (V). B) Cromatograma correspondiente al

intermediario acumulado al final de la curva de crecimiento mediante HPLC (Rt= 8,0 min).

Finalmente, el tercer grupo correspondia al compuesto por los mutantes 5, 15,
16, 17, 18, 32, 36, 42, 68, 69, 71 y 72. Todos ellos, cuando se cultivaban en MM +
4-OH-PhAc (10 mM) + histamina (10 mM), transformaban la histamina en ImAA, el
cual era explusado al caldo y tomado de nuevo para proseguir su degradacion. Sin
embargo, no se detectaba ningun intermediario mediante HPLC, por lo que para estos
mutantes empleamos la técnica de cromatografia en capa fina (TLC), comprobando que

el intermediario acumulado en el caldo correspondia al &cido aspartico (Figura 38).
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Figura 38. A) Curva de crecimiento (medida como AbSssnm) de P. putida U (e) y de un mutante
representativo del tercer grupo (A) cuando se cultivaban en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM). Concentracién residual de histamina en los cultivos de la cepa P. putida U (o) y en los cultivos
de los mutantes pertenecientes al tercer grupo (A). B) Placa de TLC del acido aspartico acumulado al final

de la curva de crecimiento (Rf= 0,55).

Haciendo un breve resumen de la informacion obtenida con los estudios
realizados sobre las cinéticas de crecimiento de los distintos mutantes y tras el analisis

de los caldos de cultivo, pudimos afirmar que:

e En P. putida U, la degradacion de la histamina transcurre a traves del
intermediario catabdlico ImAA. De hecho, tanto la cepa silvestre como todos los
mutantes excretaban al caldo el ImMAA para luego tomarlo y proseguir con su
degradacion.

e Los mutantes 2, 3, 45, 46, 47, 48, 51 y 53 podrian presentar una mutacion que

afectase al gen, o genes, que codifica(n) la(s) proteina(s) responsable(s) del
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primer paso en la degradacion del ImAA, o bien a algin regulador
transcripcional positivo (activador) de los mismos.

Los mutantes 26 y 63 presentaban una mutacion que afecta al gen, o genes, que
codifica(n) la(s) proteina(s) responsable(s) de un paso posterior de la
degradacion del ImMAA, cuyo intermediario era desconocido pero detectable por
HPLC.

En los mutantes 5, 15, 16, 17, 18, 32, 36, 42, 68, 69, 71 y 72 la mutacion se
habia producido en un gen, o genes, que codifica(n) la(s) proteina(s)
implicada(s), probablemente, en la transformacion del &cido aspartico en
metabolitos generales, indicando que este aminoacido podria ser el producto

final de la degradacion de ImAA.
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3. IDENTIFICACION DEL PUNTO DE INSERCION

DEL TRANSPOSON Tn5 Y SECUENCIACION DE

LAS ZONAS ADYACENTES.

Una vez determinado el comportamiento de los diferentes mutantes afectados en
el catabolismo de la histamina y del ImAA, se procedié a identificar el punto de
insercion del transposon empleando una estrategia disefiada en nuestro laboratorio,
denominada recombinacion del brazo del Tn5 (ver apartado 10.1.2 de Materiales y
Métodos) (Arcos et al., 2010). De esta manera, se pudo determinar qué gen estaba

interrumpido en cada uno de los mutantes.

Una vez localizado el punto de insercion del transposon Tnb, se llevo a cabo la
secuenciacion de las zonas adyacentes (ver apartado 10.1.3 de Materiales y Métodos), lo
que nos permitié la identificacion de 3 organizaciones genéticas que se describiran a

continuacion.
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4. ANALISIS DE LOS DIFERENTES CLUSTERS
IMPLICADOS EN LA DEGRADACION DE LA
HISTAMINA Y DEL ACIDO IMIDAZOLACETICO

EN P. putida U.

En este apartado se va a describir la organizacion genética de los clusters
implicados en la degradacion de la histamina y, en concreto, del IMAA en P. putida U.
Se realizard un anélisis de los distintos marcos de lectura identificados (ORFS) v,
posteriormente, se procederd a estudiar genética y bioquimicamente las proteinas
codificadas. Ademas, se llevard a cabo la expresion en trans de determinados genes,
utilizando para ello vectores derivados del pldésmido pBBR1, replicativo en
Pseudomonas (Kovach et al., 1995). Finalmente, se realizara un estudio comparativo de

la organizacion genetica de los diferentes clusters implicados en otros microorganismos.

4.1. Cluster hin2 en P. putida U y analisis comparativo en

otros microorganismos.

El analisis de los mutantes 2, 26, 53 y 63, incapaces de crecer en MM
suplementado con histamina ni con ImMAA como Unicas fuentes de carbono, permitio
identificar un fragmento de DNA de 5701 pb donde se localiza el cluster hin2 de
P. putida U (Figura 39). En esta figura se muestra la secuencia de nucle6tidos de este

fragmento, asi como las proteinas codificadas en él.
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A continuacién, se analizaran los distintos ORFs secuenciados, las proteinas
codificadas en ellos y su posible funcion en la ruta catabdlica. Asi mismo, se

compararan éstas con otras proteinas existentes en diferentes microorganismos.

1 TGCTGGCGGCGCCCGCCAGTCGACTGACCGCGGCGACTACGTGATTTCTTACGCCTTGCC
ACGACCGCCGCGGGCGGTCAGCTGACTGGCGCCGCTGATGCACTAAAGAATGCGGAACGG

61 GTAAGAGCGCGTCGCCCCCTTCGCGGGTGAACCCGCTCCCACAAGGTCAGCACTGGCCAT
CATTCTCGCGCAGCGGGGGAAGCGCCCACTTGGGCGAGGGTGTTCCAGTCGTGACCGGTA

PpU 0003 -~ M P
121 GCGGGCGCGGGTTCAGCCGTGAATGGCCCTGAATAACAACCCGAGACACAGCAATGCCAT
CGCCCGCGCCCAAGTCGGCACTTACCGGGACTTATTGTTGGGCTCTGTGTCGTTACGGTA

s A I R I T P T L L L A L A S T T A L A
181 CCGCAATTCGCATTACCCCTACCCTGCTGCTGGCCTTGGCCAGCACCACCGCCCTGGCCG
GGCGTTAAGCGTAATGGGGATGGGACGACGACCGGAACCGGTCGTGGTGGCGGGACCGGL

b 6 bL M TR S T L T G D W G G L R H 0O
241 ACGGCGACCTGATGACCCGCAGCACCCTCACCGGTGACTGGGGCGGCCTGCGCCACCAGC
TGCCGCTGGACTACTGGGCGTCGTGGGAGTGGCCACTGACCCCGCCGGACGCGGTGGTCG

L £ b D GV K F T G DY S G E T A Y N A
301 TTGAAGACGACGGCGTGAAGTTCACCGGCGACTACAGCGGCGAAACCGCCTACAACGCCC
AACTTCTGCTGCCGCACTTCAAGTGGCCGCTGATGTCGCCGCTTTGGCGGATGTTGCGGG

H 6 G L. H R S A R Y S Q N L K L G V Q F
361 ACGGCGGCCTGCACCGCTCGGCGCGCTATTCGCAGAACCTGAAGCTGGGCGTGCAGTTCG
TGCCGCCGGACGTGGCGAGCCGCGCGATAAGCGTCTTGGACTTCGACCCGCACGTCAAGC

p L s K L ¥ G L D NGGK V QQ L T I N D
421 ACCTGTCGAAACTGTACGGCCTGGACAACGGCGGCAAGGTCCAGCTGACCATCAACGACC
TGGACAGCTTTGACATGCCGGACCTGTTGCCGCCGTTCCAGGTCGACTGGTAGTTGCTGG

R R G N S A S E DL V G N R L P I O E N
481 GCCGTGGTAACAGTGCTTCGGAAGACCTGGTAGGCAACCGCCTGCCGATCCAGGAAAACT
CGGCACCATTGTCACGAAGCCTTCTGGACCATCCGTTGGCGGACGGCTAGGTCCTTTTGA

F G G L Y TR L T E L S Y E R T L F T P
541 TCGGTGGCCTGTACACCCGCCTGACCGAGCTGAGCTACGAGCGCACCCTGTTCACCCCGG
AGCCACCGGACATGTGGGCGGACTGGCTCGACTCGATGCTCGCGTGGGACAAGTGGGGCC

AL NV K L G Y M AM G ND L G G L D S
601 CGCTCAACGTCAAGCTGGGCTACATGGCCATGGGTAACGACCTGGGCGGCCTGGACAGCG
GCGAGTTGCAGTTCGACCCGATGTACCGGTACCCATTGCTGGACCCGCCGGACCTGTCGC

G 1 L. ¢ N F M NA G F C G H P L N M S G
661 GCATCCTGTGCAACTTCATGAACGCCGGCTTCTGCGGCCACCCGCTGAACATGTCCGGTG
CGTAGGACACGTTGAAGTACTTGCGGCCGAAGACGCCGGTGGGCGACTTGTACAGGCCAC

G S G wW T N Y P N A HL G V R V K Y D L
721 GCAGCGGCTGGACCAACTACCCCAACGCTCACCTGGGCGTGCGGGTGAAGTACGACCTGT
CGTCGCCGACCTGGTTGATGGGGTTGCGAGTGGACCCGCACGCCCACTTCATGCTGGACA

s P A W QO L R V A A F NV D P E S N G N

781 CGCCTGCCTGGCAATTGCGCGTGGCGGCGTTCAACGTCGACCCCGAAAGCAATGGCAACT
GCGGACGGACCGTTAACGCGCACCGCCGCAAGTTGCAGCTGGGGCTTTCGTTACCGTTGA
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s S R A W H L G P K H T T G T V V P V E
841 CCAGCCGCGCCTGGCACCTGGGCCCCAAGCACACCACCGGCACCGTGGTACCGGTGGAGC
GGTCGGCGCGGACCGTGGACCCGGGGTTCGTGTGGTGGCCGTGGCACCATGGCCACCTCG

r vy KL 0 G E L S G E Y K L G Y Y Y D
901 TGGTGTACAAGCTACAGGGTGAACTGTCCGGCGAGTACAAGCTGGGCTACTACTACGACA
ACCACATGTTCGATGTCCCACTTGACAGGCCGCTCATGTTCGACCCGATGATGATGCTGT

s s b Vv K R I G S D D E V S G R G G H Y
961 GCTCCGACGTGAAACGCATCGGCAGCGATGACGAAGTATCCGGCCGTGGCGGCCACTACC
CGAGGCTGCACTTTGCGTAGCCGTCGCTACTGCTTCATAGGCCGGCACCGCCGGTGATGG

L L. I b o A V W N D OQ S S P G R S L H A
1021 TGCTGATCGACCAGGCCGTGTGGAACGACCAAAGCTCGCCAGGCCGCAGCCTGCATGCCT
ACGACTAGCTGGTCCGGCACACCTTGCTGGTTTCGAGCGGTCCGGCGTCGGACGTACGGA

F G QY S A S S K A A S P F T K W Y G A
1081 TCGGCCAGTACTCGGCATCCAGCAAGGCCGCCTCGCCGTTCACCAAGTGGTATGGCGCCG
AGCCGGTCATGAGCCGTAGGTCGTTCCGGCGGAGCGGCAAGTGGTTCACCATACCGCGGC

G v v L ¥ K P F E G R P K D T V A L G Y
1141 GCGTGGTGCTGTACAAGCCGTTCGAAGGCCGCCCGAAAGATACGGTGGCGCTGGGTTACG
CGCACCACGACATGTTCGGCAAGCTTCCGGCGGGCTTTCTATGCCACCGCGACCCAATGC

G R AV P N P R S R DV L E D A A F N A
1201 GCCGTGCCGTGCCTAACCCGCGTAGCCGCGATGTGCTGGAAGACGCCGCCTTCAACGCTG
CGGCACGGCACGGATTGGGCGCATCGGCGCTACACGACCTTCTGCGGCGGAAGTTGCGAC

G ¢ o F P D I DS A E QL I E L S Y G Y
1261 GCCAGCAGTTCCCCGACATCGACAGCGCCGAGCAGTTGATCGAACTGAGCTATGGCTACC
CGGTCGTCAAGGGGCTGTAGCTGTCGCGGCTCGTCAACTAGCTTGACTCGATACCGATGG

A T P W L N L R P D V Q Y I I E P G A
1321 AGGCGACGCCATGGTTGAACCTGCGCCCGGATGTGCAGTACATCATCGAGCCGGGGGCGT
TCCGCTGCGGTACCAACTTGGACGCGGGCCTACACGTCATGTAGTAGCTCGGCCCCCGCA

F S G K K I D N AL V V G L QQ V K A S F
1381 TCTCGGGGAAGAAGATCGACAACGCGTTGGTGGTTGGCCTGCAGGTCAAGGCCAGCTTCT
AGAGCCCCTTCTTCTAGCTGTTGCGCAACCACCAACCGGACGTCCAGTTCCGGTCGAAGA

1441 AACCTGAAGCAGACACCGATCCCTGAAGGAGCGACACAAGGTCGCTCCTGCATACGTTCT
TTGGACTTCGTCTGTGGCTAGGGACTTCCTCGCTGTGTTCCAGCGAGGACGTATGCAAGA

1501 TTACCCTGTCAGACGGGAGCCTGCCGCAGGTAATCCACCAACCTCAGCAGCATGGCATCA
AATGGGACAGTCTGCCCTCGGACGGCGTCCATTAGGTGGTTGGAGTCGTCGTACCGTAGT
I v P A 0 R L ¥ DV L R L L M A D

1561 CACCCCCGTAACTGCTCGACACTGACGAATTCATCCGGCTTGTGCCCCTGGTCCATGCTG
GTGGGGGCATTGACGAGCTGTGACTGCTTAAGTAGGCCGAACACGGGGACCAGGTACGAC
c 6 R L. Q E V s VvV F E D P K H G QQ D M S

1621 CCAGGCCCGCACACCACGGTCGGGATCCCTGCCTGGTCGAACAGGCCGCCTTCGGTACCA
GGTCCGGGCGTGTGGTGCCAGCCCTAGGGACGGACCAGCTTGTCCGGCGGAAGCCATGGT
G p G C V VT P I G A QO D F L G G E T G

1681 AACGCCACCGTGCCGAATTCATCCGTGCCACTGAGCAACGCCACCAGCCGCGCAGCCTCG
TTGCGGTGGCACGGCTTAAGTAGGCACGGTGACTCGTTGCGGTGGTCGGCGCGTCGGAGC
F AV T G F E D T G s L L A V L R A A E
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1741 CTGTCTGCCGATGTCGCCAGCCCTGGGTAGGCGCTCAACGGTTGCAGGCGGATGTCACTG
GACAGACGGCTACAGCGGTCGGGACCCATCCGCGAGTTGCCAACGTCCGCCTACAGTGAC
s bA S TAUL G P Y A S L P QO L R I D S8

1801 GCCGCATTGACCTTGCGCATACGCGGCAGCAGCTCGGCCTCTGCATAAGTCTGCAACTGG
CGGCGTAACTGGAACGCGTATGCGCCGTCGTCGAGCCGGAGACGTATTCAGACGTTGACC
A A NV KR MR P L L E A E A Y T O L O

1861 TCGGCCACTGCCTGTGCCTCGAAACCTGGCAGCGCGCGCACTTCGAAATCGAACTCACAC
AGCCGGTGACGGACACGGAGCTTTGGACCGTCGCGCGCGTGAAGCTTTAGCTTGAGTGTG
b AV A Q A E F G P L A RV E F D F E C

1921 TCTGCCGGCACGATATTCAGCGCCCTGCCCCCTTTGATCACCCCGGTCTGCACCGTGGAG
AGACGGCCGTGCTATAAGTCGCGGGACGGGGGAAACTAGTGGGGCCAGACGTGGCACCTC
E AP Vv I NL A R G G K I V G T Q V T S

1981 AACGGTGGGTCGAAGCGCACGTCGTGATGCACCGGCAATGCCAGCGCGTCACCGATGTCA
TTGCCACCCAGCTTCGCGTGCAGCACTACGTGGCCGTTACGGTCGCGCAGTGGCTACAGT
F P P D F RV DHHV P L A L A D G I D

2041 CCCAACTTGCCGATCAGCTTCGCCGCATACTCGATGGCATTCACCCCATACGGCGCATAC
GGGTTGAACGGCTAGTCGAAGCGGCGTATGAGCTACCGTAAGTGGGGTATGCCGCGTATG
G L K 6 I L. X A A Y E I A N V G Y P A Y

2101 GCCGAATGGCAGGCCGCACCCTGCACCTGGCAGCGCATTGCCAGCTTGCCTTTGTGCCCC
CGGCTTACCGTCCGGCGTGGGACGTGGACCGTCGCGTAACGGTCGAACGGAAACACGGGG
A S H C A A G Q V Qg C R M A L K G K H G

2161 AGCACCGGTTTCAGCCCGGTGGGTTCGCCAATCAGGCACAGGCGTGGCTTGTGCGGGCGC
TCGTGGCCAAAGTCGGGCCACCCAAGCGGTTAGTCCGTGTCCGCACCGAACACGCCCGCG
L v p K L 6T P E G I L C L R P K H P R

2221 TGTTCGAGCGCGGCCAGCATCGACCGCACACCCAGGCAACCCACTTCCTCGTCGTAGGAA
ACAAGCTCGCGCCGGTCGTAGCTGGCGTGTGGGTCCGTTGGGTGAAGGAGCAGCATCCTT
 E L A A L M S RV G L C G V E E D Y S

2281 AATGCCAGGTGCACCGGCAGGTGCAACGGCTGGGCAAGGAACGCGGGCACCGCGGCCAGC
TTACGGTCCACGTGGCCGTCCACGTTGCCGACCCGTTCCTTGCGCCCGTGGCGCCGGTCG
F AL H V P L H L P Q A L F A P V A A L

2341 ACCGACGCGATGAAGCCTTTCATGTCGGCCGTGCCGCGGCCATACAGGCGCCCGTCACGT
TGGCTGCGCTACTTCGGAAAGTACAGCCGGCACGGCGCCGGTATGTCCGCGGGCAGTGCA
v s A I F G K M D A T G R G Y L R G D R

2401 TCGCTCAGGGCAAACGGCTCGACGGTCCAGGCCTGGCCGTCCACCGGCACCACATCGGTA
AGCGAGTCCCGTTTGCCGAGCTGCCAGGTCCGGACCGGCAGGTGGCCGTGGTGTAGCCAT
E s L. A F P E V T WA O G D V P V V D T

2461 TGCCCCGACAGCACCACGCCGCCAACGCCCTGGGGGCCGATGGTGGCGAACAGGTTGGCT
ACGGGGCTGTCGTGGTGCGGCGGTTGCGGGACCCCCGGCTACCACCGCTTGTCCAACCGA
H G s L vV G G V G Q P G I T A F L N A

2521 TTGGTGCCTTCGGGGTTATGGAACAGTTCACTTTCCACCCCCTGCTCGGCCAGGTAATCA
AACCACGGAAGCCCCAATACCTTGTCAAGTGAAAGGTGGGGGACGAGCCGGTCCATTAGT
K T G E P NH F L E S E V G Q E A L Y D

2581 CGGATAAAGCCGATCAGCTCAAGGTTGGAGTCCCGGCTGACCGTTGCAAAGCCGACCAGC
GCCTATTTCGGCTAGTCGAGTTCCAACCTCAGGGCCGACTGGCAACGTTTCGGCTGGTCG
R I ¥ 6 I L. £ L N S D R s VvV T A F G V L
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2641 CGGGCCAGCAGCGCGCGGCTGGCAAAATCACTCATCGCCCGGCACCCCGTAGCTGGGCGC
GCCCGGTCGTCGCGCGCCGACCGTTTTAGTGAGTAGCGGGCCGTGGGGCATCGACCCGCG
E D G P V G Y S P A

R A L L A R S A F D S M < hinG

2701 GGCCGTCGGGTTCAGGGCGCGGGTAACGTAATCCTGCATCTGCGGGCGGTACGCCTGCCA
CCGGCAGCCCAAGTCCCGCGCCCATTGCATTAGGACGTAGACGCCCGCCATGCGGACGGT
A T P N L A R T V Y D Q M Q P R Y A Q W

2761 CAGGCCATCGAGCACACCGATCGGGTCGGTATCGGCCCAGTCCACGCGCAGGTCCACCAA
GTCCGGTAGCTCGTGTGGCTAGCCCAGCCATAGCCGGGTCAGGTGCGCGTCCAGGTGGTT
L 6 Db L v I p DT DA AWDV R L D V L

2821 TGGCCAGGTCAGCTCGCCAGCGATCTTCAACGCTGCCGAGTGCACCGGCCCGGCCTCGCC
ACCGGTCCAGTCGAGCGGTCGCTAGAAGTTGCGACGGCTCACGTGGCCGGGCCGGAGCGG
p w T L E G A I K L A A S H V P G A E G

2881 ACCTGCGGCCATCGCCGCATGCATGGCAGCCAGCAAGCGGTCGGCCAGGTGCCCGCCGGC
TGGACGCCGGTAGCGGCGTACGTACCGTCGGTCGTTCGCCAGCCGGTCCACGGGCGGCCG
G A A M A A HMAATL L R DA ATL H G G A

2941 CTCTTCAAAGGCCAGGACCATCGCTTCGATCACCTGGGTCGAGGACAACAGGTTACCCGC
GAGAAGTTTCCGGTCCTGGTAGCGAAGCTAGTGGACCCAGCTCCTGTTGTCCAATGGGCG
E E F A L VMAE I V Q T s S L L N G A

3001 CGCCGCGCATTGCTCACCGGCCACGGCATTGTGCGTGCCCAATGCCTCACGACCGGTGAA
GCGGCGCGTAACGAGTGGCCGGTGCCGTAACACGCACGGGTTACGGAGTGCTGGCCACTT
A A C Q E G A V A NHT G L A E R G T F

3061 CAGTGCCACCTGGCCTTGGCTGTCGATCACTGTGACCTGCCGGTACTCGCTCCAGCCATT
GTCACGGTGGACCGGAACCGACAGCTAGTGACACTGGACGGCCATGAGCGAGGTCGGTAA
L AV 0 G o s b I Vv T Vv Q R Y E S W G N

3121 GGCGCTCAGTACCCGGTCCAGCGCAGCCGCAGGCGGCAACTGGCCCTGCTCCAGGGCATC
CCGCGAGTCATGGGCCAGGTCGCGTCGGCGTCCGCCGTTGACCGGGACGAGGTCCCGTAG
A S L VR D L A A A P P L Q G QQ E L A D

3181 GAGAATCTGCGGGCCCAGTGCCGGCAAGGTGATGTTCTGGGTGGAAACAGCGCCAACACC
CTCTTAGACGCCCGGGTCACGGCCGTTCCACTACAAGACCCACCTTTGTCGCGGTTGTGG
rLr T o P G L AP L T TI N QT S V A G V G

3241 CGCACGTACCCAAGGGCAGCGGGCCCCCACGGCGATGCTCGACGAACTGATGGCGATGCC
GCGTGCATGGGTTCCCGTCGCCCGGGGGTGCCGCTACGAGCTGCTTGACTACCGCTACGG
A RV W P CU R A GV A I 5 s S s I A I G

3301 GACCTGGCCGGTTTCCTGGCAGCGGCCAATGATGGAGAAGGTCATGGTAATGCTCCTGTT
CTGGACCGGCCAAAGGACCGTCGCCGGTTACTACCTCTTCCAGTACCATTACGAGGACAA
vV ¢ 6 T E ¢ C R G I I s F T M« hinH

3361 GTCCTGTGCGATGCAGGGCATTCTGGGCGCAACCTTCTAGCCCACGAAACCAACATTTTC
CAGGACACGCTACGTCCCGTAAGACCCGCGTTGGAAGATCGGGTGCTTTGGTTGTAAAAG

3421 CGAGGGGTTAGGCAGGAAAAAACTTTGCTGTGGCAGAGATCGCGCGCCGCGCGGGCGGCG
GCTCCCCAATCCGTCCTTTTTTGAAACGACACCGTCTCTAGCGCGCGGCGCGCCCGLLGL

3481 CTCGATTTCCGCCCCCAAAAAAGCCACGACATACACGGGATCAACACACCTACAAGCCAC
GAGCTAAAGGCGGGGGTTTTTTCGGTGCTGTATGTGCCCTAGTTGTGTGGATGTTCGGTG

3541 AGAATTCAAGGCCTTCGCCGTTTTATCGGCAAGCACCAGCTAAATACTATTTTCGCCATT
TCTTAAGTTCCGGAAGCGGCAAAATAGCCGTTCGTGGTCGATTTATGATAAAAGCGGTAA
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3601 TGTGCAGTATCCCTAGTCTGGCTCCAGGCAACGGCGGTCCTCCAAACCGACCTTACAAAA
ACACGTCATAGGGATCAGACCGAGGTCCGTTGCCGCCAGGAGGTTTGGCTGGAATGTTTT

hinF - M T L N N L E I D T L V
3661 ACCGCCTGAACAAGGGCTCGGACATGACACTGAACAACCTCGAAATCGACACGCTCGTCG
TGGCGGACTTGTTCCCGAGCCTGTACTGTGACTTGTTGGAGCTTTAGCTGTGCGAGCAGC

v 6 A G Q A GV A M S E H L N KL G V P
3721 TCGGCGCCGGCCAGGCCGGCGTGGCCATGAGCGAACACCTGAACAAGCTTGGCGTGCCGC
AGCCGCGGCCGGTCCGGCCGCACCGGTACTCGCTTGTGGACTTGTTCGAACCGCACGGLG

H L v L E R N R I A E A W R T G R W D S
3781 ACCTGGTGCTGGAGCGCAACCGCATCGCCGAGGCCTGGCGCACCGGCCGCTGGGACTCGC
TGGACCACGACCTCGCGTTGGCGTAGCGGCTCCGGACCGCGTGGCCGGCGACCCTGAGCG

L v A NGPV W HDI RVF P G L E F N L D
3841 TGGTGGCCAACGGCCCGGTCTGGCACGACCGCTTCCCAGGCCTGGAATTCAACCTCGACG
ACCACCGGTTGCCGGGCCAGACCGTGCTGGCGAAGGGTCCGGACCTTAAGTTGGAGCTGC

A D A F A G K D OV A DY F E Q Y V R K
3901 CCGACGCCTTCGCGGGCAAGGACCAAGTGGCCGACTACTTCGAGCAGTACGTACGTAAGT
GGCTGCGGAAGCGCCCGTTCCTGGTTCACCGGCTGATGAAGCTCGTCATGCATGCATTCA

Yy N L. P V R T G I E VvV K R V V R N S D R
3961 ACAACCTGCCAGTGCGCACCGGCATCGAAGTGAAGCGCGTGGTGCGCAACAGCGACCGCC
TGTTGGACGGTCACGCGTGGCCGTAGCTTCACTTCGCGCACCACGCGTTGTCGCTGGCGG

p G F T I E T N E G V I R A N R V V A A
4021 CTGGCTTCACCATCGAAACCAATGAAGGGGTGATCCGCGCCAACCGTGTGGTCGCTGCCA
GACCGAAGTGGTAGCTTTGGTTACTTCCCCACTAGGCGCGGTTGGCACACCAGCGACGGT

T 6 p F Q K Pp V I P A I A P K D S N L H
4081 CCGGCCCGTTCCAGAAGCCGGTGATCCCGGCCATCGCACCGAAAGACAGCAACCTGCACC
GGCCGGGCAAGGTCTTCGGCCACTAGGGCCGGTAGCGTGGCTTTCTGTCGTTGGACGTGG

I H S A A Y F N P G QO L P E G A V L V
4141 AGATCCACTCCGCCGCCTACTTCAACCCCGGGCAGTTGCCTGAGGGCGCAGTGCTGGTGG
TCTAGGTGAGGCGGCGGATGAAGTTGGGGCCCGTCAACGGACTCCCGCGTCACGACCACC

v G A G S S GV o I A E E L M R A G R Q
4201 TGGGCGCAGGCTCCTCCGGCGTGCAGATTGCCGAAGAACTGATGCGCGCAGGCCGCCAGG
ACCCGCGTCCGAGGAGGCCGCACGTCTAACGGCTTCTTGACTACGCGCGTCCGGCGGTCC

v Yy L. §Ss v G A H D R P P R A Y R N R D F
4261 TGTACCTGTCGGTCGGTGCCCACGACCGCCCGCCACGGGCCTACCGCAACCGCGATTTCT
ACATGGACAGCCAGCCACGGGTGCTGGCGGGCGGETGCCCGGATGGCGTTGGCGCTAAAGA

c W w L G VvV L G E W D A E I A K P G R E
4321 GCTGGTGGCTGGGTGTGCTGGGTGAGTGGGACGCAGAAATCGCCAAGCCCGGTCGCGAGC
CGACCACCGACCCACACGACCCACTCACCCTGCGTCTTTAGCGGTTCGGGCCAGCGCTCG

H v T I A VvV S G A R G G H T V D F R A L
4381 ACGTCACCATCGCCGTCAGCGGCGCCCGTGGCGGCCACACCGTGGACTTCCGTGCCCTCG
TGCAGTGGTAGCGGCAGTCGCCGCGGGCACCGCCGGTGTGGCACCTGAAGGCACGGGAGC

A H QO G M T L V 6 L T S F E N G V A R

4441 CCCATCAAGGCATGACCTTGGTCGGCCTTACCCAGTCGTTCGAGAACGGCGTGGCGCGTT
GGGTAGTTCCGTACTGGAACCAGCCGGAATGGGTCAGCAAGCTCTTGCCGCACCGCGCAA
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F 0O DN L V EN I N R G D E N Y L A L L
4501 TCCAGGACAACCTGGTCGAGAACATCAACCGCGGCGATGAAAACTACCTGGCCCTGCTGG
AGGTCCTGTTGGACCAGCTCTTGTAGTTGGCGCCGCTACTTTTGATGGACCGGGACGACC

b A A DAY I E SN G L DL P E E P E A
4561 ATGCCGCCGATGCCTACATCGAAAGCAACGGCCTGGACCTGCCGGAAGAACCCGAAGCCC
TACGGCGGCTACGGATGTAGCTTTCGTTGCCGGACCTGGACGGCCTTCTTGGGCTTCGGG

R T R L A D P A CM S N P L R E L D L A
4621 GCACTCGCCTGGCCGACCCGGCCTGCATGAGCAACCCGCTGCGCGAACTGGACCTGGCCA
CGTGAGCGGACCGGCTGGGCCGGACGTACTCGTTGGGCGACGCGCTTGACCTGGACCGGT

K A G v T s I I W A T G Y G V D F S W L
4681 AGGCCGGCGTTACCAGCATCATCTGGGCCACCGGTTATGGCGTGGACTTCAGCTGGCTGC
TCCGGCCGCAATGGTCGTAGTAGACCCGGTGGCCAATACCGCACCTGAAGTCGACCGACG

© v b T F D A N G K P O H OQ R G V A R E
4741 AGGTGGACACCTTCGATGCCAACGGCAAGCCCCAGCACCAGCGCGGCGTTGCCCGCGAAC
TCCACCTGTGGAAGCTACGGTTGCCGTTCGGGGTCGTGGTCGCGCCGCAACGGGCGCTTG

P 6 vy P L G L P W L S RR G S S F I W
4801 CTGGCGTGTACTTCCTTGGCCTGCCGTGGTTGTCGCGCCGTGGTTCGTCGTTCATCTGGG
GACCGCACATGAAGGAACCGGACGGCACCAACAGCGCGGCACCAAGCAGCAAGTAGACCC

G v W H D A K HV A G H I A T Q R T Y L
4861 GCGTGTGGCACGACGCCAAGCACGTCGCCGGCCACATCGCCACGCAACGCACCTACCTGG
CGCACACCGTGCTGCGGTTCGTGCAGCGGCCGGTGTAGCGGTGCGTTGCGTGGATGGACC

A 'Y R DR EOQREADEHOQ TN T I S N
4921 CCTACCGCGACCGCGAACAGCGCGAGGCGGATGAGCACCAAACCAACACGATCAGCAACG
GGATGGCGCTGGCGCTTGTCGCGCTCCGCCTACTCGTGGTTTGGTTGTGCTAGTCGTTGC

v s T 1 6 a B |
hinL -~ M P T H T R I R M F N T K
4981 TCAGCACCCTCGGAGCCCACTGATGCCTACCCATACTCGCATCCGCATGTTCAACACCAA
AGTCGTGGGAGCCTCGGGTGACTACGGATGGGTATGAGCGTAGGCGTACAAGTTGTGGTT

E T Yy p N 0 T L D N D L C Q A V R A G N
5041 GGAAACCTACCCCAACCAGACCCTGGACAACGACCTGTGCCAGGCCGTGCGGGCCGGTAA
CCTTTGGATGGGGTTGGTCTGGGACCTGTTGCTGGACACGGTCCGGCACGCCCGGCCATT

T I vy v R G Q V G T D F E G K L V G L G
5101 CACTATTTATGTGCGCGGCCAGGTCGGTACCGACTTCGAAGGCAAGCTGGTGGGCCTGGG
GTGATAAATACACGCGCCGGTCCAGCCATGGCTGAAGCTTCCGTTCGACCACCCGGACCC

N P O A Q T E QA M K N V K O L L E E A
5161 TAACCCCCAGGCGCAGACCGAACAGGCGATGAAGAACGTCAAGCAACTGCTTGAAGAAGC
ATTGGGGGTCCGCGTCTGGCTTGTCCGCTACTTCTTGCAGTTCGTTGACGAACTTCTTCG

G s b L s H I v K T T T Y I T D P R F R
5221 GGGCTCCGACCTTTCGCACATCGTCAAGACCACCACCTACATCACCGACCCACGCTTCCG
CCCGAGGCTGGAAAGCGTGTAGCAGTTCTGGTGGTGGATGTAGTGGCTGGGTGCGAAGGC

E P VY K E V G K W L K GGV F P I S T G
5281 CGAACCGGTGTACAAGGAAGTGGGCAAGTGGCTGAAGGGCGTGTTCCCGATCTCCACCGG
GCTTGGCCACATGTTCCTTCACCCGTTCACCGACTTCCCGCACAAGGGCTAGAGGTGGCC

L vv A G L A Q A E W L M E I DV I A V

5341 GCTGGTGGTCGCCGGGTTGGCTCAGGCCGAGTGGCTGATGGAGATCGACGTGATCGCCGT
CGACCACCAGCGGCCCAACCGAGTCCGGCTCACCGACTACCTCTAGCTGCACTAGCGGCA
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v p Do o |
5401 GGTACCGGATCAGCAGTGACCGGCAACCTGCACAGCGGGTGACACAGGTCGCCTGCCGTG
CCATGGCCTAGTCGTCACTGGCCGTTGGACGTGTCGCCCACTGTGTCCAGCGGACGGCAC

5461 CAGCCAGGCGTGGGTTACCTGTGCCGCCGCTTGCAGCCGCTGCTCGGCGGGCAAGCCGGC
GTCGGTCCGCACCCAATGGACACGGCGGCGAACGTCGGCGACGAGCCGCCCGTTCGGCCG

5521 GCACGGCACCTCCACACTGATCTCCACGTCCCCCGGCAACGCCGCCAGCAACGTTGCCAG
CGTGCCGTGGAGGTGTGACTAGAGGTGCAGGGGGCCGTTGCGGCGGTCGTTGCAACGGTC

5581 CGGCAGCTGCCCTTCGCCCGGCAGCAAGCGGCCCTCGCGCGCTTCCGCGATGATCAGCGC
GCCGTCGACGGGAAGCGGGCCGTCGTTCGCCGGGAGCGCGCGAAGGCGCTACTAGTCGCG

5641 CTCTGCAGGCGCCAGCATCGGTGCATCACACAGTTGCACCGCACGCAGCAAATGCGGGTC
GAGACGTCCGCGGTCGTAGCCACGTAGTGTGTCAACGTGGCGTGCGTCGTTTACGCCCAG

Figura 39. Secuencia de los 5701 pb secuenciados del DNA de P. putida U donde se localiza el cluster

hin2, asi como la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas en él.

4.1.1. Gen hinF.

Localizacién del punto de insercion.

Como se ha descrito anteriormente, mediante la mutagénesis con el transposon
Tn5 se obtuvieron distintos mutantes incapaces de degradar ni la histamina ni el ImMAA.
Mediante la identificacién del punto de insercion del transposon, se comprobd que los
mutantes 2 y 53 (Tabla 16), los cuales acumulaban ImMAA en el caldo cuando se
cultivaban en MM que contenia 4-OH-PhAc (10 mM) e histamina (10 mM)
(Figura 36), se encontraban interrumpidos en el gen hinF, por lo que los denominamos
P. putida U hinF::Tn5 (Tabla 7).
Tabla 16. Descripcion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes

P. putida U hinF::Tn5. El nimero de nucle6tidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero

de nucledtidos de la secuencia de la Figura 39.

Punto de insercion del transposén Tn5 en el gen hinF

R T R L. A D?PACM S N P L R E L D L A
Mutante 2 4621 GCACTCGCCTGGCCGACCCGGCCTGCATGAGCAACCCGCTGCGCGAA -Tnb5- CTGGACCTGGCCA
CGTGAGCGGACCGGCTGGGCCGGACGTACTCGTTGGGCGACGCGCTT GACCTGGACCGGT

A Y R D R E Q R E A DZEHOQTNT I S N
Mutante 53 4921 CCTACCGCGACCGCGARACA -Tnb5- GCGCGAGGCGGATGAGCACCAAACCAACACGATCAGCAACG
GGATGGCGCTGGCGCTTGT CGCGCTCCGCCTACTCGTGGTTTGGTTGTGCTAGTCGTTGC
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Expresion heterdloga del gen hinF.

Con el fin de esclarecer si el hecho de que los mutantes afectados en el gen hinF
no asimilaran ni la histamina ni el ImMAA se debia a una alteracion de este gen, o bien a
un efecto polar causado por el Tn5 sobre la expresion de algin gen situado corriente
abajo, se llevo a cabo la expresion heteréloga de dicho gen en los distintos mutantes en
que éste estaba afectado. Para ello, se amplifico el gen hinF sobre el genoma de
P. putida U mediante PCR, utilizando los oligonucledtidos HinF.F y HinF.R, y se clond
en el plasmido pBBR1MCS-3 (Kovach et al., 1995) utilizando los sitios de restriccion
Xhol/Xbal. La construccion asi obtenida (pMC-3hinF) (Tabla 8) se transfirid mediante
conjugacion triparental a los distintos mutantes (Herrero et al.,, 1990). Este
transformante (P. putida U hinF::Tn5 pMC-3hinF) (Tabla 7), en el que el gen hinF se
estaba expresando bajo el promotor del plasmido, recuperaba su capacidad para crecer
en MM suplementado tanto con histamina como con ImAA como Unicas fuentes de
carbono. Sin embargo, la misma cepa mutante transformada con el plasmido sin inserto
seguia siendo incapaz de crecer en dichos medios (Figura 40). Este hecho ponia de
manifiesto que la construccion pMC-3hinF era funcional y que el crecimiento
observado en la cepa transformada no se debia a la presencia del plasmido por si solo. A
su vez, el hecho de que los mutantes afectados en el gen hinF asimilaran el aminoacido
histidina con la misma eficiencia que el control, indicaba que la insercion del transposén

no estaba afectando a funciones celulares generales.
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Abs (540 nm)

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo {h)

Figura 40. Curva de crecimiento (medida como AbSssonm) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinF::Tn5 (o) y del mutante complementado con el gen hinF (P. putida U hinF::Tn5 pMC-3hinF) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina

(20 mM) como unicas fuentes de carbono.

El hecho de que la expresion en trans del gen hinF restaurase la expresion del
gen cromosoémico interrumpido por el transposén, dando como resultado la
recuperacion de la capacidad de asimilar tanto la histamina como el ImMAA, indicaba que
no se habia producido un efecto polar sobre la expresion de algun gen corriente abajo
del mutado, o que, en caso de haberlo, dicho gen no tenia un efecto directo sobre la
degradacion de estos compuestos. Al mismo tiempo, la recuperacion del fenotipo
degradador indicaba, sin lugar a dudas, que la proteina codificada por hinF cumple una
funcion imprescindible e insustituible en la ruta degradativa, tanto de la histamina como

del ImAA.
Enzima codificada por el gen hinF.

La secuencia de aminoacidos de HinF, la proteina codificada por el gen hinF, se

expone a continuacion:
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HinF
MTLNNLEIDTLVVGAGQAGVAMSEHLNKLGVP 439 aminoacidos
HLVLERNRIAEAWRTGRWDSLVANGPVWHDRF Mw: 48482 38 0l: 5,93
PGLEFNLDADAFAGKDQVADYFEQYVRKYNLP
VRTGIEVKRVVRNSDRPGFTIETNEGVIRANR Ala (A) 48 Leu (L) 37
VVAATGPFQKPVIPAIAPKDSNLHQIHSAAYF Arg (R) 34 Lys (K) 10
NPGQLPEGAVLVVGAGSSGVQIAEELMRAGRQ Asn (N) 23 Met (M) 5
VYLSVGAHDRPPRAYRNRDFCWWLGVLGEWDA Asp (D) 26 Phe (F) 15
EIAKPGREHVTIAVSGARGGHTVDFRALAHQG Cys (C) > Pro (P) 21
MTLVGLTQSFENGVARFQDNLVENINRGDENY Gln (Q) 17 Ser (S) 19
LALLDAADAYIESNGLDLPEEPEARTRLADPA Glu (E) 27 Thr (T) 20
CMSNPLRELDLAKAGVTSIIWATGYGVDFSWL Gly (G) 41 Trp (W) 11
QVDTFDANGKPQHQRGVAREPGVYFLGLPWLS His (H) 15 Tyr (Y) 12
RRGSSFIWGVWHDAKHVAGHIATQRTYLAYRD Ile (I) 18 val (V) 38
REQREADEHQTNTISNVSTLGAH

Cuando se compard la secuencia de aminoacidos de HinF con las descritas en
diferentes microorganismos, se observo que presentaba una elevada identidad con las
oxidoreductasas, también denominadas monooxigenasas, dependientes de FAD de
Pseudomonas putida NBRC 14164 (99%), de Pseudomonas putida S13.1.2 (99%) y de
Stenotrophomonas rhizophila (99%), entre otras (NCBI Resource Coordinators, 2017).
Estas enzimas se dividen en 6 clases (A-F) y HinF pertenece, concretamente, a las
monooxigenasas de clase A (EC 1.14.13), las cuales presentan las siguientes

caracteristicas (Van Berkel et al., 2006):

e Estan codificadas por un unico gen.
e Contienen FAD.
e Son dependientes de NADH o NADPH.

e La molécula de NAD(P)" se libera inmediatamente después de la reduccion

enzimatica.
e Estan estructuralmente compuestas por un dominio de union de dinucle6tidos

(plegamiento de Rossmann) (Wierenga et al., 1986) donde se une el FAD.
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Los sustratos tipicos sobre los que actuan las monooxigenasas de clase A son
compuestos arométicos que contienen un grupo hidroxilo o un grupo amino activador.
Esta es una diferencia importante con las monoxigenasas P450, que también pueden
hidroxilar compuestos alifadticos o aromaticos no activados. Los miembros
pertenecientes a esta familia, usualmente, estan involucrados en la degradacion
microbiana de compuestos aroméaticos mediante una hidroxilacion del anillo (Moonen et

al., 2002) y, ademas, muestran una alta especificidad por el sustrato.

Dado que la interrupcién de HinF provoca la acumulacién de ImAA a partir de
histamina en los caldos de cultivo, manteniéndose éste inalterado, le hemos atribuido la
funcion de imidazolacetato monooxigenasa (EC 1.14.13.5), enzima que cataliza la

hidroxilacion del ImMAA en una reaccidn que transcurre en dos pasos:

(1) Enzima-FAD + NADH + H* = Enzima-FADH, + NAD"

(2) Enzima-FADH,-ImAA + O, = Enzima-FAD + Acido 4-hidroxi-imidazol-5-acético

+ H,0

Esta reaccion requiere oxigeno molecular como agente oxidante y NADH como
agente reductor (Figura 41). Los electrones pueden transferirse del NADH al
2,6-dicloroindofenol en presencia de esta enzima (Maki et al., 1969). El acido
4-hidroxi-imidazol-5-acético, producto resultante de la accion de HinF, evolucionaria a

la forma ceto (equilibrio ceto-endlico), dando lugar al acido 4-imidazol6n-5-acético.

equilibrio
N WOH NﬁOH ceto-endlico N‘Q{OH
i > i - ¥
(N ° . (N og e kN ©
H HinF . H ] H
ImAA Acido 4-hidroxi Acido 4-imidazolon
imidazol 5-acético 5-acético

Figura 41. Reaccion catalizada por HinF en P. putida U.

191



Resultados y Discusion

La enzima prototipo de esta familia es la 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa
(PHBH) (EC 1.14.13.2) de Pseudomonas, que ha sido estudiada exhaustivamente
(Entsch y Berkel, 1995; Entsch et al., 2005). En la Figura 42 se compara HinF con
algunas proteinas pertenecientes a esta familia: la mencionada PHBH de Pseudomonas
aeruginosa, una flavoproteina que participa en la biosintesis de anguciclina (PgaE) de
Streptomyces sp., la fenol 2-monooxigenasa (hidroxilasa) (PHHY) de Trichosporon
cutaneum y la m-hidroxibenzoato monooxigenasa (hidroxilasa) (MHBH) de
Comamonas testosteroni. En dicha figura, se indican los aminoacidos que constituyen

secuencias consenso para determinados dominios.

HinF  -——-——--———————————— === MTLNNLEIDTLVVGAGQAGVAMSEHLNKL---—- G 30
PHBH - MKTQVAIIGAGPSGLLLGQLLHKA-—---- G 25
Pgat - MDAAVIVVGAGPAGMMLAGELRLA-—---- G 25
pHHY -7 MTKYSESYCDVLIVGAGPAGLMAARVLSEYVRQKPD 36
MHBH MQFHLNGFRPGNPLIAPASPLAPAHTEAVPSQVDVLIVGCGPAGLTLAAQLAA----FPD 56

o ok Kk ok . *

HinF VPHLVLERNRIAEAWRTGRWDSLVANGPVWHDRFPGLEFNLDADAFAGKDQVADYFEQYV 90

PHBH IDNVILERQTPD--YVLGRIRA-—-—--- GVLEQGMVDL---LREAGVD---=-=————————— 62
PgaE VEVVVLERLVER--TGESRGLG-——-———— FTARTMEV---FDQRGILPRF-—-—-—-—-—-—-——-— 63
PHHY LKVRIIDKRSTK--VYNGQADG-—-————- LOCRTLES—---LKNLGLADKILSEYMSTI 84

MHBH IRTCIVEQKEGP--MELGQADG———-—-—--— IACRTMEM---FEAFEFADSILKEACWINDV 104

HinF RKYNLPVRTGIEVKRVVRNSDRPGFTIETNEGVIRANRVVAATGPFQKPVIPATAPKDSN 150

PHBH - —— RRMARDGLVHEGV-—-—————— EIAFAGQRRRIDLKRL---SGG 94
PgaE - GEVETSTQG--HFGGLPIDFGVLEGAWQA-AKTVPQS 97
PHHY ALYNPD----- EN----GHIRRTDRIPDTLPGISRYHQVVLHQGRIERHILDSIAEISDT 135
MHBH TFWKPDPG---QP----GRIARHGRVQDTEDGLSEFPHVILNQARVHDHYLERMRNSPSR 157

HinF LHQIHSAAYFNPGQLPEGAVLVVGAGSSGVQIAEELMRAGRQVYLSVGAHDRPPRAYRNR 210

PHBH  ----KTVTVYGQT--EVTRDLMEAREACGATTVYQ--———=---—==-————————————— 123
PgaE  --—--VTETHLEQWATGLGADIRRGHEVLSLT--—=-=-——==-—————————————————— 124
PHHY  --RIKVERPLIPEKMEIDSSKAEDPEAYPVTMTLRYMS——---—==--- DHESTPLQFGHK 183
MHBH — ----- LEPHYARR--VLDVKVDHGAADYPVTVTLE----——---———————————————— 185
HinF  ----DFCWWLGVLGEWDAEIAKP----- GRE--HVTIAVSGARGGHTVDFRALAHQGMTL 259
PHBH  ----AAEVRLHDLQGER---PYVTFERDGERLRLDCDYTAGCDGFHGTSRQSTPAERLKV 176
PgaE  --—------- DDGAGVTVEVRGPEG----- KHTLRAAYLVGCDGGRSSVRKAAGFDFPGT 169
PHHY  TENSLFHSNLQTQEEEDANYRLPEGKEAGEIETVHCKYVIGCDGGHSWVRRTLGFEMIGE 243
MHBH =~ ——-————-————————m o RCDAAHAGQIETVQARYVVGCDGARSNVRRAIGRQLVGD 224
P * . .. .
HinF = V-o---——--- Grmmm e LTQSFENGVARFQDNLVEN--~--- 280
PHBH  FERVYPFGWLGLL--ADTPPVSHELIYANHPRGFALCSQRSATRSRYYVQVPLSEKVEDW 234
PgaE  -AATMEMYLADIKGVELQPR----MIGETLPGGMVMVGPLPGGITRITVCERGT -~~~ P 219
PHHY  -QTDYIWGVLDAVPASNFPDIRSPCAIHSAESGSIMIIPRENNLVRFYVOLQARAEKGGR 302

MHBH —-SANQAWGVMDVLAVTDFPDVRYKVAIQSEQGNVLIIPREGGHLVRFYVEMDKL-DADER 282

*
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HinF  -—-———-—"-——————————————— INRGDE-——--- NYLALLDAA----DAYI-ESNGLD 305
PHBH SDER----FWTELKARLPSEVAEKLVTGPSLEK--—-—-—-==----=-—-—————— SIAPLRSFV 272
PgaE PORRETPPSWHEVA-—-—-——- DAWKRLTGDDIAHAEPVWVSAFGNATRQVTEYR-—-————— 266
PHHY VDRTKFTPE-VVIA---—--- NAKKIFHPYTFDVQQLDWFTAYHIGQRVTEKFSK-—-—---- 349
MHBH VASRNITVE-QLIA-—-—-——— TAQRVLHPYKLEVKNVPWWSVYEIGQRICAKYDDVVDAVA 335

HinF LPEEPEARTRLADPACMSNPLRE---LDLAKAGVTSIIWATGYGVDFSWLQVDTFDANGK 362

PHBH VEPMQHGRLFLAGDAAHIVPPTGAKGLNLAASDVSTLYR-LL-—-—=——————— LKAYREGR 321
PgaE @ -———- RGRVILAGDSAHIHLPAGGQGMNTSIQDAVNLGWKLG--—-=-—-————— AVVNGTAT 311
PHHY  -———- DERVFIAGDACHTHSPKAGQGMNTSMMDTYNLGWKLG-——————-——-—— LVLTGRAK 394
MHBH TPDSPLPRVFIAGDACHTHSPKAGQGMNEFSMODSFNLGWKLA--—-=-=—————— AVLRKQCA 385

* .k . .

HinF POHQRGVAREPGVYFLGLPWLSRRGSSFIWGVWHDA--KHVAGHIATQRT-YLAYRDREQ 419

PHBH  GELLERYSAICL----RRIWKAERFSWWMTSVLHRFPDTDAFSQR-IQQTELEYYLGSEA 376
PgaE  EELLDSYHSERHAVGKRLLMNTQAQGLLF----LSGPEVQPLRDVLTELIQYGEVARHLA 367
PHHY  RDILKTYEEERHAFAQALIDFDHQFSRLF----SGRPAKDVADEMGVSMDVFKEAFVKGN 450
MHBH  PELLHTYSSERQVVAQQLIDFDREWAKMF----SDPAKE--GGQGGVDPKEFQKYFEQHG 439
HinF  REA-—--—-—=—————————— DE-HQTNTISNVSTLGAH-—-—=-—=——-——————————— 439
PHBH  GLATIAENYVGLPYEEIE-———————————— - m oo 394
PgaE  GMV----SGLEITYDVGTGSHPLLGKRMPALELTTATRETSSTELLHTARGVLLDLADN- 422
PHHY  EFA----SGTAINYDENLVTDKKSSKQELAKNCVVGTRFKS-QPVVRHSEGLWMHFGDRL 505
MHBH  RFT----AGVGTHYAPSLLTGQ-AKHQALASGFTVGMRFHS-APVVRVCDAKPVQLGHCG 493
HiNF m oo mm oo e 439
PHBH  —m—mm oo oo - 394
PgaE  —-———mmmm e PRLRARAAAWS---DRVDIVTAVP 443

PHHY VTDGRFRIIVFAGKATDATQMSRIKKFSAYLDSE-NSVISLYTPKVSDRNSRIDVITIHS 564
MHBH KADGRWRLYAFAAQNDLAQPESGLLALCRFLEGDAASPLRRFTPAGQDIDSIFDLRAVEP 553

HinF  mmm oo 439
PHBH  —m—mm—m o oo e e e o 394
PgaE  GEVSATSGLRDTTAVLIRPDGHVAWA-—---- APGSHHDLPMALERW---—-—--—-—-- 484

PHHY CH-RDDIEMHDFPAPALHPKWQYDFIYAD---CDSWHHPHPKSYQAWGVDETKGAVVVVR 620
MHBH QA-YTEVALETLPALLLPPKGQLGMIDYEKVFSPDLKNAGQDIFELRGIDRQQGALVVVR 612

HIiNF  —mmmmmmmmmm e 439
PHBH = === m——mm o m o e e 394
PgaF  ———=———————mm—m FGAPLTG-——=-—==——==—=———~ 491
PHHY  PDGYTSLVTDLEGTAEIDRYFSGILVEPKEKSGAQTEADWTKSTA 665
MHBH  PDQYVAQVLPLGDHAALSAYFESFMRA—=--—=-—===—=-———— 639

Figura 42. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinF de P. putida U y de las
proteinas PHBH de P. aeruginosa (AAA88455.1), PgaE de Streptomyces sp. PGA64 (AAK57522.1),
PHHY de T. cutaneum (AAA34202.1) y MHBH de C. testosteroni (BAF34928.1). Los signos de
puntuacion localizados debajo de las secuencias de aminoacidos indican: (*) los residuos son idénticos, (:)
sustituciones conservadas que no afectarian al comportamiento de la proteina, (.) sustituciones menos
conservadas y (') sustituciones nada conservadas que indican un cambio importante en el aminoécido, ya
que son muy diferentes entre ellos. Las lineas entre residuos (gaps) dentro de las secuencias, representan
la ausencia de un aminodacido; esto puede ser debido a un proceso de delecidn, translocacion, etc. Entre
paréntesis se indica el nimero de acceso de GenBank de cada proteina. Esta simbologia es aplicable para

todas las comparaciones entre secuencias que se indican a lo largo de esta Tesis Doctoral. Este
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alineamiento y los sucesivos se han realizado con el Clustal Omega (Sievers et al., 2011). En este
alineamiento en concreto, la secuencia N-terminal conservada GxGxxG se indica en color verde. El
motivo DG aparece sefialado en azul cian. EI motivo GD esta indicado en color rosa. El &cido glutamico

E37 esta sefialado en color rojo y la glutamina Q136 en color violeta.

HinF contiene una secuencia N-terminal GXGxxG, tipica en esta familia de
enzimas, en la cual las 2 primeras glicinas participan en la union del NADH, y la tercera
facilita el empaquetamiento de la hélice. Esta secuencia es indicativa del plegamiento
Pop, también denominado plegamiento de Rossmann (Wierenga et al., 1986). En HinF
esta secuencia esta conservada (GAGQAG) y se encuentra comprendida entre el
aminoacido 14 y el 19. EI NADH forma un complejo transitorio para reducir el cofactor
flavonoide (FAD) y el NAD® formado se libera rapidamente. Este sitio de

reconocimiento del NADH es muy especifico.

Eppink y colaboradores (1997) describieron un dominio conservado adicional
para esta subclase de monooxigenasas, un motivo DG altamente conservado (RG en
HinF, en el aminoacido 241 y 242) (Figura 42), que esta implicado en la union de los
restos de pirofosfato tanto del FAD como del NADH. Un tercer motivo implicado en la
unién del FAD seria el GD, localizado en las posiciones 284 y 285 en HinF

(Figura 42).

Por otro lado, el &cido glutdmico E37 y la glutamina Q136 (Figura 42),
considerando los residuos conservados descritos en PHBH, indican zonas de union del
FAD. Los residuos de color rojo (R38) y los sombreados amarillos adyacentes (R49)
(Figura 42) también participan en la fijacion de la flavina a la enzima. Los demas
residuos sombreados en amarillo se proponen como sitios criticos que participan tanto

en la unién del NADH como en la estabilizacion conformacional de la flavina.
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Ensayo enzimatico de la actividad imidazolacetato monooxigenasa.

La actividad de HinF fue ensayada in vitro en nuestro laboratorio siguiendo el
protocolo descrito por Maki y colaboradores (Maki et al., 1969). La actividad
enzimética se determind espectrofotométricamente midiendo el descenso de la
absorbancia a una longitud de onda de 340 nm (méaximo de absorbancia del NADH), tal

cual se describe en el apartado 12 de Materiales y Métodos.

En primer lugar, se realizo el ensayo en la cepa silvestre, P. putida U, para
corroborar que, efectivamente, poseia la actividad imidazolacetato monooxigenasa.
Como podemos apreciar en el panel A de la Figura 43, se observaba un gran descenso
de la absorbancia, lo que indicaba la existencia de una elevada actividad enzimatica. Por
otro lado, se observé que el extracto enzimatico perdia actividad con el transcurso del

tiempo cuando éste se conservaba a -20°C (Figura 43).

0.8
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Figura 43. Ensayo enzimatico de la enzima HinF de P. putida U (imidazolacetato monooxigenasa) a
distintos tiempos: A) Ensayo enzimatico inicial; B) Ensayo enziméatico después de 3 dias; C) Ensayo

enzimatico después de 22 dias.

Seguidamente, se procedié a realizar el ensayo en el mutante P. putida U

hinF::Tn5. Para ello se empleo (i) un control positivo, es decir, una cepa en la que el
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transposén se habia insertado en alguna region del genoma que no intervenia en el
crecimiento de la cepa ni en histamina ni en ImMAA (P. putida U::Tn5), y (ii) el mutante
P. putida U hinF::Tn5, en el que en Tn5 estaba interrumpiendo la expresion del gen
hinF que, presuntamente, codificaba la enzima imidazolacetato monooxigenasa, en el

cual esperdbamos que no hubiese actividad.

Estas dos cepas se cultivaron en MM suplementado con histidina (10 mM) como
Unica fuente de carbono y, posteriormente, se realizd una induccién con histamina
(20 mM) durante 6 horas. Para este ensayo se emplearon 100 pL de extracto enzimatico
y como sustrato el ImAA. El resultado reveld que el extracto enzimatico de la cepa
afectada en el gen hinF (P. putida U hinF::Tn5) no poseia actividad alguna, y, por el
contrario, la cepa control (P. putida U::Tn5) si que presentaba actividad (Figura 44).
Este resultado confirmé que la proteina codificada por el gen hinF no es otra que la

imidazolacetato monooxigenasa.
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Figura 44. Ensayo enzimatico de la enzima HinF de P. putida U en las cepas P. putida U::Tn5 (=) y
P. putida U hinF::Tn5 (--).

Por otro lado, se determind si en la cepa silvestre habia actividad enzimaética al

utilizar como sustrato diferentes compuestos tales como el acido imidazol lactico, la
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histidina, la histamina y el imidazol. El resultado fue negativo en todos los casos, lo que

indicaba que esta enzima poseia una alta especificidad por el sustrato (ImMAA).

Finalmente, con el fin de refutar la hipdtesis de que esta monooxigenasa pudiera
ser también la encargada de llevar a cabo la hidroxilacion del anillo del &cido urocanico
en la degradacion de la histidina, se cultivé la cepa P. putida U en MM suplementado
con histidina (10 mM) como Unica fuente de carbono y, a continuacion, se llevo a cabo
el ensayo enzimatico, utilizando, en este caso, el &cido urocanico como sustrato. El
resultado obtenido fue la ausencia total de actividad, descartando, por lo tanto, la
participacion de esta enzima en la hidroxilacion de ese compuesto. De nuevo, llegamos
a la conclusion de que HinF era una enzima con una alta especificidad por el sustrato
(ImAA) vy, por lo tanto, parecia, como hemos sugerido anteriormente, que era utilizada

exclusivamente en la degradacion de la histamina y del ImMAA en P. putida U.

4.1.2. Gen hinL.

Al secuenciar la zona adyacente al transposén Tn5 en los mutantes afectados en
el gen hinF, se identificé un pequefio ORF (414 pb) localizado corriente abajo de hinF y

que se transcribia en el mismo sentido que éste. A este ORF lo hemos denominado hinL.

Delecién del gen hinL.

Con el fin de determinar si este gen codificaba una proteina que pudiera
participar en la ruta de asimilacion de la histamina y del ImAA en P. putida U, se
procediéo a delecionarlo siguiendo el protocolo detallado en el apartado 10.3 de
Materiales y Métodos. Para ello, se amplificaron dos fragmentos de DNA situados en

ambos extremos del gen utilizado los oligonuclettidos HinL.Del.F y HinL.Del.R; y
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HinL.Del.F’ y HinL.Del.R’, respectivamente. Posteriormente, ambos fragmentos se
ligaron utilizando el sitio de restriccion BamHI y se clonaron en el plasmido integrativo
pJQ200KS (Quandt y Hynes, 1993) utilizando los sitios de restriccion Apal/Xbal
(Tabla 8). Mediante una conjugacion triparental (Herrero et al., 1990) y un proceso de
doble recombinacion homdloga, se obtuvo la cepa recombinante P. putida U AhinL
(Tabla 7) en la que se habia eliminado un fragmento interno del gen hinL. Esta cepa era
capaz de asimilar tanto la histamina como el ImMAA, aunque lo hacia con un retraso de

4-6 horas con respecto a la cepa silvestre (Figura 44).

o8

Abs (540 nm)

06

04

0z

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo {h)

Figura 44. Curva de crecimiento (medida como AbSssonm) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
AhinL (o) cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM +

histidina (10 mM) como Unicas fuentes de carbono.

Este resultado indicaba que aunque hinL codificaba una enzima que no era
esencial para el catabolismo de la histamina y del ImMAA en P. putida U, si podria

contribuir a una apertura mas eficiente del anillo de imidazol.

Enzima codificada por el gen hinL.

Este gen codifica una proteina, HinL, de la cual se muestra, a continuacion, la

masa molecular, el punto isoeléctrico tedrico y su secuencia y composicion.
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HinL

MPTHTRIRMFNTKETY PNQTLDNDLCQAVRAG 138 aminoacidos

NTIYVRGOVGTDFEGKLVGLGNPQAQTEQAMK Mw: 15377 57 ol 5.66

NVKQLLEEAGSDLSHIVKTTTYITDPRFREPV

YKEVGKWLKGVFPISTGLVVAGLAQAEWLME I Ala () 9 Leu (L) 11

DVIAVVEPDOO Arg (R) o Lys (K) 8
Asn (N) 6 Met (M) 4
Asp (D) 7 Phe (F) 4
Cys (C) 1 Pro (P) 7
Gln (Q) 10 Ser (S) 3
Glu (E) 9 Thr (T) 13
Gly (G) 11 Trp (W) 2
His (H) 2 Tyr (Y) 4
Ile (I) 7 val (V) 14

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de HinL con las proteinas cuyas
secuencias estan depositadas en la base de datos (NCBI Resource Coordinators, 2017),
reveld que esta esta proteina muestra homologia con una familia de deaminasas (YjgF)
de Pseudomonas putida (100% de identidad) o de Marinobacterium lutimaris (93% de
identidad), las cuales hidrolizan enaminas e iminas. Por ello, podriamos atribuir a esta
enzima la actividad hidrolasica requerida para romper el anillo imidazdlico propuesta

por Kny y Witkop (Kny y Witkop, 1959).

Las proteinas pertenecientes a esta familia, denominadas RidA (deaminasa A de
intermediario reactivo/imino), poseen una actividad muy conservada, ademas de
participar en multitud de procesos metabdlicos. Actdan posicionando una molécula de
agua en el sitio activo de la enzima y acelerando la liberacién del grupo amino de

intermediarios metabolicos reactivos evitando, de este modo, la accion de éstos.

En la Figura 45 podemos observar la comparacion de la secuencia de
aminoacidos de HinL con respecto a otras 3 proteinas pertenecientes a esta familia
(YjgF de Salmonella enterica, YabJ de Bacillus subtilis y RutC de Escherichia coli),

donde se indican los residuos conservados implicados en la catalisis de esta enzima.
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HinL MPTHTRIRMENTKETYPNQTLDNDLCQAVRAGNTIYVRGQVGTDFEGKLVGLGNPQAQTE 60

YjgF MSKT-I------- ATENAPAAIGPYVQGVDLGSMVITSGQIPVDPKTGA-VAEDVSAQAR 51

YabJd MTKA-V-—————-— HTKHAPAAIGPYSQGIIVNNMFYSSGQIPLTPSGEM-VNGDIKEQTH 51

RutC MPKSVI------- IPAGSSAPLAPFVPGTLADGVVYVSGTLAFDQHNNVLFADDPKAQTR 53
* . * . . * .

HinL QAMKNVKQLLEEAGSDLSHIVKTTTYITDPRFREPVYKEVGKWLKGV---FPISTGLVVA 117

YjgF QSLENVKAIVEAAGLKVGDIVKTTVEVKDLNDFATVNATYEAFFTEHNATFPARSCV-EV 110

YabJd QVEFSNLKAVLEEAGASLETVVKATVFIADMEQFAEVNEVYGQYFDTH---KPARSCV-EV 107

RutC HVLETIRKVIETAGGTMADVTEFNSIFITDWKNYAAINEIYAEFFPGD---KPARFCI-QC 109
. . e ok kK . . . .. * . .. * .

HinL GLAQAEWLMEIDVIAVVPDQQ 138

YjgF ARLPKDVKIEIEATIAVRR--- 128

Yabd ARLPKDALVEIEVIALVK--- 125

RutC GLVKPDALVEIATIAHIAK-- 128

o kox * K

Figura 45. Comparacion de las secuencias de aminoécidos de HinL de P. putida U y de las proteinas
YjgF de S. enterica (NP_463318.1), YabJ de B. subtilis (KFK77411.1) y RutC de E. coli (NP_415530.1).

Los residuos marcados en verde participan en la estructura del sitio activo o en la catalisis.

Lambrecht y colaboradores (Lambrecht et al., 2012) propusieron una
configuracién del sitio activo para la actividad de estas enzimas. En el caso de HinL, el
residuo de arginina R93 formaria un puente salino bidentado con el sustrato. Ademas, el
grupo hidroxilo de la tirosina Y16 estabilizaria el nitr6geno del sustrato, activando al
mismo para el ataque nucleofilico posterior mediante una molécula de agua. Esta
molécula estaria estabilizada previamente por el residuo de acido glutdmico E127 y por
un residuo de cisteina que, en el caso de HinL, seria el residuo de glicina G113 (Figura
46) (Burman et al., 2007). La hipotesis propuesta podria reflejar la necesidad de orientar
de manera 6ptima la molécula de agua en el sitio activo para que se produjera el ataque
nucleofilico. Diversos estudios realizados con cepas mutadas en el residuo E127
indicaron que éste jugaba un papel mas significativo cuando los valores de pH eran mas
altos, situacion en la que la estabilidad de las enaminas/iminas es mas elevada (Datta y

Bhadra, 1978; Feldberg y Datta, 1971).
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Figura 46. Esquema acerca de la hipotética actuacién de HinL sobre el &cido 4-imidazolon-5-acético

basado en el modelo propuesto por Lambrecht et al., 2012.

En multitud de microorganismos, estas proteinas tienen la funcion de desaminar
un intermediario metabdlico inestable y de “vida corta”, como en nuestro caso seria el
acido 4-hidroxi-imidazol-5-acético (o su forma ceto, el acido 4-imidazolon-5-acético).
Por ejemplo, en Pseudomonas pseudoalcaligenes, YjgF desamina el 4cido
2-aminomucoénico durante la degradacion del nitrobenceno (He y Spain, 1998) y en
Bordetella sp., otra proteina perteneciente a esta familia desamina el semialdehido-
2-amino-5-carboximucénico (Orii et al., 2004; Takenaka et al., 2009). En el caso
concreto de E. coli, RutC, otra deaminasa perteneciente a esta familia, esta codificada
como parte de un operén implicado en la ruta de degradacion de pirimidinas, via que
transcurre a través del 3-aminoacrilato, un intermedio de enamina inestable (Kim et al.,

2010).

Ademas de RutC, otros miembros de la familia YjgF estan codificados dentro de
operones implicados en una via metabdlica especifica. Por ejemplo, el operdn tdc de
E. coli (Sawers, 1998) y un operdn biosintético en Streptomyces clavuligerus (Zelyas et
al., 2008) poseen genes que codifican una treonina/serina deshidratasa y proteinas

homologas de la familia YjgF. Estas organizaciones genéticas apoyan el modelo que
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preconiza que las proteinas YjgF acttan sobre reactivos de vida corta generados durante

procesos metabolicos especificos.

En resumen, se puede suponer que, ya sea independientemente 0 en conjunto,
HinF y HinL podrian ser las responsables de la hidroxilacion del ImMAA y de la posterior
apertura del anillo imidazolico. Sin embargo, hemos observado que, aunque con cierto
retraso (4-6 horas), la cepa mutante P. putida U AhinL puede crecer en MM
suplementado con histamina y con ImAA como Unicas fuentes de carbono y energia,
sugiriendo que el producto generado por HinF (acido 4-hidroxi-imidazol-5-acético o su
forma ceto, acido 4-imidazolon-5-acético) podria sufrir una hidrélisis no enzimatica
debido a la inestabilidad de dicho intemediario generando un compuesto de apertura del
anillo que podria ser tanto el acido N-formimino-aspartico como la Ny-formil-
isoasparagina (Kny y Witkop, 1959). El &cido 4-hidroxi-imidazol-5-acético (o su
tautomero el acido 4-imidazolén-5-acético) es un compuesto muy inestable (tiene una
vida media de una hora a pH=8) debido, principalmente, a que posee un enlace con
mucha energia interna asociada. A pesar de que la degradaciéon enzimatica del acido
4-imidazoldon-5-acético es significativamente mas rapida que la hidrdlisis espontanea
(existiendo dos sitios diferentes para la apertura del anillo de imidazol) (Kny y Witkop,
1959), la gran labilidad de esta molécula podria facilitar la apertura espontanea del
anillo. Sin embargo, la existencia de HinL aseguraria una velocidad de flujo més alta a
través de la ruta catabolica, asegurando, de este modo, una utilizacion més eficiente de

la histamina y del ImAA.
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4.1.3. Gen hinG.

Localizacién del punto de insercion.

Cuando se identifico el punto de insercion del Tn5 en los mutantes 26 y 63
(Tabla 17), ambos incapaces de asimliar la histamina y el ImAA, se descubri6 que el
transposon se encontraba interrumpiendo el gen hinG (Figura 39). A estos mutantes los

denominaremos conjuntamente P. putida U hinG::Tn5 (Tabla 7).
Tabla 17. Descripcion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes

P. putida U hinG::Tn5. El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero

de nucleétidos de la secuencia de la Figura 39.

Punto de insercidn del transposén Tn5 en el gen hinG

2041 CCCAACTTGCCGATCAGCTTCGCCG -Tn5- CATACTCGATGGCATTCACCCCATACGGCGCATAC
Mutante 26 GGGTTGAACGGCTAGTCGAAGCGGC GTATGAGCTACCGTAAGTGGGGTATGCCGCGTATG
G L K G I L K A A Yy E I A N V G Y P A Y

2581 CGGATARAGCCGATCA -Tnb5- GCTCAAGGTTGGAGTCCCGGCTGACCGTTGCAAAGCCGACCAGC
Mutante 63 GCCTATTTCGGCTAGT CGAGTTCCAACCTCAGGGCCGACTGGCAACGTTTCGGCTGGTCG
R I F G I L E L N s D R S VvV T A F G V L

Expresion en trans del gen hinG.

Para corroborar el hecho de que la incapacidad de estos mutantes para degradar
la histamina y el IMAA se debia a una alteracion de la secuencia del gen hinG producida
por la insercién del transposon, se llevd a cabo la expresion en trans de dicho gen en
ambos mutantes. En primer lugar, se realizd la amplificacion del gen hinG de
P. putida U mediante PCR utilizando los cebadores HinG.F y HinG.R. Seguidamente, el
amplicén se clond en el plasmido pBBR1IMCS-3 (Kovach et al., 1995) utilizando los
sitios de restriccion Apal/Sacl. Finalmente, esta construccion (pMC-3hinG) (Tabla 8)
se transfirié mediante conjugacion triparental a los mutantes (Herrero et al., 1990). Esta
cepa transformante (P. putida U hinG::Tn5 pMC-3hinG) (Tabla 7), en la que el gen se
estaba expresando bajo el control del promotor del plasmido, era capaz de crecer en

MM suplementado tanto con histamina como con ImAA (10 mM) como unicas fuentes
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de carbono. EI mutante transformado solamente con el plasmido seguia siendo incapaz
de utilizar dichos compuestos para soportar el crecimiento (Figura 47). Ademas, todos
los mutantes afectados en el gen hinG asimilaban la histidina con la misma eficiencia
que la cepa silvestre, lo que demostraba que la mutacién no estaba afectando a ningun

proceso metabdlico general.
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Figura 47. Curva de crecimiento de P. putida U (e), del mutante P. putida U hinG::Tn5 (o) y del
mutante complementado con el gen hinG (P. putida U hinG::Tn5 pMC-3hinG) (V) cuando se cultivaba
en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina (10 mM) como Unicas

fuentes de carbono.

El hecho de que la expresion en trans del gen hinG revirtiera la capacidad para
degradar la histamina y el ImMAA, indicaba que no se producia un efecto polar sobre la
expresion de algun gen corriente abajo del mutado, o que, en caso de haberlo, dicho gen
no tenia un efecto directo sobre la degradacion de estos compuestos. A su vez, esto
indicaba, sin lugar a dudas, que la proteina codificada por hinG desempefiaba una
funcién imprescindible e insustituible en la ruta degradativa, tanto de la histamina como

del ImAA.
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Enzima codificada por hinG.

Este gen codifica una proteina (HinG) cuya descripcion se muestra a

continuacion.

HinG
MSDFASRALLARLVGFATVSRDSNLELIGFIR 388 aminoacidos
DYLAEQGVESELFHNPEGTKANLFATIGPQGV Mw: 41276.21 ol: 524
GGVVLSGHTDVVPVDGQOAWTVEPFALSERDGR
LYGRGTADMKGFIASVLAAVPAFLAQPLHLPV Ala (n) 48 Leu (L) 45
HLAFSYDEEVGCLGVRSMLAALEQRPHKPRLC Arg (R) 21 Lys (K) 11
LIGEPTGLKPVLGHKGKLAMRCQVQGAACHSA Asn (N) 6 Met (M) 7
YAPYGVNAIEYAAKLIGKLGDIGDALALPVHH Asp (D) 22 Phe (F) 18
DVRFDPPFSTVQTGVIKGGRALNIVPAECEFD Cys (C) 7 Pro (P) 24
FEVRALPGFEAQAVADQLQTYAEAELLPRMRK Gln (Q) 16 Ser (S) 19
VNAASDIRLQPLSAYPGLATSADSEAARLVAL Glu (E) 23 Thr (T) 15
LSGTDEFGTVAFGTEGGLFDQAGIPTVVCGPG Gly (G) 40 Trp (W) 1
SMDQGHKPDEFVSVEQLRGCDAMLLRLVDYLR His (H) 10 Tyr (Y) 9
OAPV Ile (I) 12 Val (V) 34

Al comparar la secuencia de aminoacidos de esta proteina con las secuencias
depositadas en las bases de datos, comprobamos que HinG mostraba un elevado
porcentaje de identidad con N-acetilornitina desacetilasas presentes en algunos
microorganismos como Pseudomonas putida S13.1.2 (98%) o Burkholderia sp.

GAS332 (84%) (NCBI Resource Coordinators, 2017).

Las N-acetilornitina desacetilasas descritas contienen un sitio activo dinuclear de
Zinc (1) en el cual un i6n actia como i6n catalitico, mientras que el segundo tiene una
funcién estructural. Sin embargo, también son activas en presencia de una amplia
variedad de metales de transicién, incluyendo el Cobalto (II) o el Manganeso (1)
(McGregor et al., 2005). En cuanto a la conformacién, estas metaloproteinas estan
formadas por dos subunidades idénticas, cual es el caso de la N-acetilornitina
desacetilasa de E. coli, un homodimero formado por 2 subunidades de 42.350 Da

(Javid-Majd y Blanchard, 2000) y cuya masa molecular es similar a la de HinG.
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En E coli, estas proteinas (ArgE) estan codificadas por el gen argE y participan
en la ruta de biosintesis de la arginina. Sin embargo, en P. putida U existe un gen
especifico (argk) encargado de codificar la proteina ArgE. Ademaés, cuando se
comparan las proteinas Arge y HinG se observa que ambas poseen un pocentaje de

identidad inferior al 30% (Figura 48).

HinG  -—-—---- MSDFASRALLARLVGFATVSRDSNLELIGFIRDYLAEQGVESELFHNPEGTKAN 54
ArgE MPLPTLKDQFAALIAAPSVSCTQPALDQSNRQVIDLLAGWLGDLGFKCDIQQVSPG-KEN 59

LoRx : . HE R IR S SO S S *oxox
HinG LFATIGPQGVGGVVLSGHTDVVPVDGQAWTVEPFALSERDGRLYGRGTADMKGFIASVLA 114
ArgE LLAS-RGTGPGGLVLAGHSDTVPYDEQLWASDPLKLIETDGRWVGLGSCDMKGFFALVIE 118

* ek o * kkekkoekkek Kk *x k ke oke * Kk Kkkx * ke kkhkkkk ok Kk

HinG AVPAFLAQPLHLPVHLAFSYDEEVGCLGVRSMLAALEQRPHKPRLCLIGEPTGLKPVLGH 174
ArgE AVIPLLEHDFKEPLLILATCDEESSMSGARALAE---AGQPLGRAAILGEPTGLRPIRMH 175

* % ek e e ke e o kk Kk * ke . * e e kk Ak hkhkk o ko *

HinG KGKLAMRCQVQGAACHSAYAPYGVNAIEYAAKLIGKLGDIGDALALPVHHDVREDPPEST 234
ArgE KGILMDRIDILGRSGHSSDPSLGRSAMEAMHAVMGELMGLRQQOWQQ-TYSNPQFTVPTPT 234

* kK * e ke kKXo * * ok e ek ok .. P * *

HinG VOTGVIKGGRALNIVPAECEFDFEVRALPGFEAQAVADQLQTYAEAELLPRMRKVNAASD 294
ArgE MNFGCIHGGDNPNRICGQCALEFDLRPLPGMDVDQLRAAIREK-———-—-——— LVLVAERHE 286

.. * ke k% * . .k e ek e ok khkk oo oo . . *

HinG IRLOQPLSAYPGL---ATSADSEAARLVALLSGTDEFGTVAFGTEGGLEFDQAGIPTVVCGP 351
ArgE VRIDYAPLFPEVPPFEQAADVELVQVAERLTG-HRAEAVAFGTEAPYLQQLGCQTIVLGP 345

sk Sk sk ks kak | akkkkkk | sak K kek Kk
HinG GSMDQGHKPDEFVSVEQLRGCDAMLLRLVDYLRQAPV 388
ArgE GDIACAHQPGEYLEMSRIEPTVRLLRDLIRHYCLH-- 380

* . kek ke o o .

.k * .

Figura 48. Comparacion de las secuencias de aminoécidos de HinG y ArgE de P. putida U.

Estos resultados indican que (i) en P. putida U existe una enzima ArgE
especifica para el metabolismo de la arginina, y que (ii) HinG participa en otro proceso,
a pesar de pertenecer a esta superfamilia de peptidasas de Zinc. Este hecho se pone de
manifiesto en la Figura 49 donde se muestra el alineamiento de la secuencia de
aminoacidos de HinG con diferentes enzimas hidroliticas pertenecientes a esta
superfamilia y en la que se observa una conservacion total de los residuos que

intervienen en la catélisis, lo que indica que todas ellas comparten un origen comun.
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HinG  -—-—--———- MSDFA--SRALL--ARLVGFATVSRDSNLELIGFIRDYLAEQGVESELFHNP 48
NAO —-—-—--MKNKLPPFIEIYRALIATPSISATEEALDQSNADLITLLADWFKDLGENVEVQPVP 56
DAP - MSCPVIELTQQLIRRPSLSPD-—————— DAGCQALLIERLQAIGFTVERMDFA 46
ACYI c¢ MASKGREGEHPSVTLFRQYLRIRTVQPEP----- DYGAAVAFLEERARQLGLGCQKVEVV 55
ACYI h MTSKGPEEEHPSVTLFRQYLRIRTVQPKP-----— DYGAAVAFFEETARQLGLGCQKVEVA 55

*

HinG EGT-K-ANLFATIGPQGVGGVVLSGHTDVVPV-DGQAWTVEPFAL-SERDGRLYGRGTAD 104
NAO GTR-NKFNMLASI-GQGAGGLLLAGHTDTVPF-DDGRWTRDPFTL-TEHDGKLYGLGTAD 112
DAP DTQ-N---FWA-WRGQG-ETLAFAGHTDVVPPGDADRWINPPFEP-TIRDGMLFGRGAAD 99
ACYI c¢ PGHVVTIVLTWPGT-NPTLSSILLNSHTDVVPV-FKEHWSHDPFEGFKDADGYIYGRGAQD 113
ACYI h PGYVVTIVLTWPGT-NPTLSSILLNSHTDVVPV-FKEHWSHDPFEAFKDSEGYIYARGAQD 113

*kKk kK * * K .k .. * . *

HinG MKGFIASVLAAVPAFLAQPLHLPVHL--AFSYDEE-VGCLGVRSMLAALEQRPHKPRLCL 161
NAO MKGFFAFILDALRDVDVTKLKKPLYI--LATADEE-TSMAGARYFAE---TTALRPDCAI 166
DAP MKGSLAAMVVAAERFVAQHPNHTGRLAFLITSDEEASAHNGTVKVVEALMARNERLDYCL 159
ACYI c MKCVSIQYLEAVRRLKVEGHHFPRTIHMTFVPDEEVGGHQGMELFVKRPEFQALRAGFAL 173
ACYI h MKCVSIQYLEAVRRLKVEGHRFPRTIHMTFVPDEEVGGHQGMELFVQRPEFHALRAGFAL 173

ld . .. . : *I* .x . :
HinG -IGEPTGLKPV-=-—--— LGHKGKLAMRCQVQGAACHSAYAPYGVNAIEYAAKLIGKLGDIG 215
NAO -IGEPTSLQPV-———-— RAHKGHISNAIRIQGQSGHSSDPARGVNAIELMHDAIGHILQLR 220
DAP -VGEPSSIEVVGDVVKNGRRGSLTCNLTIHGVQGHVAYPHLADNPVHRAAPFLNELVAIE 218

ACYI c D--EGLASPTDAFTVFYSERSPWWLRVTSTGKPGHGSR-FIEDTAAEKLHKVINSILAFR 230
ACYI h D--EGIANPTDAFTVFYSERSPWWVRVTSTGRPGHASR-FMEDTAAEKLHKVVNSILAFR 230

* . * * . .

HinG DALALPVHHDVREFD-PPFSTVQTGVIKGGRA-LNIVPAECEFDFEVRALPGFEAQAVADQ 273
NAO DNLKERYH-YEAFT-VPYPTLNLGHIHGGDA-SNRICACCELHMDIRPLPGMTLNELNGL 277
DAP - WDQGNEFF--PATSMQIANIQAGTGSNNVIPGELEFVQFNFRFSTELTDEMIKAQ 270
ACYI c¢ EKEKQRLQSN-QLKPGAVTSVNLTMLEGGVA-YNVVPATMSACFDFRVAPDVDLKAFEEQ 288
ACYI h EKEWQRLQSNPHLKEGSVTSVNLTKLEGGVA-YNVIPATMSASFDFRVAPDVDFKAFEEQ 289

* * . .. * .

HinG LOTYAEAELLPRMRKVNA--ASDIRL-———————— QPL-SAYPGLATSADSEAARLVALL 321
NAO LNDA----LAPVSERWPGRLTVDELH---—------— PP----IPGYECPPNHQLVEVVEKL 320
DAP @ - VLALLEKHQLRYTVDWWLSG-——-———— QPF-LTARGKLVDA---VVNAVEHY 311
ACYI c LQSWCQAAG--—--EGVTFEFVQKWMETQVTSTDDSDPWWAAFSGV—-=-——=-—=-——-—-— FKDM 333
ACYI h LQSWCQAAG----EGVTLEFAQKWMHPQVTPTDDSNPWWAAFSRV-—-———-——-——-—-— CKDM 334

*

HinG SGTDEFGTVAFGTEGGLFDQ-AGIPTVVCGPGSMDQ--GHKPDEFVSVEQLRGCDAMLLR 378
NAO LGAK-TEVVNYCT-EAPFIQ-TLCPTLVLGPGSINQ--AHQOPDEYLETRFIKPTRELITQ 375
DAP NEIKPQLLTTGGTSDGRFIARMGAQVVELGPVNA-T--IHKINECVNAADLQLLARMYQR 368
ACYI c¢ KLALELEI-CPASTDARYIRAAGVPALGFSPMNHTPVLLHDHDERLHEAVFLRGVDIYTQ 392
ACYI h NLTLEPEI-MPAATDNRYIRAVGVPALGFSPMNRTPVLLHDHDERLHEAVFLRGVDIYTR 393

* * .k . .

HinG LVDYLRQAPV-—-——— 388
NAO VIHHFCWH---———- 383
DAP IMEQLVA----———-— 375

ACYI c¢ LLSALASVPALPSES 407
ACYI h LLPALASVPALPSDS 408

Figura 49. Comparacion de las secuencias de aminoécidos de HinG de P. putida U con la
N-acetilornitina desacetilasa de E.coli str. K12 substr. MG1655 (NAO, NP_418392.1), DapE de E. coli
(DAP, AAB22798.1 N), Acyl de cerdo (ACYIl_c, BAAT76403.1) y Acyl de humano (ACYI_h,
NP_000657.1). Los aminoacidos marcados en verde son los residuos de union al metal. El residuo con el

asterisco sombreado en rojo se postula para actuar como un &cido general en el sitio activo de enzima.
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La especificidad por el sustrato de este grupo de enzimas es relativamente
amplia, incluyendo una gran cantidad de o-N-acetil-L-aminoécidos. Sin embargo, los
mejores sustratos sobre los que actia la desacetilasa, evaluados por los valores de
Keat/Km, son la a-N-acetil y la a-N-formil-L-metionina, es decir, la enzima hidroliza
tanto la forma N-acetilada como la N-formilada de la L-metionina, siendo ambas
mejores sustratos que la propia N-acetilornitina (Javid-Majd y Blanchard, 2000). Este
dato sugiere que HinG podria ser la enzima responsable de la hidrdélisis del grupo
formilo presente en el &cido formilaspartico (FAsp), que acta como intermedirario en
la ruta de degradacion de la histamina y del ImAA en P. putida U (Kny y Witkop, 1959;

Rothberg y Hayaishi, 1957).

Analisis del intermediario acumulado por los mutantes afectados en el gen hinG.

Cuando el mutante P. putida U hinG::Tn5 se cultivd en MM + 4-OH-PhAc (10
mM) + histamina (10 mM), acumulé en el caldo un intermediario metabdlico de
naturaleza desconocida. Con el objetivo de identificar dicho intermediario, éste se
extrajo de los medios de cultivo siguiendo el protocolo detallado en el apartado 16 de
Materiales y Métodos Yy, posteriormente, se analizé mediante espectroscopia de

infrarrojo (IR) (Figura 50) y espectrometria de masas (MS) (Figura 51).
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Figura 50. Espectro de IR del intermediario catabolico acumulado por el mutante P. putida U hinG::Tnb5.
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Figura 51. MS del intermediario acumulado por el mutante P. putida U hinG::Tn5. ESI-MS: m/z 159,80

[M-H].

El andlisis de los resultados obtenidos, junto con las hipétesis propuestas (Kny y

Witkop, 1959; Rothberg y Hayaishi, 1957), hacia sospechar que el intermediario

acumulado por el mutante P. putida U hinG::Tn5 era el acido N-formil-aspartico

(FAsp).
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Sintesis quimica del FAsp.

El FAsp no es un compuesto comercial, de tal modo que procedimos a
sintetizarlo en nuestro laboratorio siguiendo el protocolo descrito por Takemoto y
colaboradores, detallado en el apartado 3.1.2 de Materiales y Métodos (Takemoto et al.,
2004). Para comprobar que la reaccion habia transcurrido de un modo correcto, el
producto de sintesis obtenido se analizé6 mediante resonancia magnética nuclear (RMN)

en el Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Salamanca (Figura 52)

Figura 52. 'H-RMN del FAsp sintetizado. *H-RMN (D,0): d: 2,64 (ddd, J1= 4Hz; J2= 9Hz, J3= 16 Hz;
2H); 4,43 (dd, J1= 4Hz; J2= 9Hz; 1H); 8,0 (s, 1H) ppm.

Ademas, dicho producto también se analizé mediante **C-RMN, obteniéndose
los siguientes resultados: *C-RMN (D,0): d= 42,57 (t); 54,58 (d); 166,53 (d);

180,97 (s); 181,57 (s) ppm.
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Seguidamente, para corroborar que el FAsp era el compuesto acumulado en el
caldo de fermentacion por el mutante P. putida U hinG::Tn5, se realizaron analisis de

HPLC (Figura 53) y de IR (Figura 54).
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Figura 53. Perfil de elucion mediante HPLC del FAsp sintetizado (Rt= 8,0 min).
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Figura 54. Espectro de IR del FAsp sintetizado.

Comparando los resultados obtenidos en los distintos analisis, observamos que el

FAsp sintetizado y el intermediario acumulado por el mutante P. putida U hinG::Tn5
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poseen idénticas sefiales en dichos analisis, por lo que, efectivamente, el intermediario

acumulado por el mutante P. putida U hinG::Tn5 era el FAsp.

4.1.4. Gen hinH.

La secuenciacion de la zona adyacente al gen hinG condujo a la identificacién de
un ORF de una longitud de 675 pb, localizado corriente arriba de hinG, y que se

transcribia en el mismo sentido que éste. A este ORF le denominamos hinH.

Disrupcion del gen hinH.

Con el propésito de determinar si este ORF codificaba una proteina implicada en
la degradacion de la histamina y del IMAA en P. putida U, se llevd a cabo la disrupcion
del gen hinH mediante un procedimiento de recombinacion homdloga (ver apartado
10.2 de Materiales y Métodos) utilizando una construccion que contenia, en el plasmido
integrativo pK18::mob (Schéfer et al., 1994), un fragmento interno de hinH (Tabla 8)
amplificado por PCR sobre el genoma de P. putida U utilizando los cebadores
HinH.Dis.F y HinH.Dis.R. La cepa mutante obtenida, P. putida U hinH::pK18::mob
(Tabla 7), resultd ser incapaz de crecer utilizando ni histamina ni ImMAA como Unicas
fuentes de carbono y energia. Este hecho puso de manifiesto que este gen codificaba

una proteina esencial para el catabolismo de ambos compuestos.

Expresion en trans del gen hinH.

Para llevar a cabo la expresion heterologa de este gen se amplificé por PCR el
gen hinH con los cebadores HinH.F y HinH.R y se clono en el vector pPBBR1MCS-3
(Kovach et al., 1995) utilizando los sitios de restriccion Kpnl/Smal, dando lugar a la

construccion pMC-3hinH (Tabla 8). Esta construccion se transfirio mediante
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conjugacion triparental al mutante disrupto (Herrero et al., 1990) y se observd que la
mutacion no se revertia, siendo la cepa transformante P. putida U hinH::pK18::mob
pMC-3hinH (Tabla 7) incapaz de degradar ni la histamina ni el IMAA (Figura 55).
Este hecho sugeria la posibilidad de que este ORF pudiera transcribirse conjuntamente
con el gen hinG, que, como hemos mencionado, se encontraba corriente debajo de hinH.
De hecho, las secuencias de las proteinas codificadas en ambos ORFs se encontraban
solapadas en 2 aminoacidos, como se puede observar en la Figura 39. Para determinar
si la no recuperacion del fenotipo degradador se debia a un efecto polar de la insercién
del plasmido pK18::mob que impedia la expresion del gen hinG, se llevo a cabo la
expresion heter6loga del mismo en el mutante P. putida U hinH::pK18::mob. Para ello,
se transformé el mutante disrupto con la construccion pMC-3hinG (Tabla 8) mediante
conjugacion triparental (Herrero et al., 1990). La cepa transformante (P. putida U
hinH::pK18::mob pMC-3hinG) (Tabla 7), en la que se esta expresando el gen hinG bajo
el promotor del plasmido, continuaba siendo incapaz de catabolizar ni la histamina ni el
ImAA. Este hecho sugeria la necesidad de que ambos ORFs (hinH y hinG) se estuvieran

expresando conjuntamente para la asimilacion de estos compuestos.

El experimento definitivo para demostrar esa hipotesis consistio en transformar
el mutante disrupto P. putida U hinH::;pK18::mob con ambos genes clonados
individualmente en dos plasmidos replicativos en Pseudomonas. Para ello, se transfirid
el gen hinG desde el plasmido pPBBR1MCS-3 al plasmido pBBR1MCS-5 (Kovach et
al., 1995), utilizando los sitios de restriccion Apal/Sacl, dando lugar a la construccion
pMC-5hinG (Tabla 8). Seguidamente, se transformd el mutante P. putida U
hinH::pK18::mob con ambas construcciones, pMC-3hinH y pMC-5hinG. De esta forma,

se observé que la cepa transformante P. putida U hinH::pK18::mob pMC-3hinH

213



Resultados y Discusion

pPMC-5hinG (Tabla 7) era capaz de degradar tanto la histamina como el ImMAA (Figura

55).

El hecho de que la expresion en trans de los genes hinH y hinG en el mutante
diese como resultado la recuperacion del fenotipo degradador de histamina y de ImAA,
indicaba que (i) las proteinas codificadas en hinH y hinG desempefian funciones
imprescindibles e insustituibles en la ruta catabolica de la histamina y del ImMAA, y que

(if) ambos genes se transcriben bajo el mismo promotor, es decir, como un operon.

Ademas, el mutante P. putida U hinH::pK18::mob era capaz de metabolizar la
histidina del mismo modo que lo hacia la cepa silvestre, hecho que demostraba que la

interrupcion de este gen no estaba afectando al metabolismo general de la bacteria.
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Figura 55. Curva de crecimiento (medida como AbSsso,m) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinH::pK18::mob, del mutante complementado con el gen hinH (P. putida U hinH::pK18::mob
pMC-3hinH) o con el gen hinG (P. putida U hinH::pK18::mob pMC-3hinG) (o) y del mutante
complementado con los genes hinH y hinG (P. putida U hinH::pK18::mob pMC-3hinH pMC-5hinG) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina

(10 mM) como unicas fuentes de carbono.
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Enzima codificada por hinH.

Este gen codifica una proteina (HinH) cuya secuencia proteica, masa molecular
tedrica, composicion, nimero de aminoacidos y punto isoeléctrico tedrico se pueden

observar a continuacion.

HinH
MTFSIIGRCOETGOVGIATISSSSIAVGARCPW 225 aminoacidos
VRAGVGAVSTONITLPALGPQILDALEQGQLP Niw: 23326.39 o1 450
PAAALDRVLSANGWSEYRQVTVIDSQGOVALF
TGREALGTHNAVAGEQCAAAGNLLSSTOVIEA Ala (n) 37 Leu (L) 22
MVLAFEEAGGHLADRLLAAMHAAMAAGGEAGP Arg (R) 10 Lys (K) 1
VHSAALKIAGELTWPLVDLRVDWADTDPIGVL Asn (N) > Met (M) =
DGLWQAYRPOMQODYVTRALNPTAAPSYGVPGD Asp (D) 11 Phe (F) 3
B Cys (C) 3 Pro (P) 12
Gln (Q) 14 Ser (S) 13
Glu (E) 11 Thr (T) 12
Cly (G) 24 Trp (W) 5
His (H) 4 Tyr (Y) 4
Ile (I) 11 val (V) 18

Cuando se comparo la secuencia de aminoacidos de HinH con las secuencias
depositadas en la base de datos, observamos que nuestra proteina presentaba una
elevada identidad con proteinas de la superfamilia de las hidrolasas N-terminales de
Pseudomonas putida NBRC 14164 (100%) y de Pseudomonas putida GB1 (98%)
(NCBI Resource Coordinators, 2017). Todas estas enzimas poseen actividad amidéasica

(Oinonen y Rouvinen, 2000).

En los miembros de esta superfamilia la conservacion de aminoécidos en sus
secuencias es muy baja, con lo que su comparacion no ofrece una informacion muy util.
Sin embargo, al analizar su estructura se ha comprobado que todas las enzimas
comparten un plegamiento similar. Asi, HinH presenta una estructura terciaria similar a
la que presentan los miembros pertenecientes a esta superfamilia. Al comparar la
secuencia de aminoacidos de HinH con la de una proteina perteneciente a dicha
superfamilia, vimos que 211 residuos (94% de la secuencia) podrian ser modelados con

el 100% de confianza (siendo ésta la probabilidad de que la secuencia analizada y la
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modelo sean homologas). Como se puede observar en la Figura 56, la proteina HinH se
adapta al plegamiento tipico de esta superfamilia, que consiste en un nicleo de cuatro
capas con estructura appo que alojan un centro cataliticamente activo. Este ndcleo esta
formado por dos laminas 3 antiparalelas, empaquetadas una contra la otra, las cuales
estan cubiertas por una capa de hélices o antiparalelas (Artymiuk, 1995; Brannigan et

al., 1995).

Figura 56. Modelo tedrico de la estructura terciaria de la proteina HinH de P. putida U, donde se puede
observar el plegamiento tipico de la superfamilia de las hidrolasas N-terminales (afpo). Se realizé por
modelado de homologia a través del servidor PHYRE2 (Kelley et al., 2015) utilizando como plantilla la
estructura cristalina de una proteina perteneciente a la superfamilia de hidrolasas N-terminales de
Silicibacter pomeroyi, obteniéndose un 100% de confianza en el modelado de 211 residuos (94% de la

secuencia). Las ldminas 3 estan representadas en verde y las hélices o en rojo.

La magquinaria catalitica de estas enzimas se encuentra conservada en los

mismos elementos que componen la estructura terciaria y, por lo tanto, los mecanismos

cataliticos de todas ellas son, probablemente, similares. Sin embargo, los residuos
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implicados en la unién al sustrato difieren parcialmente y, en consecuencia, también

difiere su ubicacion.

El mecanismo de reaccion de las hidrolasas N-terminales fue descrito por
primera vez por Duggleby y colaboradores (Duggleby et al., 1995). Es semejante al de
las serin-proteasas, aunque en lugar de poseer una triada catalitica, en estas hidroalsas
solamente hay un centro catalitico que funciona como nucleofilo y como base catalitica.
Este esta formado por una treonina, una serina 0 una cisteina que se activa
autocataliticamente y se encuentra localizado en el extremo N-terminal de la proteina.
La reactividad de este nucledfilo se ve afectada por los residuos de aminoacidos
adyacentes con los que interacciona (Oinonen y Rouvinen, 2000). Asi, durante la
reaccion se forma un intermediario covalente que se estabiliza gracias a la accion de 2
residuos de aminoécidos que se localizan principalmente en la regién a4->p6 de la

proteina (Perékyld y Kollman, 1997; Perékylda y Rouvinen, 1996).

En la Figura 57 se muestra el mecanismo catalitico hipotético que proponemos

para HinH y que se basa en el descrito para otras amidohidrolasas N-terminales:

1. La reaccion comienza cuando el oxigeno/azufre nucletfilo del centro activo
Thr/Ser/Cys dona su proton a su propio grupo o-amino Yy, posteriormente, ataca al

carbono carbonilico del sustrato.

2. El intermediario tetraédrico formado, cargado negativamente, se estabiliza

mediante puentes de hidrogeno.

3. El grupo a-amino del centro activo dona el protdn al nitrégeno del enlace

amida que se va a romper.

4. Se libera el grupo amino del sustrato.
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5. El grupo hidroxilo del agua ataca al carbono carbonilico del complejo acil-
enzima, y el grupo a-amino basico del nucledfilo acepta el proton de la molécula de

agua.

6. El intermediario cargado negativamente se estabiliza del mismo modo que en

el paso 2, mediante puentes de hidrdgeno.

7. La reaccién se completa cuando el grupo a-amino dona el protén al

nucledfilo.
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Figura 57. Mecanismo catalitico hipotético propuesto para explicar la actividad de las hidrolasas
N-terminales ejemplificado sobre HinH de P. putida U. En el residuo que actia como centro catalitico
(Thr, Ser o Cys), Y representa oxigeno o azufre. En los residuos que actdan estabilizando el grupo a-

amino, X representa nitr6geno u oxigeno.

Analisis del intermediario acumulado por el mutante afectado en el gen hinH.

Con el objetivo de determinar el intermediario catabolico acumulado por el

mutante afectado en el gen hinH, se procedié a cultivar la cepa P. putida U
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hinH::pK18::mob en MM suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM), compuesto que sirve
para soportar el crecimiento bacteriano, ademaés de histamina (10 mM), que es utilizada
como fuente de metabolitos que van a ser excretados al medio. Este mutante
transformaba la histamina en ImAA, el cual excretaba al caldo para volver a tomarlo y
ser degradado hasta un intermediario catabolico de estructura desconocida cuyo tiempo

de retencidn en el sistema de HPLC descrito anteriormente era de 6,7 min (Figura 58).

B ‘6,7

Abs (540 nm)
en el caldo de cultivo (mM)

[S]

Hin e intermediario catabolico

Figura 58. A) Curva de crecimiento (medida como AbSss,m) de P. putida U (e) y del mutante
P. putida U hinH::pK18::mob (A) cuando se cultivaba en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM). Concentracion residual de histamina en los cultivos de la cepa P. putida U (o) y en el del
mutante P. putida U hinH::pK18::mob (A). Aparicion del intermediario catabdlico en los cultivos del
mutante P. putida U hinH::pK18::mob ('¥). B) Cromatograma del intermediario acumulado al final de la

curva de crecimiento mediante HPLC (Rt= 6,7 min).

Para determinar la naturaleza de dicho intermediario catabélico, se realizé la
extraccion del mismo de los caldos de cultivo siguiendo el protocolo explicado en el

apartado 16 de Materiales y Métodos. Posteriormente, se analizé el compuesto mediante
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MS (Figura 59) y RMN (Figuras 60 y 61) en el Departamento de Quimica Orgénica de

la Universidad de Salamanca.
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Figura 59. MS del compuesto acumulado por el

158,77 [M-H].

mutante P. putida U hinH::pK18::mob. ESI-MS: m/z
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Figura 60. *H-RMN del compuesto acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob. *H-RMN
(D,0): d: 2,89 (ddd, J1= 4Hz; J2= 10Hz, J3= 16Hz; 2H); 4,86 (dd, J1= 4Hz; J2= 10Hz; 1H); 8,39 (s, 1H)

ppm.
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)|

ol ol sl bl

Figura 61. ®*C-RMN del compuesto acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob. **C-RMN
(D,0): d: 42,10 (t); 52,97 (d); 167,48 (d); 179,04 (s); 180.86 (S) ppm.

Reuniendo los resultados obtenidos de los diferentes analisis junto con el hecho
de que las hidrolasas N-terminales actian rompiendo enlaces amida, se llegd a la
conclusién de que existia una alta probabilidad de que el compuesto acumulado por el

mutante P. putida U hinH::pK18::mob fuese la N,-formil-isoasparagina (FiAsn).

Sintesis quimica de FiAsn.

La confirmacion de la estructura del compuesto acumulado por el mutante
P. putida U hinH::pK18::mob se llevo a cabo mediante la sintesis de la FiAsn (ya que
éste no es un compuesto comercial), siguiendo el procedimiento propuesto por
McKennon y colaboradores (McKennon et al., 1993), en el Departamento de Quimica
Organica de la Universidad de Salamanca. Mediante esta reaccién quimica, se obtuvo
una mezcla Nj-formil-isoasparagina:N,-formil-asparagina (3:1) (Figura 62), cuyo

espectro de *H-RMN corresponde a la Figura 64C.
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Figura 62. Formulas quimicas de N,-formil-isoasparagina y N,-formil-asparagina.

El compuesto sintetizado se analiz6 mediante HPLC, observandose una Unica
sefial con un tiempo de retencion de 6,7 min (Figura 63), idéntico al obtenido al

analizar el compuesto acumulado por el mutante afectado en el gen hinH.

6,7

Figura 63. Perfil de elucion mediante HPLC de la mezcla de sintesis.

Posteriormente, se realizaron ensayos de adicion del compuesto acumulado por
el mutante P. putida U hinH::pK18::mob a la disolucion de los dos candidatos finales de
sintesis especificados anteriormente. La adicion a esta mezcla de N-formil-asparagina
pura corresponde a la Figura 64B, donde se observaba el incremento del pico a

d=7,83 ppm, por lo que esta sefial era la correspondiente a la N,-formil-asparagina. Por
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otro lado, la adicion del compuesto acumulado por el mutante a la mezcla (Figura 64A)

supuso un incremento del pico a d=7,88 ppm, que era el correspondiente a la FiAsn.
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Figura 64. 'H-RMN de A) adicion del compuesto acumulado por el mutante P. putida U
hinH::pK18::mob a la mezcla de sintesis; B) Mezcla de sintesis + N,-formil-asparagina y C) mezcla de
N,-formil-asparagina y de FiAsn obtenidas durante la sintesis.

Los datos obtenidos permitieron concluir que el compuesto acumulado por el
mutante P. putida U hinH::pK18::mob no es otro que la FiAsn. Por lo tanto, HinH seria
la responsable de hidrolizar el enlace amida de la FiAsn generando acido

formilaspartico (FAsp).

4.1.4.1. Posibles intermediarios catabdlicos.

Acido N-formimino-aspartico.

Como se ha expuesto en este trabajo, algunos autores habian descrito una via
catabolica para el ImMAA en Pseudomonas segun la cual el acido N-formimino-aspartico

(FIA) era un intermediario perteneciente a la ruta que participaba en la conversion de
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IMAA en FAsp, reaccion llevada a cabo por una hidrolasa (Figura 65) (Hayaishi et al.,

1957; Kny y Witkop, 1959; Ohmura y Hayaishi, 1957; Rothberg y Hayaishi, 1957).

HOOC — CH— CH~COOH

o ] H,0 HOOC—CH—CH—COOH HO
N——CH,~~COOH 2 A g — CH—CH.—
\ NH ] HOOC — CH—CH~COOH
43— (i:H _L_’ :'w _L—) x!m
H I CHO g
NH
Acido
ImAA FIA FA .
mA P aspartico

Figura 65. Ruta responsable de la degradacion de ImAA en la que aparece el FIA como intermediario
catabdlico (Hayaishi et al., 1957; Kny y Witkop, 1959; Ohmura y Hayaishi, 1957; Rothberg y Hayaishi,
1957).

Esta hidrolasa podria ser la enzima codificada por el mutante afectado en el gen
hinH. De ser asi, se deberia haber encontrado FIA acumulado en el caldo cuando los
mutantes eran cultivados en un medio que contenia una fuente de carbono que soportaba
el crecimiento bacteriano (4-OH-PhAc 10 mM) e histamina o ImMAA (10 mM) como
precursores de intermediarios catabdlicos. Sin embargo, dicho compuesto no se
identificd en los caldos de fermentacion. Aldn asi, con el objetivo de descartar
definitivamente al FIA como un posible intermediario de la ruta, procedimos a
sintetizarlo en nuestro laboratorio (ya que no es un compuesto comercial) siguiendo el
método empleado por Hayaishi y colaboradores (Hayaishi et al., 1957). El producto

obtenido mediante la sintesis quimica se analizo empleando diferentes técnicas.

En primer lugar, se realizd un analisis mediante HPLC (en las mismas
condiciones que el resto de valoraciones) para comprobar que la sintesis habia
transcurrido correctamente y que se habia obtenido un Unico producto resultante. En
este andlisis se observo una Unica sefial correspondiente al FIA y que tenia un tiempo de

retencion de 5,5 min (Figura 66). Cuando se analizaban los caldos de cultivo del
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mutante afectado en el gen hinH, cuando era cultivado en 4-OH-PhAc como fuente de
carbono y energia (10 mM) e histamina como fuente de catabolitos (10 mM), se
observaba el acimulo de un compuesto con un tiempo de retencion de 6,7 min en este
sistema de HPLC, por lo que descartamos al FIA como el intermediario catabolico

acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob.

A B
Y "
0
HN_ NH O H NH
N e
0

Figura 66. Férmula quimica y perfil de elucién mediante HPLC de A) FIA sintetizado y B) FiAsn,
intermediario catab6lico acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob.

Seguidamente, se realizaron diversos analisis de IR (Figura 67), MS
(Figura 68) y RMN (Figura 69 y 70) donde se observd, de nuevo, que el FIA no era el

intermediario catabdlico acumulado por ninguno de los mutantes.
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Figura 67. Espectro IR del FIA sintetizado.
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Figura 68. MS del FIA sintetizado. ESI-MS: m/z 161,0556 [M+H].
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Figura 69. "H-RMN del FIA sintetizado. *H-RMN (D,0): &: 2,99 (ddd, J1= 4Hz; J2= 9Hz, J3= 16 Hz;
2H); 4,06 (dd, J1= 4Hz; J2= 9Hz; 1H); 4,80 (s, broad); 7,84 (s, 1H) ppm.

Figura 70. ®*C-RMN del FIA sintetizado. *C-RMN (D,0): &: 37,64 (t); 53,78 (d); 156,70 (s); 175,77 (s);
177,23 (s) ppm.

Por dltimo, y con el fin de demostrar definitivamente que el FIA no se
correspondia con el compuesto acumulado por el mutante afectado en el gen hinH, se

realizd una adicion del FIA sintetizado a una muestra del compuesto acumulado por el
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mutante P. putida U hinH::pK18::mob y se analiz6 mediante RMN (Figura 71),

observando que se entremezclaba el multiplete a d= 2,6 ppm y aparecia un triplete

nuevo a d= 4,5 ppm. Evidentemente, no eran los mismos compuestos.
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Figura 71. 'H-RMN de la adicién del FIA sintetizado a una muestra del compuesto acumulado en el

caldo por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob.

De hecho, ni en P. putida U ni en ninguno de los mutantes que se estudiaron,

afectados en cada uno de los genes descritos, se pudo detectar FIA. Ademas,

P. putida U no era capaz de crecer en MM suplementado con FIA como unica fuente de

carbono (10 mM), por lo que se descartd que en el catabolismo de la histamina y del

ImMAA en esta cepa interviniese este compuesto como intermediario.

Acido hidantoin-5-acético.

Otra de las rutas propuestas para el catabolismo de la histamina se basaba en la

degradacion de este compuesto en presencia de acido ascorbico (Chatterjee et al., 1975).
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En este caso, uno de los intermediarios catabdlicos que se produciria seria el acido

hidantoinacético (HA) (Figura 72).

N ﬂOH N { OH N OH
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NH

2

ImAA Acido 2,4-dihidroxi- Acido Acido aspartico
imidazolacético hidantoinacético

Figura 72. Ruta responsable de la degradacion de ImMAA en la que aparece el HA como intermediario

catabélico.

Por las razones expuestas, pudiera ser que el ImAA generado a partir de la
histamina se hidroxilara en las posiciones 2 y 4 del anillo dando lugar a un compuesto
dihidroxilado, que evolucionaria (equilibrio ceto-enolico) a HA, el cual seria acumulado
en el caldo por alguno de los mutantes (probablemente por el mutante afectado en el gen
hinH). Con objeto de comprobar si este compuesto se generaba en P. putida U a partir
de ImAA, se procedi6 a caracterizar el HA comercial (98% de pureza) mediante

distintas técnicas analiticas (HPLC, IR, RMN).

Mediante el analisis por HPLC (en las condiciones descritas anteriormente)
observamos que el perfil de elucién del HA no se correspondia con el intermediario
acumulado por el mutante afectado en el gen hinH (FiAsn), ya que cada uno de estos

poseia un tiempo de retencidon diferente (FiAsn, 6,7 min y HA, 9,2 min) (Figura 73).
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Figura 73. Formula quimica y perfil de elucion mediante HPLC de A) HA comercial y B) FiAsn,

intermediario catabolico acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob.

Cuando se llevd a cabo el andlisis de IR del HA comercial, el espectro de IR
(Figura 74) no se asemejaba al espectro de ninguno de los intermediarios acumulados

por los distintos mutantes.
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Figura 74. IR del HA comercial.
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Por otro lado, cuando se adiciondé HA a una muestra del compuesto acumulado
por el mutante afectado en el gen hinH, observamos una modificacion de las sefiales,
tanto las que aparecen a d: 2,8 ppm como las que aparecen a d: 4,5 ppm, siendo la

yuxtaposicion mas evidente a d: 4,5 ppm (Figura 75).
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Figura 75. *H-RMN de la adicién de 4cido hidantoinacético a una muestra del compuesto acumulado por

el mutante afectado en el gen hinH.

En resumen, ni en P. putida U ni en el mutante afectado en el gen hinH ni en
ninguno de los mutantes se pudo detectar HA en los caldos de fermentacion cuando eran
cultivados en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina (10 mM). Ademas, P. putida U
no era capaz de crecer en MM suplementado con HA (10 mM) como unica fuente de
carbono, por lo que se descartd que, al menos en P. putida U, la histamina se degradara

a traveés de este intermediario metabdlico.
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Acido N-carbamoil-DL-aspartico.

Continuando con la hipotesis propuesta por Chatterjee y colaboradores
(Chatterjee et al., 1975), el producto resultante de la apertura del anillo del HA seria el
carbamoilo del aminoécido correspondiente, es decir, el &cido carbamoilaspartico (CA)

(Figura 76).
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ImAA Acido 2,4-dihidroxi- Acido Acido Acido aspartico
imidazolacético hidantoinacético carbamoilaspartico

Figura 76. Ruta responsable de la de degradacion de ImMAA en la que aparece el CA como intermediario

catabélico.

De nuevo, con el objetivo de determinar si este compuesto aparecia como
intermediario de la ruta de degradacion de la histamina y del ImMAA en P. putida U, se
llevd a cabo la determinacion de ciertas caracteristicas fisico-quimicas del CA

comercial (98% de pureza) mediante HPLC (Figura 77) e IR (Figura 78).

En cuanto al analisis mediante HPLC, realizado en las mismas condiciones
empleadas anteriormente, observamos que el perfil de elucién del CA no coincide con el
del intermediario acumulado por el mutante afectado en el gen hinH (ni con ninguno
perteneciente a otros mutantes), el cual poseia un tiempo de retencion diferente (CA:

7,8 min; FiAsn: 6,7 min) (Figura 77).
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Figura 77. Formula quimica y perfil de elucion mediante HPLC de A) CA comercial y B) FiAsn,

intermediario catabolico acumulado por el mutante P. putida U hinH::pK18::mob.

Un hecho similar sucedio al analizar el CA mediante IR (Figura 78), ya que el
espectro obtenido no correspondia con ninguno de los intermediarios analizados

previamente.

Figura 78. IR del CA comercial.
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Al igual que en el caso anterior, se llevd a cabo una adicién de CA comercial al
compuesto acumulado por el mutate afectado en el gen hinH y se analizé la mezcla
mediante RMN (Figura 79). Observamos un incremento del multiplete a d: 2,8 ppm,
aunque la sefial del compuesto acumulado por el mutante permanece en su sitio sin
modificarse. Por consiguiente, el compuesto acumulado por el mutante no es CA. En
caso contrario, habriamos observado un incremento de ambas sefiales. En este caso, lo
que se observa, de nuevo, es una yuxtaposicion de sefiales, no un incremento de las ya

existentes.

85 80 75 70 B5 &8 S5 S0 45 4D a5 30 25 0 16 10 0 L] LI
Chemica! Shit {ppm)

Figura 79. *H-RMN de la adicién de CA comercial al compuesto acumulado por el mutante afectado en

el gen hinH.

Por lo tanto, como en los casos anteriores, ni en P. putida U ni en ninguno de los
mutantes incapaces de degradar histamina ni ImAA se detectdé CA como intermediario
catabolico. Asimismo, P. putida U no era capaz de crecer en MM suplementado con CA
(10 mM) como unica fuente de carbono, por lo que se descart0 a este compuesto como
intermediario metabolico de la ruta de degradacion de histamina y de ImAA en

P. putida U.
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4.1.5. Andlisis del ORF PpU_0003 adyacente al cluster hin2.

La secuenciacion de la zona adyacente al punto de insercion del transposén Tn5
en el mutante P. putida U hinG::Tn5 permitié identificar un ORF, denominado
PpU_0003 en la Figura 39, que se transcribia en sentido contrario a hinG y que poseia
una elevada homologia con una porina selectiva de carbohidratos (NCBI Resource
Coordinators, 2017). El andlisis de esta proteina sugirio la posibilidad de que participase
en la ruta catabdlica como un sistema de exclusion y toma del ImAA, ya que este
compuesto es liberado al caldo de cultivo, como se ha observado en los analisis

realizados por HPLC.

Por este motivo, se procedid a interrumpir este gen mediante una disrupcién
génica (ver apartado 10.2 de Materiales y Métodos). Para ello, amplificamos mediante
PCR un fragmento interno del gen en P. putida U utilizando los cebadores
PpU_0003.Dis.F y PpU_0003.Dis.R. Posteriormente, se clond dicho fragmento en el
plasmido replicativo pK18::mob (Schafer et al.,, 1994) en los sitios de restriccion
BamHI/EcoRI. Finalmente, mediante una conjugacion triparental (Herrero et al., 1990),
se transfirio la construccion (pK18::mob-PpU_0003) (Tabla 8) a la cepa silvestre y, a
través de un evento de recombinacion homadloga, se produjo la disrupcion especifica del

gen.

El mutante PpU_0003::pK18::mob (Tabla 7) era capaz de degradar tanto la
histamina como el ImAA con la misma eficiencia que la cepa silvestre (Figura 80).
Este resultado determinaba que el ORF PpU_0003 no codificaba ninguna proteina

esencial en el catabolismo de estos compuestos.
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Abs (540 nm)
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Figura 80. Curva de crecimiento (medida como AbSss,m) de P. putida U (e) y de la cepa
PpU_0003::pK18::mob (o) cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA
(10 mM) y C) MM + histidina (10 mM) como Unicas fuentes de carbono.

4.2. Cluster hin3 en P. putida U y analisis comparativo en

otros microorganismos.

Como vya se indicd previamente, en algunos mutantes (5, 15, 16, 17, 18, 32, 36,
42, 68, 69, 71 y 72) incapaces de crecer en histamina y en ImAA como Unicas fuentes
de carbono, se acumulaba &cido aspartico en el caldo de cultivo, identificado mediante
TLC (Figura 38). Al analizar el punto de insercion del Tn5 en estos mutantes se
observd que el transposén habia anidado en una region gendmica de la cual se han
secuenciado los 2540 pb dentro de los cuales se encontraba el transposon. A esta region

la denominaremos cluster hin3 (Figura 81).

A continuacion, se analizaran los distintos ORFs secuenciados (hinl y hinJ), las
proteinas codificadas en ellos y su posible funcion en la ruta catabdlica. Asi mismo, se

compararon éstas con otras proteinas existentes en diferentes microorganismos.
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GGGTTACGCCTTCAGCGGAACCAGACGTGGAGCGATCATGTTTTCCGGACGCAGGATGTC
CCCAATGCGGAAGTCGCCTTGGTCTGCACCTCGCTAGTACAAAAGGCCTGCGTCCTACAG
A K L PV L R P A I M NE P R L I D

GTTGAGCATCTCTTCGTCCAGCAGCTTCTCTTCGCGCACCAGTTCCAGTACGCCGCGGCC
CAACTCGTAGAGAAGCAGGTCGTCGAAGAGAAGCGCGTGGTCAAGGTCATGCGGCGCCGG
N L. M E E D L L K E E R V L E L V G R G

GGTTTCCAGGGCAACGCGGGCGATACGGGTGGCGTTTTCGTAGCCGATGTACGGGTTCAG
CCAAAGGTCCCGTTGCGCCCGCTATGCCCACCGCAAAAGCATCGGCTACATGCCCAAGTC
T E L AV R A I R T A N E Y G I Y P N L

GGCGGTGACCAGGCCGATCGAGTGCTCGACCAGTTCACGGCAGCGCTGTTCGTTGGCAGT
CCGCCACTGGTCCGGCTAGCTCACGAGCTGGTCAAGTGCCGTCGCGACAAGCAACCGTCA
AT v L 6 I s H E V L E R C R Q E N A T

GATGCCGACGATGCAGTGCTCGCGCAGCATGTCCATGGCGCGTTGCAGCAGGCGGATCGA
CTACGGCTGCTACGTCACGAGCGCGTCGTACAGGTACCGCGCAACGTCGTCCGCCTAGCT
I G vi ¢ H ERIL MDMA AWZROQOQILULR I S

ATCGAAGATCTTGTAGGCGATCAGCGGCTCCATCACGTTCAGCTGCAGCTGGCCACCTTC
TAGCTTCTAGAACATCCGCTAGTCGCCGAGGTAGTGCAAGTCGACGTCGACCGGTGGAAG
p ¥ I K ¥ A I L P E M V N L QO L O G G E

GGCGGCGACGGTCAGGGCCAGGTCGTTGCCCATGATGGCGAAGGCGACTTGGTTGACGGC
CCGCCGCTGCCAGTCCCGGTCCAGCAACGGGTACTACCGCTTCCGCTGAACCAACTGCCG
A AV T L A L DNGM I A F A V Q N V A

TTCCGGGATAACCGGGTTGACCTTGCCTGGCATGATCGAGCTGCCTGGCTGACGCGCTGG
AAGGCCCTATTGGCCCAACTGGAACGGACCGTACTAGCTCGACGGACCGACTGCGCGACC
E p I VPNV K GGP M I S s G P Q R A P

CAGGTTGATCTCGTTGATACCGGTGCGCGGGCCGCTGGACAGCAGGCGCAGGTCGTTGCA
GTCCAACTAGAGCAACTATGGCCACGCGCCCGGCGACCTGTCGTCCGCGTCCAGCAACGT
L N I E N I G T R P G S s L L R L D N C

GATCTTCGACAGCTTGACCGCGGTACGCTTGAGCATGCCGGAGAACAGTACGAAGGCGCC
CTAGAAGCTGTCGAACTGGCGCCATGCGAACTCGTACGGCCTCTTGTCATGCTTCCGCGG
I K s L K v A T RXK L M G S F L V F A G

CATGTCGGAGGTGGCTTCGATCAGGTCGGCAGCCGGTACCAGCGGCTGGCCGCTGATGGT
GTACAGCCTCCACCGAAGCTAGTCCAGCCGTCGGCCATGGTCGCCGACCGGCGACTACCA
M D S T A E I L D A A P V L P QQ G S I T

TGCCAGGCGCTGTACGGCGAGCATCTGGTAGCCCGGGTCGGCGTTGATGCCGGTACCGAT
ACGGTCCGCGACATGCCGCTCGTAGACCATCGGGCCCAGCCGCAACTACGGCCATGGCTA
AL R Q VA L M QY G P D A NI G T G I

GGCAGTACCACCCAGGTTGATTTCGGTCAGCAGCTCAGGCGCCAGCGAACGCAGACGGTT
CCGTCATGGTGGGTCCAACTAAAGCCAGTCGTCGAGTCCGCGGTCGCTTGCGTCTGCCAA
A T G G L N I E T L L E P A L S R L R N

GAGGTCTTCGGTCATGGTGGTGGCGAAGGCGCGGAATTCCTGGCCCAGGGTCATCGGCAC
CTCCAGAAGCCAGTACCACCACCGCTTCCGCGCCTTAAGGACCGGGTCCCAGTAGCCGTG
. b e TMTTAF A R F E Q G L T M P V

GGCGTCCTGCAGCTGGGTACGGCCCATCTTCAGTACGTGGTCGAACTCTTTACCTTTGGC

CCGCAGGACGTCGACCCATGCCGGGTAGAAGTCATGCACCAGCTTGAGAAATGGAAACCG
A D QL Q T R G M K L V H D F E K G K A
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AGCGAAGGCCTGGATCAGGCTGTCGAGGCTGGCCAGCAGGGCATCGTGACCCAGCAGCAG
TCGCTTCCGGACCTAGTCCGACAGCTCCGACCGGTCGTCCCGTAGCACTGGGTCGTCGTC
A F A 0 I L.s DL S A L L A D H G L L L

GCCCAGGCGGATAGCGGTCGGGTAGGCGTCGTTGGTCGACTGCGCCATGTTCACATCGTT
CGGGTCCGCCTATCGCCAGCCCATCCGCAGCAACCAGCTGACGCGGTACAAGTGTAGCAA
G L R I A T P Y A DN T S QO A M N V D N

GTTCGGGTGCAGGTACTGGTACTCACCCTTCTGGTGGCCCATGGCCTCCAGCGCGATGTT
CAAGCCCACGTCCATGACCATGAGTGGGAAGACCACCGGGTACCGGAGGTCGCGCTACAA
N P H L Y QY E G K QO H G M A E L A I N

GGCGATGACTTCGTTGGCGTTCATGTTGGTAGAAGTACCAGCACCGCCTTGAATCATGTC
CCGCTACTGAAGCAACCGCAAGTACAACCATCTTCATGGTCGTGGCGGAACTTAGTACAG
A I VENANMNT S T GGG A G G @ I M D

CACCACGAACTGCTCGTGGTAGTCGCCCTTGATCAGTCGTGCGCAGGCTGCGCTGATCGC
GTGGTGCTTGACGAGCACCATCAGCGGGAACTAGTCAGCACGCGTCCGACGCGACTAGCG
v v F O E H ¥ D G K I L. R A C A A S I A

GGCGTGCTTGGCATCGCTCAAGTGCCCCAGCTCACGGTTGGCGTCAGCAGCTGCCTGCTT
CCGCACGAACCGTAGCGAGTTCACGGGGTCGAGTGCCAACCGCAGTCGTCGACGGACGAA
A H K A D S L H G L E R N A D A A A Q K

GACCATCGCCAGGCCGACTACCAGTTTCGGGTAGTGCGACAGCGGAACGCCGGAGAGGTG
CTGGTAGCGGTCCGGCTGATGGTCAAAGCCCATCACGCTGTCGCCTTGCGGCCTCTCCAC
v M A L G V VL K P Y H S L P V G S L H

GAAGTTGTTGGCAGCGCGCAGGGTCTGGATGCCGTAGTAGGCATCAGCAGGAACTTCAAG
CTTCAACAACCGTCGCGCGTCCCAGACCTACGGCATCATCCGTAGTCGTCCTTGAAGTTC
F NN A A R L T Q I G Y Y A D A P V E L

GGTACCCAACAGATCTTTTTCGACGCGGAACGATGCAGCGGAGGACATGATGTATATCAT
CCATGGGTTGTCTAGAAAAAGCTGCGCCTTGCTACGTCGCCTCCTGTACTACATATAGTA
T 6 L LD K E V R F S A A S S M I Y I M

CTCGATATTGACCCGGCACATGCCGGAATGGCGCCAATCCTAGGCCTGAAGGTGATTTTG
GAGCTATAACTGGGCCGTGTACGGCCTTACCGCGGTTAGGATCCGGACTTCCACTAAAAC
E I N V R C M € hinT

CGGCCAATGCTGTTGCACGCTAACCTATGCACAAACGGCATAGTGTTTCATGTGACGCCA
GCCGGTTACGACAACGTGCGATTGGATACGTGTTTGCCGTATCACAAAGTACACTGCGGT

hing > M C F V N L E
ATTGACATTCGAGCGTGTTCCATTTTGGTGCACGCCGGGAGATGTGCTTCGTGAACCTTG
TAACTGTAAGCTCGCACAAGGTAAAACCACGTGCGGCCCTCTACACGAAGCACTTGGAAC

s K w L ¢ D F S A L A S T R S F S QO A A
AAAGCAAATGGCTGGAAGATTTCAGTGCGCTGGCTTCTACCCGCAGTTTTTCCCAGGCCG
TTTCGTTTACCGACCTTCTAAAGTCACGCGACCGAAGATGGGCGTCAAAAAGGGTCCGGC

E R RF VT Q P A F S R R I R S L E A A
CAGAGCGGCGTTTCGTCACCCAACCGGCCTTCAGCCGGCGTATCCGCAGCCTCGAAGCGG
GTCTCGCCGCAAAGCAGTGGGTTGGCCGGAAGTCGGCCGCATAGGCGTCGGAGCTTCGCC

L 6 L. 0L v DN RS R T P I E L T E A G Q

CGTTGGGGCTGCAACTGGTGAATCGTTCCCGCACGCCCATCGAACTGACAGAGGCCGGLC
GCAACCCCGACGTTGACCACTTAGCAAGGGCGTGCGGGTAGCTTGACTGTCTCCGGCCGG
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L » L. VT A R T Vv V D O L S E I L R H L
1801 AGCTTTTTCTCGTCACGGCGCGCACTGTTGTCGACCAGTTGAGCGAAATTCTCCGCCATT
TCGAAAAAGAGCAGTGCCGCGCGTGACAACAGCTGGTCAACTCGCTTTAAGAGGCGGTAA

H H L E G G Q G E V VvV Q VvV A A A H S L A
1861 TGCATCATCTTGAGGGCGGGCAGGGCGAGGTGGTGCAGGTGGCTGCGGCACACTCCCTGG
ACGTAGTAGAACTCCCGCCCGTCCCGCTCCACCACGTCCACCGACGCCGTGTGAGGGACC

s G F F P R W V A QO L R N D G L N I A T
1921 CGTCGGGCTTCTTCCCCCGGTGGGTGGCCCAGTTGCGCAACGACGGTTTGAACATCGCCA
GCAGCCCGAAGAAGGGGGCCACCCACCGGGTCAACGCGTTGCTGCCAAACTTGTAGCGGT

R L. vA TNV G D AV H AL R E G G C D
1981 CCCGCCTGGTTGCGACTAACGTCGGAGATGCCGTGCATGCATTACGTGAAGGTGGCTGCG
GGGCGGACCAACGCTGATTGCAGCCTCTACGGCACGTACGTAATGCACTTCCACCGACGC

r M L. A F Y D P D A AL O M D A E I F P
2041 ACCTGATGCTGGCCTTCTATGACCCGGACGCGGCCCTGCAGATGGATGCCGAGATCTTCC
TGGACTACGACCGGAAGATACTGGGCCTGCGCCGGGACGTCTACCTACGGCTCTAGAAGG

s L.H M G N T E ML P V C A V D G E G K
2101 CGTCGTTGCACATGGGCAACACCGAAATGTTGCCGGTGTGCGCCGTGGATGGCGAGGGCA
GCAGCAACGTGTACCCGTTGTGGCTTTACAACGGCCACACGCGGCACCTACCGCTCCCGT

p L F DL E G E G S V P L L A Y T A G A
2161 AGCCGTTGTTCGACCTGGAAGGTGAGGGCAGCGTGCCGTTGTTGGCCTATACCGCTGGCG
TCGGCAACAAGCTGGACCTTCCACTCCCGTCGCACGGCAACAACCGGATATGGCGACCGC

F L G R S VN L L L R 9 R N L R Y T T V
2221 CCTTCCTGGGCCGGTCGGTCAATTTGCTGCTGCGTCAGCGCAACCTGCGCTATACCACGG
GGAAGGACCCGGCCAGCCAGTTAAACGACGACGCAGTCGCGTTGGACGCGATATGGTGCC

Yy & T A M A D S L K S M A L E G M G I A
2281 TCTATGAAACCGCCATGGCCGACAGCCTCAAGAGCATGGCGCTTGAGGGCATGGGTATTG
AGATACTTTGGCGGTACCGGCTGTCGGAGTTCTCGTACCGCGAACTCCCGTACCCATAAC

W Vv P R L. $S M R G E L E R G E L A V C G
2341 CCTGGGTACCGCGCCTGTCGATGCGTGGCGAGCTGGAACGGGGCGAGCTGGCCGTCTGCG
GGACCCATGGCGCGGACAGCTACGCACCGCTCGACCTTGCCCCGCTCGACCGGCAGACGC

G S 9 W H V P L E I R L Y R C A L V R K
2401 GCGGCAGCCAGTGGCACGTGCCACTGGAAATTCGCCTGTACCGCTGCGCCCTGGTGCGCA
CGCCGTCGGTCACCGTGCACGGTGACCTTTAAGCGGACATGGCGACGCGGGACCACGCGT

A NV R L L W R K L E GG T A T V D P K V
2461 AGGCCAACGTCAGGCTGTTGTGGCGCAAGCTCGAGGGTACGGCGACGGTTGACCCAAAAG
TCCGGTTGCAGTCCGACAACACCGCGTTCGAGCTCCCATGCCGCTGCCAACTGGGTTTTC

s o s p E K §}
2521 TCAGCCAAAGCCCCGAAAAATAAGGC 2546
AGTCGGTTTCGGGGCTTTTTATTCCG

Figura 81. Secuencia de nucleétidos del cluster hin3 de P. putida U, donde se localizan los genes hinl y
hinJ, asi como la secuencia de aminoécidos correspondiente a las proteinas que codifican cada uno de

€S0S genes.
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4.2.1. Gen hinl.

Localizacién del punto de insercion.

Al estudiar el punto de insercién del transposén en los mutantes 5, 16, 32, 36, 71
y 72, observamos que en todos ellos se habia interrumpido el gen hinl (Tabla 18) y, por
lo tanto, denominaremos a estos mutantes como P. putida U hinl::Tn5 (Tabla 7).
Tabla 18. Descripcion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes

P. putida U hinl::Tn5. EI nimero de nucle6tidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero

de nucledtidos de la secuencia de la Figura 81.

Punto de insercién del transposon Tn5 en el gen hinl

Mutante 5 181 GGCGGTGACCAGGCCGATCGAGTGCTCGACCAGTTCACGGC -Tnb5- AGCGCTGTTCGTTGGCAGT
32y 72 ! CCGCCACTGGTCCGGCTAGCTCACGAGCTGGTCAAGTGCCG TCGCGACAAGCAACCGTCA
y A T v L G I S H E V L E R C R O E N A T

181 GGCGGTGACCAGGCCGATCGAGTG -Tnb5- CTCGACCAGTTCACGGCAGCGCTGTTCGTTGGCAGT
Mutante 16 CCGCCACTGGTCCGGCTAGCTCAC GAGCTGGTCAAGTGCCGTCGCGACAAGCAACCGTCA
A T V L G I S H E v L ER C R Q E N A T

1381 G -Tn5- GTACCCAACAGATCTTTTTCGACGCGGAACGATGCAGCGGAGGACATGATGTATATCAT
Mutante 36 C CATGGGTTGTCTAGAAAAAGCTGCGCCTTGCTACGTCGCCTCCTGTACTACATATAGTA
T 6 L. L. D K E VvV R F S A A S S M I Y I M

721 GGCAGTACCACCCAGGTTGATTTCGGTCAGCA -Tn5- GCTCAGGCGCCAGCGAACGCAGACGGTT
Mutante 71 CCGTCATGGTGGGTCCAACTAAAGCCAGTCGT CGAGTCCGCGGTCGCTTGCGTCTGCCAA
A T G G L N I E T L L E P A L S R L R N

Expresion en trans del gen hinl.

Para determinar si la incapacidad de los mutantes afectados en el gen hinl para
asimilar tanto la histamina como el IMAA se debia a una alteracion de este gen o bien a
un efecto polar causado por la insercion del transposon Tnb5, se llevd a cabo, como en
casos anteriores, la expresion heter6loga de dicho gen en estos mutantes. Para ello, se
amplifico el gen hinl, empleando el DNA gendmico de P. putida U como DNA molde,
mediante PCR, utilizando los oligonucleétidos Hinl.F y Hinl.R, y se clon6 en el
plasmido pBBR1MCS-3 (Kovach et al., 1995) en los sitios de restriccion Apal/Sacl. La
construccién obtenida, pMC-3hinl (Tabla 8), se transfiri6 mediante conjugacién
triparental (Herrero et al., 1990) a los distintos mutantes. Esta cepa transformante

(P. putida U hinl::Tn5 pMC-3hinl) (Tabla 7) recuperaba su capacidad para asimilar
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tanto la histamina como el IMAA a una concentracion en el medio de cultivo de 10 mM.
Sin embargo, la misma cepa mutante transformada Unicamente con el plasmido seguia
siendo incapaz de crecer en dichos medios (Figura 82). Por lo tanto, se pudo concluir
que la construccion pMC-3hinl era funcional y que el crecimiento observado en la cepa
transformante se debia especificamente a la presencia del gen clonado en el plasmido. A
su vez, el hecho de que los mutantes afectados en el gen hinl asimilaran el aminoacido
histidina con la misma eficiencia que la cepa silvestre indicaba que la insercion del

transposén no estaba afectando a funciones celulares generales.

0.8

Abs (540 nm)

08

04

0.2

00 ] : : : ; : : : : ; : : ; : : : : : :

Tiempo (h) Tiempo {h) Tiempo (h)

Figura 82. Curva de crecimiento (medida como AbSssg,m) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinl::Tn5 (o) y del mutante complementado con el gen hinl (P. putida U hinl::Tn5 pMC-3hinl) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina
(10 mM).

Al expresar en trans el gen hinl, comprobamos que se restauraba la expresion
del gen cromosdmico interrumpido por el transposon, es decir, se recuperaba la
capacidad para degradar histamina e ImMAA. Esto indicaba que no se habia producido un
efecto polar sobre la expresion de algin gen corriente abajo del mutado, o que, en caso

de que se hubiese producido, dicho gen no tenia un efecto directo ni sobre la
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degradacion de histamina ni sobre la de ImMAA. Ademas, este hecho suponia que, sin
duda alguna, la proteina codificada en hinl desempefiaba una funcion imprescindible e

insustituible en la ruta degradativa, tanto de histamina como de ImAA.

Enzima codificada por hinl.

A continuacion, se detalla la secuencia de la proteina codificada (Hinl), asi como

la composicién y nimero de aminoacidos, la masa molecular y el punto isoeléctrico

tedrico.

Hinl
MCRVNIEMIYIMSSAASFRVEKDLLGTLEVPA 485 aminoéacidos
DAYYGIQTLRAANNFHLSGVPLSHYPKLVVGL Mw: 52560,76 pl: 5,63
AMVKQAAADANRELGHLSDAKHAAISAACARL
IKGDYHEQFVVDMIQGGAGTSTNMNANEVIAN
IALEAMGHQKGEYQYLHPNNDVNMAQSTNDAY Ala (A) 59 Leu (L) 61
PTAIRLGLLLGHDALLASLDSLIQAFAAKGKE Arg (R) 26 Lys (K) 16
FDHVLKMGRTQLQDAVPMTLGQEFRAFATTMT Asn (N) 27 Met (M) 21
EDLNRLRSLAPELLTEINLGGTAIGTGINADP Asp (D) 22 Phe (F) 11
GYQMLAVQRLATISGQPLVPAADLIEATSDMG Cys (C) 5 Pro (P) 21
AFVLFSGMLKRTAVKLSKICNDLRLLSSGPRT Gln (Q) 20 Ser (S) 22
GINEINLPARQPGSSIMPGKVNPVIPEAVNQV Glu (E) 30 Thr (T) 23
AFAIMGNDLALTVAAEGGQLOLNVMEPLIAYK Gly (G) 36 Trp (W) 0
IFDSIRLLQRAMDMLREHCIVGITANEQRCRE His (H) 11 Tyr (Y) 12
LVEHSIGLVTALNPYIGYENATRIARVALETG Ile (I) 32 val (V) 30
RGVLELVREEKLLDEEMLNDILRPENMIAPRL
VPLKA

Al comparar la secuencia de aminoécidos de Hinl con otras existentes en la base
de datos, se observo que esta proteina presentaba homologia con una aspartato amonio
liasa 0 aspartasa de Pseudomonas putida NBRC 14164 (100% de identidad) o de
Bacillus sp. YM55-1 (92% de identidad). Hinl pertenece a la superfamilia de las liasas,
en concreto, forma parte de la familia de las liasas de clase I. Los miembros de esta
familia, en su mayoria, catalizan reacciones de beta-eliminacion en las que un enlace
CN o CO se rompe, con la consiguiente liberacion de fumarato como uno de los
productos (NCBI Resource Coordinators, 2017). Por este motivo, también se las

denomina fumarato hidratasas.
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En P. putida U, Hinl seria la responsable de la conversion de &cido aspartico en

acido fumarico y amoniaco (Takagi et al., 1985) (Figura 83).

o .
OH Hinl i\/\r

NH,

Acido aspartico Acido fumarico

Figura 83. Reaccion catalizada por Hinl (aspartato amonio liasa o aspartasa) en P. putida U.

La desaminacion del acido aspartico catalizada por Hinl se produciria a través de
un mecanismo en el que interviene un carbanion, y en el cual participan iones metélicos
divalentes actuando como activadores. La presencia de éstos contribuye a la estabilidad
de la enzima (Ichihara et al., 1955). Cabe destacar que las aspartasas bacterianas poseen
una especificidad practicamente absoluta por el sustrato, sin embargo, estas enzimas son
bastante inespecificas en lo que se refiere a los iones metalicos, los cuales se unen a un
sitio activador separado del sitio activo de la enzima (Falzone et al., 1988). Ademas,
algunos estudios han demostrado que la cinética enzimatica no lineal, que se observa
bajo ciertas condiciones, es el resultado de la existencia de un sitio regulador separado
de la enzima, en el cual, el sustrato puede desempefar el papel de activador (Viola,

2000).

En un principio, se asigno a la aspartasa un rol meramente degradativo, mediante
el cual se produciria amonio y fumarato que se incorporaria al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Halpern y Umbarger, 1960). Mas tarde, se demostré que esta enzima
puede catalizar la formacion de aminoacidos mediante la aminacion del fumarato
(Vender y Rickenberg, 1964). De hecho, la aspartasa se emplea en la industria para

producir L-aspartato a partir de fumarato. Sin embargo, por lo que respecta a Hinl,
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parece tener exclusivamente un papel catabolico o, en caso de participar efectivamente
en la sintesis de amino&cidos, este papel seria un mecanismo secundario, ya que el
crecimiento de los mutantes no se ve afectado cuando son cultivados en medios
minimos conteniendo como fuentes de carbono moléculas no relacionadas con la
histamina y el ImAA. Esto indica que en todos ellos existe una sintesis enddgena
efectiva de todos los aminoacidos proteinogénicos, no viéndose afectada la sintesis

proteica.
Residuos conservados y funcionalidad.

Diversos estudios estructurales y otros resultados obtenidos tras mutagénesis de
la aspartasa en diferentes microorganismos han permitido establecer la ubicacion del
sitio activo de la enzima y han conducido a la identificacion de un conjunto de
aminoacidos que participan tanto en la unién al sustrato como en la catélisis (Viola,
2000). Estos, en Hinl, corresponden a D-23, R-42, K-68, T-116, T-156, T-202, K-340,
y S-155, respectivamente (Figura 84). En particular, existe una secuencia altamente
conservada situada en las inmediaciones de un sitio activo de lisina (K-340) que sirve
como secuencia distintiva para identificar a los miembros de la familia fumarasa-
aspartasa (Figura 84). Este residuo K-340, implicado en la union al sustrato, se
encuentra localizado en la cavidad del sitio activo de la enzima, por lo que se sospecha
gue desempefia un papel significativo en la actividad catalitica. La alteracion de esta
lisina, tanto como la de la K-68 (localizada en la superficie del sitio activo), causa una

pérdida de la actividad de la enzima.

Como se ha mencionado anteriormente, el sustrato (4cido L-aspartico) se une a
un sitio activador que es diferente al sitio activo de la enzima (Karsten et al., 1986). Se

han identificado determinados residuos localizados en la hélice a. pertenecientes a una
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region que, probablemente, sea la que contiene este sitio activador: Q-142 y N-151 en
Hinl (Shi et al., 1997). Ademas, el residuo D-23 parece estar implicado en la formacion

de la red de puentes de hidrogeno requerida para estabilizar la estructura del sitio activo.

HinI MCRVNIEMIYIMSSAASFRVEKDLLGTLEVPADAYYGIQTLRAANNFHLSGVPLSHYPKL 60

Pt - MISVMSSAASFRTEKDLLGVLEVPAQAYYGIQTLRAVNNFRLSGVPISHYPKL 53
Ec - MSNNIRIEEDRLGTREVGADAYYGVHTLRAIENFYISNNKISDIPEE 47
Bsp -7 MNTDVRIEKDFLGEKEIPKDAYYGVQTIRATENFPITGYRI--HPEL 45

* Kk ek k% * . ekkkhkk o ok kk o kK .. . K. o.

HinI VVGLAMVKQAAADANRELGHLSDAKHAAISAACA-RLIKGDYHEQFVVDMIQGGAGESTN 119

Pf VVGLAMVKQAAADANRELGQLSERKHAAISEACA-RLIRGDFHEEFVVDMIQGGAGESTN 112
Ec VRGMVMVKKAAAMANKELQTNPKSVANAIIPACDEDLNNGKCMDQFPVDVYQGGARTSVN 107
Bsp IKSLGIVKKSAALANMEVGLLDKEVGQYIVKAAD EVIEGKWNDQFIVDPIQGGAGISIN 104

shk e e kk kx k. * * . * sk XK *kKk Kk kK Kk

HinI MNANEVIANIALEAMGHQKGEYQYLHPNNDVNMAQSTNDAYPTATIRLGLLLGHDALLASL 179

Pf MNANEVIANIALEAMGHQKGEYQYLHPNNDVNMAQSTNDAYPTAIRLGLLLGHDALLASL 172
Ec MNTNEVLANIGLELMGHQKAEYQYLNPNDHVNKCOSTNDAHPTGFRIAVYSSMIKLVDAI 167
Bsp MNANEVIANRALELMGEEKGNYSKISPNSHVNMSQ TNDAFPTATHIAVLSLLNQLIETT 164

KKk ekhkkekk kK kk ek ek s kK kok o kokokokx ok kok

HinI DSLIQAFAAKGKEFDHVLKMGRTOLODAVPMTLGOQEFRAFATTMTEDLNRLRSLAPELLT 239

Pf DSLIQAFAAKGAEFSHVLKMGRTQLODAVPMTLGQEFRAFATTLGEDLARLKTLAPELLT 232
Ec NQLREGFERKAVELQDILKMGRIQPQODAVPMTLGQEFRTFSILLKEEVKNIQR-TAELLL 226
Bsp KYMQQEFMKKADEFAGVIKMGRTHLQDAVPILLGQEFEAYARVIARDIERIAN TRNNLY 223

* * * . s khhk k. kxkkk. Kkkkk ... P

HinTI EINLGGTAIGTGINADPGYQMLAVQRLATISGQPLVPAADLIEATSDMGAFVLESGMLKR 299

Pf EVNLGGTAIGTGINADPRYQALAVQRLATISGQPLVPAADLIEATSDMGAFVLESGMLKR 292
Ec EVNLGATAIGTGPNTPKEYRPLAVKKLAEVTGFPCVPAEHLIEATSDCGAYVMVHGALKR 286
Bsp DINMGATAVGTGLNADPEYISIVTEHLAKFSGHPLRSAQHLVDATQNTDCYTEVSSALKV 283

shak Kk eokxk k. * . oo kK kX * Ko akKk . * %

HinT TAVKLSKICNDLRLLSSGPRTGINEINLPARQPGSSIMPGKVNPVIPEAVNQVAFAIMGN 359

Pf TAVKLSKICNDLRLLSSGPRTGINEINLPARQPGSSIMPGKVNPVIPEAVNQVAFQVIGN 352
Ec LAVKMSKICNDLRLLSSGPRAGLNEINLPELQAGSSIMPAKVNPVVPEVVNQVCNKVIGN 346
Bsp CMINMSKIANDLRLMASGPRAGLSEIVLPARQPGSSIMPGKVNPVMPEVMNQVAFQVEGN 343

e e kkk KAhkKkAhkKko e khkkKk oKk * Kk Kk *k *k kkkkkk KAhkkkhkk kK -k kK .o kK

HinI DLALTVAAEGGQLQLNVMEPLIAYKIFDSIRLLOQRAMDMLREHCIVGITANEQRCRELVE 419

Pf DLALTMAAEGGQLQLNVMEPLIAFKIFDSIRLLOQRAMDMLREHCIVGITANEARCRELVE 412
Ec DTTVTMAAEAGQLQLNVMEPVTGQAMFESVHILTNACYNLLVKCINGITANKEVCEGYVY 406
Bsp DLTITSASEAGQFELNVMEPVLEFEFNLIQSISIMTNVFKSFTENCLKGIKANEERMKEYVE 403

* e ek hkek hkoe o khkkhkhkkkhk oo o o ok e .. . ok . * Kk kk . *

HinI HSIGLVTALNPYIGYENATRIARVALETGRGVLELVREEKLLDEEMLNDILRPENMIAPR 479

Pf HSIGLVTALNPYIGYENATRIARIALESGRGVLELVREEGLLDDAMLDDILRPENMIAPR 472

Ec NTIGIVTYLNPFIGHHNGDIAGKICAETGKSVREVLERG-LLYEAELDDIFSVQNLMHPA 465

Bsp KSIGIITAINPHVGYETAAKLAREAYLTGESIRELCIKYGVLTEEQLNEILNPYEMTHPG 463
HER R G S N HEE . HEE- S HE

HinI LVPLKA--———-—- 485

Pf LVPLKA-———-—-— 478

Ec YKAKRYTDESEQ 477

Bsp IAGRK-——---—-— 468

Figura 84. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina Hinl de P. putida U y de las
aspartasas de P. fluorescens (Pf) (BAA00062.1), E. coli (Ec) (AAA23499.1) y Bacillus sp. (Bsp)

(BAA93044.1). Los residuos conservados implicados en la catasisis se sefialan en rojo, los implicados en
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la unidn al sustrato se marcan en verde y los relacionados con el sitio activador se marcan en amarillo. La

zona donde se localiza el sitio activo de la enzima se sefiala subrayada.

Estructuras terciaria y cuaternaria.

Las aspartasas descritas en la literatura son activas como homotetrameros. Asi,
la aspartasa de E. coli es activa cuando se encuentra como tetramero, es decir,
compuesta por cuatro subunidades idénticas de 52.000 Da (Takagi et al., 1985). La
enzima de P. fluorescens también es un homotetramero con subunidades de 50.900 Da
(Takagi et al., 1986). De igual modo, la aspartasa de Bacillus sp. YM55-1 esta
compuesta por cuatro subunidades idénticas con pesos moleculares de 51.000 Da
(Kawata et al., 1999). En Hinl (52.560,76 Da), al igual que en la aspartasa de E. coli, se
pueden identificar en cada mondémero 3 dominios orientados entre si en forma de S
alargada (Figura 85). ElI dominio N-terminal incluye los residuos 1-165 y esta
compuesto por dos l&minas B antiparalelas, seguidas de cinco hélices a (Figura 85,
dominio 1). El segundo dominio contiene los residuos 166-406 y estd formado
unicamente por hélices o (Figura 85, dominio 2). Este es el dominio mas conservado y
es el que contiene el sitio catalitico de la enzima. EI dominio C-terminal engloba los
residuos 406-485 y consiste en dos motivos hélice-vuelta-hélice (Figura 85,
dominio 3). Esta region tiene gran variabilidad, sin embargo, presenta un gran interés
debido a que existe una correlacion directa entre esta zona de la enzima y la actividad
bioldgica de la misma. Por ejemplo, deleciones de determinados aminoacidos en este
dominio confieren una nueva actividad biologica a la aspartasa, como la capacidad de
potenciar especificamente la activacion del plasmindgeno en la coagulacion sanguinea

(Viola, 2000). Los miembros pertenecientes a esta familia poseen una elevada

246



Resultados y Discusion

homologia estructural ya que constan de un haz central de 5 hélices que conecta los

dominios N y C-terminal, siendo ambos de pequefio tamafio (Figura 85).

Figura 85. Modelo tedrico de la estructura terciaria de Hinl de P. putida U. Se realizé por modelado de

homologia a través del servidor PHYRE2 (Kelley et al., 2015) utilizando como plantilla la estructura
cristalina de la fumarato hidratasa de Rickettsia prowazekii (Phan et al., 2011), obteniéndose un 100% de

confianza en el modelado de 454 residuos (94% de la secuencia).

Analisis del intermediario acumulado por los mutantes afectados en el gen hinl.

En P. putida U, el acido aspartico s6lo es capaz de degradarse por accién de la
enzima aspartasa (Hinl). Por este motivo, se ha observado que el mutante P. putida U
hinl::Tn5, que codifica dicha aspartasa, no es capaz de crecer en MM suplementado con
acido aspartico (10 mM) como Unica fuente de carbono, mientras que los mutantes
afectados en genes que pertenecen al cluster hin2 son capaces de degradarlo del mismo
modo que la cepa silvestre (Figura 86). Ademas, los mutantes afectados en el gen hinl
tampoco son capaces de asimilar la asparagina, la cual se cataboliza via acido aspartico

(Huerta-Zepeda et al., 1997). Sin embargo, si que son capaces de utilizar como Unica
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fuente de carbono el acido glutdmico y la glutamina, hecho que pone de manifiesto, de
nuevo, la ausencia de relacién entre el catabolismo de la histamina y el del aminoacido

histidina.

08

0.6 4

Abs (540 nm)

04

0.2

0.0

Tiempo (h)

Figura 86. Curva de crecimiento (medida como AbSssg,m) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinl::Tn5 (A) y de un mutante representativo del cluster hin2 (A) cuando se cultivaba en MM + acido

L-aspértico (10 mM).

Ademas, tal y como hemos mencionado anteriormente, el mutante afectado en el
gen hinl acumulaba &cido aspartico en el caldo cuando se cultivaba en MM
suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM), para soportar el crecimiento bacteriano, e
histamina (10 mM) como fuente de precursores, por lo que podemos concluir que este
compuesto actGa como intermediario de la ruta de degradacion de histamina y de ImAA
en P. putida U. EIl analisis de este catabolito se realiz6 mediante cromatografia en capa
fina (TLC) (Figura 87) ya que, como vimos en el apartado 2 de Resultados y Discusion
de este trabajo, este compuesto no es detectable mediante el sistema de HPLC que se

emplea para detectar la histamina, el IMAA y algunos de los intermediarios de la ruta.
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Patron L-Asp
PpU hinl::Tnd

’

Rf=0.55

Figura 87. Identificacion del &cido aspartico acumulado al final de la curva de crecimiento mediante TLC
(Rf=0,55).

Adicionalmente, se analiz6 el intermediario acumulado por el mutante afectado
en hinl mediante IR (Figura 88). Como se puede observar, las sefiales de infrarrojo del
producto acumulado por el mutante y las del acido L-aspéartico comercial coinciden, lo
que confirma los resultados obtenidos por TLC (Figura 87) y permite afirmar que Hinl

es la enzima responsable de catabolizar el 4cido aspartico en P. putida U.
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Figura 88. Espectro de IR del acido L-aspartico comercial (violeta) y del acido aspartico acumulado en el

caldo de cultivo por el mutante P. putida U hinl::Tn5 (verde) cuando se cultiva en 4-OH-PhAc (10 mM)

+ histamina (10 mM).

4.2.2. Gen hind.

Localizacién del punto de insercion.

Otros 6 mutantes obtenidos mediante mutagénesis insercional con el transposon

Tn5 (mutantes 15, 17, 18, 42, 68 y 69) tenian insertado el transposon en el gen hinJ,

cuya localizacion se muestra en la Tabla 19. Los mutantes afectados en este gen se han

denominado en su conjunto P. putida U hinJ::Tn5 (Tabla 7). Este gen se encuentra

corriente arriba del gen hinl y se transcribe en sentido contrario, como puede observarse

en la Figura 81. Ademas, estos mutantes acumulaban acido aspartico en el caldo

cuando se cultivaban en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina (10 mM) como fuente

de intermediarios catabolicos.
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Tabla 19. Identificacion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes
P. putida U hinJ::Tn5. EIl nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero

de nuclettidos de la secuencia de la Figura 81.

Punto de insercion del transposdn Tn5 en el gen hind

Mutante 15 E R R F V T Q P A F S R R I R S L E A A
u 1681 CAGAGCGGCGTTTCGTCACCCAACCGGCCTTCAGCCGGCGTATCCGCA -Tn5- GCCTCGAAGCGG
y 17 GTCTCGCCGCAAAGCAGTGGGTTGGCCGGAAGTCGGCCGCATAGGCGT CGGAGCTTCGCC

P L F D L E G E G s vV P L L A Y T A G A
Mutante 18 2161 AGCCGTTGTTCGACCTGGAA -Tn5- GGTGAGGGCAGCGTGCCGTTGTTGGCCTATACCGCTGGCG
TCGGCAACAAGCTGGACCTT CCACTCCCGTCGCACGGCAACAACCGGATATGGCGACCGC

H H L BE G G Q G E V V Q V A A A H S L A
Mutante 42 1861 TGCATCATCTTGAGGGCGGGCAGGGCGAGGTGGTGCAGGTG -Tn5- GCTGCGGCACACTCCCTGG
ACGTAGTAGAACTCCCGCCCGTCCCGCTCCACCACGTCCAC CGACGCCGTGTGAGGGACC

Mutante 68 T T V Yy £ T A M A DS L K S M A L E G M
2272 ATACCACGG -Tnb5- TCTATGAAACCGCCATGGCCGACAGCCTCAAGAGCATGGCGCTTGAGGGCA
y 69 TATGGTGCC AGATACTTTGGCGGTACCGGCTGTCGGAGTTCTCGTACCGCGAACTCCCGT

Expresion en trans del gen hinJ.

A continuacion, se procedié a determinar si la incapacidad del mutante
P. putida U hinJ::Tn5 para asimilar tanto la histamina como el ImAA se debia
especificamente a la interrupcion del gen hinJ o si, por el contrario, el transposon estaba
ejerciendo un efecto polar sobre algiin gen adyacente. Para ello, se amplifico mediante
PCR el gen hinJ de P. putida U utilizando los oligonucleé6tidos Hind.F y HinJ.R, v,
posteriormente, se clono en el plasmido replicativo pBBR1IMCS-3 (Kovach et al., 1995)
utilizando los sitios de restriccién Apal/Sacl. Esta construccion, pMC-3hinJ (Tabla 8),
se transfirid mediante conjugacion triparental (Herrero et al., 1990) al mutante afectado
en hinJ. La cepa transformante obtenida, P. putida U hinJ::Tn5 pMC- 3hinJ (Tabla 7),
era capaz de crecer tanto en histamina como en ImAA con la misma eficiencia que la
cepa silvestre (Figura 89). Como en casos anteriores, los mutantes afectados en el gen
hinJ eran capaces de asimilar la histidina como Unica fuente de carbono, lo que indicaba

gue este gen no interviene en el metabolismo general de la célula.
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Figura 89. Curva de crecimiento (medida como AbSssg,m) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinJ::Tn5 (o) y del mutante complementado con el gen hinJ (P. putida U hinJ::Tn5 pMC-3hinJ) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina
(10 mMm).

El hecho de que la expresion en trans del gen hinJ en el mutante P. putida U
hinJ::Tn5 restableciera la capacidad para degradar la histamina y el ImMAA, evidenciaba
que no habia un ningun efecto polar sobre la expresion de algin gen corriente abajo del
mutado, o que, en caso de haberlo, dicho gen no tenia una relacion directa con la
degradacion de estos compuestos. Al mismo tiempo, la recuperacion de este fenotipo
indicaba que la proteina codificada en hinJ cumplia una funcién imprescindible e

insustituible en esta via catabdlica.
Enzima codificada por hinJ.

Cuando se analizé el fragmento de DNA que contenia el marco abierto de
lectura correspondiente al gen hinJ se identificé una proteina de 313 aminoacidos cuya
secuencia se recoge a continuacién. En el mismo esquema, se observa la composicién
aminoacidica de la misma, su peso molecular y el punto isoeléctrico tedrico

correspondiente a esa proteina.
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HinJ

MCFVNLESKWLEDFSALASTRSFSQAAERREV 313 aminoacidos
TQPAFSRRIRSLEAALGLQLVNRSRTPIELTE Mw: 34519.72 ol 6,41
AGOLFLVTARTVVDQLSEILRHLHHLEGGQGE
VVQVAAAHSLASGFFPRWVAQLRNDGLNTATR Ala (a) 34 Leu (L) 44
LVATNVGDAVHALREGGCDLMLAFYDPDAALQ Arg (R) 26 Lys (K) 7
MDAETIFPSLHMGNTEMLPVCAVDGEGKPLFDL Asn (N) 9 Met (M) 9
EGEGSVPLLAYTAGAFLGRSVNLLLRORNLRY Asp (D) 12 Phe (F) 12
TTVYETAMADSLKSMALEGMGIAWVPRLSMRG Cys (C) 5 Pro (P) 12
ELERGELAVCGGSOWHVPLETIRLYRCALVRKA Gln (Q) 12 Ser (5) 20
NVRLLWRKLEGTATVDPKVSQSPEK Glu (E) 23 Thr (T) 15

Gly (G) 24 Trp (W) 5

His (H) 7 Tyr (Y) 5

Tle (I) 7 val (V) 25

Al comparar la secuencia de aminoacidos de HinJ con las depositadas en la base
de datos, observamos que esta proteina presenta homologia con los reguladores
transcripcionales de tipo LysR (LTTRs), mostrando un porcentaje de identidad del 78%
y del 100% con LysR de Streptococcus pneumoniae y de Pseudomonas putida NBRC
14164, respectivamente (NCBI Resource Coordinators, 2017). Estas proteinas pueden

actuar como activadores o represores de genes u operones.

Esta familia de reguladores transcripcionales es de las méas abundantes en el
reino procariota, aunque se han identificado genes ortdlogos funcionales tanto en
eucariotas como en arqueas. Los miembros pertenecientes a esta familia poseen una
estructura conservada, con un motivo de hélice-vuelta-hélice (HTH) de union a DNA en
el extremo N-terminal, y un dominio de unién a la molécula moduladora en el extremo
C-terminal. La unién de estos moduladores es fundamental para que los LTTRs
desempefien su funcion. A menudo, estos reguladores suelen constituir un ciclo de
retroalimentacion en el que un producto o un intermediario de un via metabdlica
(generalmente activada por un LTTR) actda como el modulador necesario para que se
produzca la activacion (co-inductor) o la represion (co-represor) transcripcional

(Maddocks y Oyston, 2008).
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En los LTTRs, y en concreto en HinJ, los residuos comprendidos entre las
posiciones 20-80 son los mas conservados y estan directamente relacionados con la
interaccion con el DNA. Por el contrario, hay relativamente poca conservacion
aminoacidica en el extremo C-terminal (Figura 90). Esta region (entre los residuos 95 y
210) estd integrada por dos subdominios o/f distintos (RD1 y RD2), que estan
conectados entre si y que, en conjunto, forman la zona donde es probable que se una el
modulador. Sin embargo, mediante estudios de mutagénesis, se ha identificado una
region de aproximadamente 70-80 aminoacidos en el dominio C-terminal que también
puede desempefiar un papel importante en la union al DNA (Huang y Schell, 1991;

Schell et al., 1990).

Hind MCFVNLESKWLEDFSALASTRSFSQAAERRFVTQPAFSRRIRSLEAALGLQLVNRSRTPI 60

Ec --MAAVNLRHIEIFHAVMTAGSLTEAAHLLHTSQPTVSRELARFEKVIGLKLFERIRGRL 58
Sb --MAAVNLRHIEIFHAVMTAGSLTEAAHLLHTSQPTVSRELARFEKVIGLKLFERVRGRL 58
St --MAAVNLRHIEIFHAVMTAGNLTEAARLLHTSQPTVSRELARFEKVLGLTLFERTRGRL 58
Yp —--MPAISLRQIEIFHGVMTTGNLTEAALLLQTSQPTVSRELARFEQLVQLTLFERVRGRL 58
Pe —-—-MKLTLRHIEVFRAIMAAGSVTGAARLLFTSQPTVSRELARMEQVTGLTLFEREGGRL 57
: HE R R S R Hd oKX ok :
HinJd ELTEAGQLFLVTARTVVDQLSEILRH---LHHLEGGQGEVVQVAAAHSLASGFFPR---- 113
Ec HPTVQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGE---LSTIACLPVFSQSFLPQLLQP 115
Sb HPTVQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGE---LSIACLPVFSQSFLPQLLQP 115
St HPTVQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGE---LSTIACLPVFSQSFLPPLLPP 115
Yp YPTVQGLRLFEEVQRSYYGLDRIKQAAEGIRQFQHAQ---LSIACLPVFSQSLLPAVCKP 115
Pe VPTAQALLLIEEVERAFIGLERIDRFAQAIRNFEQGR---LAITCLPLEFSQTLLPKVCKA 114

* . * * .

. .ok

Hind WVAQLRNDGLNIATRL---VATNVGDAVHALREGGCDLMLAFYDPDAALQMDAEIFPSLH 170

Ec FLARYPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLG—--—- LTETLHTPAGTE--RTELL---- 164
Sb FLARYPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLG--—-— LTETLHTPAGTE--RTELL---- 164
St FLARYPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLG—--—- LTETLHAPAGTT--RTELL---- 164
Yp FIDRYPEVSLNVIPQESPLLEEWLSAQRHDLG--—-— FTENTQTPAGTQ--RHTLM--—- 164
Pe FHOQHPGVSVSITAQESPLLEESLVAQQHDLG—--—- LTETGQVPRGAV--GELLF---- 163
. . . . . . . *  x . * . ..
HinJ  MGNTEMLPVCAVDG----EGKPLF---DLEGEGSVPLLAYTAGAFLGRSVNLLLRQRNLR 223
Ec --—-SLDEVCVLPPGHPLAVKKVLTPDDFHGENYISL---SRTDSYRQLLDQLFTENQVK 217
Sb ----SLDEVCVLPPGHPLAVKKVLTPDDFQGENYISL---SRTDSYRQLLDQLFTEHQVK 217
st --—-TLNEVCVLPCDHPLAAKTVLTPDDFQGENFISL---SRLDSYRQLLDTLFAEHQVK 217
Yp --—-TVNEVCVLPADHPLREKSVLTPQDFNGENFVSL---SVTDSYRQLLDNLFAEEKVT 217
Pe --—--SADMVCVLPEHHSLLAKPVLELHDFHEVDFINL---ASLDSYRQQLDRHFREAGVN 216

* K . * .. * . . * . .

HinJd YTTVYETAMADSLKSMALEGMGIAWVPRLSMRGELERGELA--VCGGSQWHVPLEIRLYR 281

Ec RRMIVETHSAASVCAMVRAGVGVSVVNPLTALDYAA----SGLVVRRFSIAVPFTVSLIR 273
Sb RRMIVETHSAASICAMVRAGVGVSVVNPLTALDYAA----SGLVVRRFSIAVPFTVSLIR 273
St RRMVVETHSAASVCAMVRAGAGVSIVNPLTALDYAA----SGVTVRRFSIDVPFTVSLIR 273
Yp RRLVMETHSAASVCAMVREGVGVSIVNPLTALDYLSKGRGSGVCVRPFSVDIPEFTVSLIQ 277
Pe RRTVIETTSAASVCAMVRQGLGVAIINPLSGLEAGQ----GGLPIRRLSLSVPYQVMLIR 272

* % * k. .k Kk ke . . * . .k . *
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Hind CALVRKANVR-LLWRKLEGTATVDPKVSQSPEK-——————— 313
Ec PLHRPSSALVQAFSEHLQ---AGLPKLVTSLDAILSSATTA 311
Sb PLHRPSSALVQAFSEHLQ---AGLPKLVTSLDAILSSATTA 311
St PLHRPASALVDAFSKHLQ---THLSRLVEPLEVILGPMTKA 311
Yp PLHRPSSTLVDTEVGHLK---QQTTLFQQRLATVIAPAC-- 313

Pe PELRPASAVLAPFCEALR---VQARAMAGALAKGF------ 304

*

Figura 90. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de HinJ de P. putida U y de diferentes LTTRs
de Escherichia coli (Ec) (ANKO03160.1), Shigella boydii (Sb) (ACD08223.1), Salmonella typhimurium
(St) (AMMO00824.1), Yersinia pseudotuberculosis (Yp) (CAH22284.1) y Pseudomonas entomophila (Pe)
(CAK16334.1).

Regulacion transcripcional de los LTTRs: caja LTTR.

En este tipo de reguladores transcripcionales, el sitio de union del modulador se
suele encontrar dentro de la region intergenica existente entre el gen que codifica el
regulador y su gen/operdn asociado. Este sitio de unién (puede haber varios) también se
puede localizar corriente arriba de genes distantes regulados por un LTTR. El sitio de
unién del represor (RBS), que posee el motivo conservado T-Ni;-A, generalmente se
ubica cerca de la posicion -65 en relacién con el inicio de la transcripcién. El sitio de
unién del activador (ABS), para el que no se ha identificado nunguna secuencia
conservada, se localiza entre el RBS y el promotor, y, a menudo, se encuentra alrededor
de la posicion -35 (Porrua et al., 2007). Sin embargo, se han identificado otros sitios de
unién tan lejanos como -218 pb con respecto a la region promotora, asi como sitios de

union internos (+350 pb) (Viswanathan et al., 2007; Wilson et al., 1995).

Estructuray funcién de los LTTRs.

La mayoria de los reguladores transcripcionales que contienen un dominio HTH
se dividen en dos grupos: activadores y represores de la transcripcién. Los activadores
transcripcionales, caracteristicamente, tienen el HTH ubicado en el extremo C-terminal,
mientras que los represores lo tienen en el extremo N-terminal (Pérez-Rueda y Collado-

Vides, 2000). Sin embargo, los LTTRS son una excepcion, ya que el dominio HTH esta
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ubicado en el extremo N-terminal (Figura 91), situado a unos 20-90 aminoéacidos de
este extremo de la proteina, independientemente de si el LTTR estd activando o

reprimiendo la transcripcion de si mismo o del gen (o genes) que esta regulando.

En la Figura 91 se puede observar el dominio HTH de HinJ, tipico de los
LTTRs, situado en el extremo N-terminal de la proteina, el cual estd altamente

conservado y, como mencionamos, esta directamente relacionado con la unién al DNA.

Figura 91. Modelo teérico de la estructura terciaria de la proteina HinJ de P. putida U donde podemos
observar el dominio HTH (hélice-vuete-hélice) situado en el extremo N-terminal (azul oscuro). Se realizd
por modelado de homologia a través del servidor PHYRE2 (Kelley et al., 2015) utilizando como plantilla
la estructura cristalina de un regulador de tipo LysR de Neisseria meningitidis (Sainsbury et al., 2009),

obteniéndose un 100% de confianza en el modelado de 296 residuos (98% de la secuencia).

Activacion transcripcional y autoregulacion negativa.

Un ejemplo claro del probable modo de actuacién de la proteina HinJ es el
regulador 1lvY, considerado como un prototipo de regulacion por LTTR, ademas de ser
el representante mas estudiado de esta familia en E. coli y en Salmonella spp. (Blazey y
Burns, 1980; Rhee et al., 1999). IlvY se encuentra formando parte de un sistema
compuesto por dos genes (ilvY y ilvC) que se transcriben a partir de promotores

divergentes. La proteina IlvY exhibe una regulacion clésica de tipo LTTR, segun la
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cual, la expresion de ilvY estd autorregulada negativamente por 1lvY, mientras que el
mismo IlvY activa la expresion de ilvC. IIlvC es una acetohidroxiacido isomeroreductasa
que interviene en las vias biosintéticas paralelas de L-valina y de L-isoleucina, las
cuales estan catalizadas por las mismas enzimas que actlan sobre sustratos diferentes
(Biel y Umbarger, 1981). Los sustratos de IlvC son los moduladores de IlvY, y son
necesarios para que se produzca la activacion transcripcional de ilvC, determinando un
ciclo de retroalimentacién (Blazey y Burns, 1980). Este tipo de regulacion es muy
comun en los LTTRs. Este podria ser el caso de HinJ y Hinl, donde el &cido aspartico
(sustrato de Hinl) actuaria como co-inductor de HinJ, proteina necesaria para la

activacion transcripcional del gen hinl.

Ademas, el mutante P. putida U hinJ::Tn5 no era capaz de crecer en &cido
aspartico como Unica fuente de carbono y, cuando se cultivaba en MM + 4-OH-PhAc
(10 mM) + histamina (10 mM), acumulaba aspartato en el caldo, tal y como ocurria en
los mutantes afectados en el gen hinl. Por lo tanto, la hipétesis que se planted fue que
HinJ podria actuar como activador transcripcional de hinl, gen implicado directamente

en el catabolismo de aspartato.

Por este motivo, se procedid a expresar en trans constitutivamente el gen hinl en
el mutante afectado en el gen hinJ. El resultado fue que la cepa transformante
P. putida U hinJ::Tn5 pMC-3hinl (Tabla 7) recuperaba la capacidad para asimilar la
histamina y el ImMAA (Figura 92), con lo que pudimos demostrar experimentalmente

que HinJ es el activador transcripcional de Hinl.
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Figura 92. Curva de crecimiento (medida como AbSssonm) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinJ::Tn5 (o) y del mutante complementado con el gen hinl (P. putida U hinJ::Tn5 pMC-3hinl) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina
(10 mMm).

4.3. Gen hinK.

Localizacién del punto de insercion.

Cuando se procedié a analizar el punto de insercion del transposon en los
mutantes 3, 45, 46, 47, 48 y 51, se observo que el Tn5 se habia insertado en un gen
(hinK) (Tabla 20) que, al igual que los mutantes afectados en el gen hinF, acumulaba
ImAA en el caldo de cultivo (MM + 10 mM 4-OH-PhAc + 10 mM histamina). A todos
ellos los denominamos como P. putida U hinK::Tn5 (Tabla 7). A continuacion se
muestra el fragmento secuenciado del genoma de P. putida U donde se localiza el gen

hinK, asi como el ORF codificado en él (Figura 93).

hinK > M A A Y T L R Q L K Y F VvV T T V E A G

1 CCCGTGGCTGCCTATACCCTGCGACAACTCAAGTACTTCGTCACCACCGTGGAGGCCGGT
GGGCACCGACGGATATGGGACGCTGTTGAGTTCATGAAGCAGTGGTGGCACCTCCGGCCA

s v A E A S R Q0 L Y I A QQ P S I S T A I

61 AGCGTTGCCGAGGCCTCTCGCCAGCTGTACATCGCCCAGCCGTCCATTTCCACGGCCATC
TCGCAACGGCTCCGGAGAGCGGTCGACATGTAGCGGGTCGGCAGGTAAAGGTGCCGGTAG
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kK s L £ E S F GV @ L F I R H H A Q G V
AAGAGCCTGGAAGAAAGTTTCGGCGTGCAGCTGTTCATTCGCCACCATGCCCAGGGTGTG
TTCTCGGACCTTCTTTCAAAGCCGCACGTCGACAAGTAAGCGGTGGTACGGGTCCCACAC

s L.T p S G K R F Yy A K T R S L L QO M A
TCGTTGACGCCCAGCGGCAAGCGTTTCTACGCCAAGACCCGATCCCTGCTGCAGATGGCC
AGCAACTGCGGGTCGCCGTTCGCAAAGATGCGGTTCTGGGCTAGGGACGACGTCTACCGG

H E F E O N A L A DND T V A G Q I D I
CACGAGTTCGAGCAGAACGCCCTGGCTGACAACGACACCGTCGCCGGGCAGATCGACATC
GTGCTCAAGCTCGTCTTGCGGGACCGACTGTTGCTGTGGCAGCGGCCCGTCTAGCTGTAG

G ¢ ¥ E TV A P L Y L P R L I A A F R Q
GGCTGTTTCGAAACCGTGGCACCGTTGTATCTGCCGCGCCTGATCGCCGCCTTCCGCCAG
CCGACAAAGCTTTGGCACCGTGGCAACATAGACGGCGCGGACTAGCGGCGGAAGGCGGTC

R ¥y p G v D I R L R D G E QO Q E L I 0O G
CGTTACCCAGGCGTGGATATCCGCCTGCGCGACGGCGAGCAGCAGGAGCTGATCCAGGGC
GCAATGGGTCCGCACCTATAGGCGGACGCGCTGCCGCTCGTCGTCCTCGACTAGGTCCCG

L T A G T F DL A F L Y D H D L D G T I
CTGACGGCCGGAACGTTCGACCTGGCGTTCCTCTACGATCATGACCTGGACGGCACCATC
GACTGCCGGCCTTGCAAGCTGGACCGCAAGGAGATGCTAGTACTGGACCTGCCGTGGTAG

E A E P L M P P Q K P Y V L L P E N H R
GAAGCCGAGCCTCTGATGCCGCCGCAAAAACCTTACGTGCTGCTGCCAGAAAACCACCGC
CTTCGGCTCGGAGACTACGGCGGCGTTTTTGGAATGCACGACGACGGTCTTTTGGTGGCG

F A G Q A Q V S L R DL C P E P M I L L
TTTGCCGGCCAGGCCCAGGTATCGCTGCGTGACCTGTGCCCGGAGCCGATGATCCTGCTG
AAACGGCCGGTCCGGGTCCATAGCGACGCACTGGACACGGGCCTCGGCTACTAGGACGAC

p vaAaAa P S R T Y F Vv S L F N E M G L T P
GACGTGGCTCCCAGCCGCACCTACTTCGTCAGCCTGTTCAACGAGATGGGCTTGACGCCG
CTGCACCGAGGGTCGGCGTGGATGAAGCAGTCGGACAAGTTGCTCTACCCGAACTGCGGC

N I v FfF S s P S I EM V R GM V G Q G F
AACATCGTCTTCAGCTCACCGTCGATCGAGATGGTGCGGGGCATGGTCGGGCAGGGTTTC
TTGTAGCAGAAGTCGAGTGGCAGCTAGCTCTACCACGCCCCGTACCAGCCCGTCCCAAAG

G F s L L VvV T R P H S E Y T Y D G Q R L
GGTTTTTCGCTGCTGGTGACCCGACCGCATTCGGAATACACCTACGACGGCCAGCGCCTG
CCAAAAAGCGACGACCACTGGGCTGGCGTAAGCCTTATGTGGATGCTGCCGGTCGCGGAC

A L L DI A E P V A L S G L A A A W L K
GCCCTGTTGGATATCGCCGAGCCGGTGGCGCTGTCGGGGCTGGCGGCGGCGTGGTTGARAA
CGGGACAACCTATAGCGGCTCGGCCACCGCGACAGCCCCGACCGCCGCCGCACCAACTTT

R vog L T K P A Q L F V E F C R E E L A
CGGGTGCAATTGACCAAGCCTGCACAGTTGTTTGTGGAGTTTTGCCGGGAAGAACTGGCG
GCCCACGTTAACTGGTTCGGACGTGTCAACAAACACCTCAAAACGGCCCTTCTTGACCGC

k F |
AAGTTCTGAGGC 912
TTCAAGACTCCG

Figura 93. Fragmento secuenciado del genoma de P. putida U donde se localiza el gen hinK, asi como el
OREF codificado.
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Tabla 20. Descripcion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes
P. putida U hinK::Tn5. EI nimero de nucle6tidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero

de nucle6tidos de la secuencia de la Figura 93.

Punto de insercion del transposén Tn5 en el gen hinK

Mutante 3 M A A Y T L R 0 L K Y ¥ v T T V E A G
u ! 1 CCCGTGGCTGCCTATACCC -Tn5- TGCGACAACTCAAGTACTTCGTCACCACCGTGGAGGCCGGT
48 y 51 GGGCACCGACGGATATGGG ACGCTGTTGAGTTCATGAAGCAGTGGTGGCACCTCCGGCCA
Mutante 45 F A G g A Q VvV sS L R D L C P E P M I L L
541 TTTGCCGGC -Tn5- CAGGCCCAGGTATCGCTGCGTGACCTGTGCCCGGAGCCGATGATCCTGCTG

y 47 AAACGGCCG GTCCGGGTCCATAGCGACGCACTGGACACGGGCCTCGGCTACTAGGACGAC

N I VvV F S s p s I EM V R G M V G Q G F

Mutante 46 661 AACATCGTCTTCA -Tn5- GCTCACCGTCGATCGAGATGGTGCGGGGCATGGTCGGGCAGGGTTTC
TTGTAGCAGAAGT CGAGTGGCAGCTAGCTCTACCACGCCCCGTACCAGCCCGTCCCAAAG

Expresion en trans del gen hinK.

Con objeto de determinar si se revertia la capacidad para degradar histamina e
IMAA cuando en este mutante se expresaba en trans el gen hinK (P. putida U
Tn5::hinK) y corroborar, ademas, que la incapacidad de degradar histamina e ImMAA no
se debia a un efecto polar causado por el transposon, el gen hinK se amplifico mediante
PCR usando los oligonucledtidos HinK.F y HinK.R y se clon6 en el vector
pBBR1MCS-3 (Kovach et al., 1995) utilizando los sitios de restriccion Apal/Sacl. Esta
construccién (pMC-3hinK) (Tabla 8) se transfiri6 mediante conjugacion triparental
(Herrero et al., 1990) al mutante afectado en el gen hinK, observando que la cepa
transformante obtenida (P. putida U Tn5::hinK pMC-3hinK) (Tabla 7) recuperaba la
capacidad de crecer en MMs que contenian histamina o ImMAA como Unicas fuentes de
carbono y energia (Figura 94). Al igual que el resto de mutantes, P. putida U Tn5::hinK
era capaz de metabolizar el aminoacido histidina al igual que P. putida U, por lo que

pudimos afirmar que las funciones celulares generales no se encontraban afectadas.
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Figura 94. Curva de crecimiento (medida como AbSssonm) de P. putida U (e), del mutante P. putida U
hinK::Tn5 (o) y del mutante complementado con el gen hinK (P. putida U hinK::Tn5 pMC-3hinK) (V)
cuando se cultivaba en A) MM + histamina (10 mM), B) MM + ImAA (10 mM) y C) MM + histidina
(10 mMm).

El hecho de que la expresién en trans del gen hinK restaurase la capacidad para
degradar histamina e ImMAA, indicaba que, como hemos Vvisto en casos anteriores, no se
producia un efecto polar sobre la expresion de algin gen corriente abajo del mutado. A
su vez, esto indicaba, sin lugar a dudas, que la proteina codificada por hinK
desempefiaba una funcién imprescindible e insustituible en la ruta degradativa, tanto de

la histamina como del ImAA.

Enzima codificada por hink.

A continuacion, se muestra el peso molecular, punto isoeléctrico teorico,

composicion y numero de aminodacidos de la proteina codificada por este gen (HinK).
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HinK
MAAYTLRQLKYFVTTVEAGSVAEASROLY IAQ 301 aminoacidos
PSISTATKSLEESFGVQLFIRHHAQGVSLTPS Mw: 33536.53 ol 5,44
GKRFYAKTRSLLOMAHEFEQNALADNDTVAGQ
IDIGCFETVAPLYLPRLIAAFRQRYPGVDIRL Ala (a) 30 Leu (L) 38
RDGEQQELIQGLTAGTFDLAFLYDHDLDGTIE Arg (R) 18 Lys (K) 8
AEPLMPPQKPYVLLPENHRFAGQAQVSLRDLC Asn (N) 5 Met (M) 7
PEPMILLDVAPSRTYFVSLEFNEMGLTPNIVES Asp (D) 13 Phe (F) 18
SPSTEMVRGMVGQGFGFSLLVTRPHSEYTYDG Cys (C) 3 Pro (P) 18
ORLALLDIAEPVALSGLAAAWLKRVQLTKPAQ Gln (Q) 19 Ser (S) 18
LFVEFCREELAKF Glu (E) 20 Thr (T) 16
Gly (G) 19 Trp (W) 1
His (H) 6 Tyr (Y) 11
Ile (I) 14 val (V) 19

HinK presentaba un elevado porcentaje de identidad con respecto a otras
proteinas identificadas en la base de datos como proteinas pertenecientes a la familia de
reguladores transcripcionales de tipo LysR (LTTRs) de P. putida GB-1 (98%) y de
Burkholderia gladioli (83%) (NCBI Resource Coordinators, 2017). HinK pertenece a la
misma familia de reguladores transcripcionales que HinJ, los cuales pueden actuar como

activadores o represores de genes u operones.

Como se ha explicado anteriormente, esta familia de reguladores
transcripcionales es de las mas abundantes en el reino procariota, y se caracterizan por
poseer una estructura conservada de hélice-vuelta-hélice (HTH) de union a DNA en el
extremo N-terminal, y un dominio en el extremo C-terminal de unién al modulador, el
cual es fundamental para que los LTTRs desempefien su funcién (Maddocks y Oyston,

2008).

Al igual que sucedia en HinJ, en la proteina HinK los residuos mas conservados
se encuentran entre las posiciones 20-80 (extremo N-terminal), los cuales estan
estrechamente relacionados con la interaccion con el DNA. Sin embargo, la
conservacion de aminoacidos disminuye a medida que nos acercamos al extremo

C-terminal (Figura 95). Este hecho se repite cuando se comparan las secuencias
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aminoacidicas de HinK y de HinJ (23% de identidad), donde los residuos mas

conservados se encuentran el extremo N-terminal (Figura 96).

HinK MAAYTLRQLKYFVTTVEAGSVAEASRQLYIAQPSISTAIKSLEESFGVQLFIRHHAQGVS 60

Ec MAAVNLRHIEIFHAVMTAGSLTEAAHLLHTSQPTVSRELARFEKVIGLKLFERIRGRLHP 60

Sb MAAVNLRHIEIFHAVMTAGSLTEAAHLLHTSQPTVSRELARFEKVIGLKLFERVRGRLHP 60

St MAAVNLRHIEIFHAVMTAGNLTEAARLLHTSQPTVSRELARFEKVLGLTLFERTRGRLHP 60

Yp MPAISLRQIEIFHGVMTTGNLTEAALLLQTSQPTVSRELARFEQLVQLTLFERVRGRLYP 60

Pe -MKLTLRHIEVFRAIMAAGSVTGAARLLFTSQPTVSRELARMEQVTGLTLFEREGGRLVP 59
* . *k K .

R Y * . . K .. * . * e kK o oKk . .

HinK LTPSGKRFYAKTRSLLOMAHEFEQNALADNDTVAGQIDIGCFETVAPLYLPRLIAAFRQR 120

Ec T-VQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGELSIACLPVFSQSFLPQLLQPFLAR 119

Sb T-VQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGELSIACLPVFSQSFLPQLLOPFLAR 119

St T-VQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGELSIACLPVFSQSFLPPLLPPFLAR 119

Yp T-VQGLRLFEEVQRSYYGLDRIKQAAEGIRQFQHAQLSIACLPVFSQSLLPAVCKPFIDR 119

Pe T-AQALLLIEEVERAFIGLERIDRFAQAIRNFEQGRLAITCLPLEFSQTLLPKVCKAFHQQ 118
. . . * . sk ke . *k . * .

HinK YPGVDIRLRDGEQQELIQGLTAGTFDLAFLYDHDLDGTIEAEPLMPPQKPYVLLPENHRE 180

Ec YPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLGLTETLHTPAGTERTELLSL-DEVCVLPPGHPL 178

Sb YPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLGLTETLHTPAGTERTELLSL-DEVCVLPPGHPL 178

St YPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLGLTETLHAPAGTTRTELLTL-NEVCVLPCDHPL 178

Yp YPEVSLNVIPQESPLLEEWLSAQRHDLGFTENTQTPAGTQRHTLMTV-NEVCVLPADHPL 178

Pe HPGVSVSITAQESPLLEESLVAQQHDLGLTETGQVPRGAVGELLFSA-DMVCVLPEHHSL 177
HE R O A S . *: . H

HinK AGQAQVSLRDLCPEPMILLDVA-PSRTYFVSLENEMGLTPNIVFSSPSIEMVRGMVGQGE 239

Ec AVKKVLTPDDFHGENYISLSRTDSYRQLLDQLFTENQVKRRMIVETHSAASVCAMVRAGV 238
Sb AVKKVLTPDDFQGENYISLSRTDSYRQLLDQLFTEHQVKRRMIVETHSAASICAMVRAGV 238
St AAKTVLTPDDFQGENFISLSRLDSYRQLLDTLFAEHQVKRRMVVETHSAASVCAMVRAGA 238
Yp REKSVLTPQODEFNGENFVSLSVTDSYRQLLDNLFAEEKVTRRLVMETHSAASVCAMVREGV 238
Pe LAKPVLELHDFHEVDFINLASLDSYRQQLDRHFREAGVNRRTVIETTSAASVCAMVRQGL 237
H *: H e koL L Ll % HE
HinK GFSLLVTRPHSEYTYDGQR----LALLDIAEPVALSGLAAAWLKRVQLTKPA-QLFVEFC 294
Ec GVSVVNPLTALDYAA----SGLVVRRFSIAVPFTVSLIR-—--—-—-— P-LHRPSSALVQAFS 287
Sb GVSVVNPLTALDYAA----SGLVVRRFSIAVPFTVSLIR-————— P-LHRPSSALVQAFS 287
St GVSIVNPLTALDYAA----SGVTVRRFSIDVPFTVSLIR-—--—-—-— P-LHRPASALVDAFS 287
Yp GVSIVNPLTALDYLSKGRGSGVCVRPFSVDIPFTVSLIQ—————— P-LHRPSSTLVDTEV 291
Pe GVAIINPLSGLEAGQ----GGLPIRRLSLSVPYQVMLIR--—-—-—-— P-ELRPASAVLAPFC 286
* PR . . . - * - . - K . - *
HinK  RE---ELAKF--—-—-————————— 301
Ec EHLQAGLPKLVTSLDAILSSATTA 311
Sb EHLOAGLPKLVTSLDAILSSATTA 311
St KHLQTHLSRLVEPLEVILGPMTKA 311
Yp GHLKQQTTLFQQRLATVIAPAC-- 313

Pe EALRVQARAMAGALAKGE-—-—---- 304

Figura 95. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de HinK de P. putida U y de diferentes
LTTRs de E. coli (Ec) (ANKO03160.1), S. boydii (Sb) (ACDO08223.1), S. typhimurium (St)
(AMMO00824.1), Y. pseudotuberculosis (Yp) (CAH22284.1) y P. entomophila (Pe) (CAK16334.1).
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HinK --MAAYTLRQLKYFVTTVEAGSVAEASRQLYIAQPSISTAIKSLEESFGVQLFIRHHAQG 58
Hind MCFVNLESKWLEDFSALASTRSFSQAAERRFVTQPAFSRRIRSLEAALGLQLVNRSR TP 59

. * . * . . * o ok e . .. *k* .k * . *** . * **k * .

HinK VSLTPSGKRFYAKTRSLLOQMAHEFEQNALADNDTVAGQIDIGCFETVAPLYLPRLIAAFR 118
HinJd IELTEAGQLFLVTARTVVDQLSEILRHLHHLEGGQGEVVQVAAAHSLASGFFPRWVAQLR 119
HIRR G R - *iooe H - N HE
HinK QRYPGVDIRLRDGEQQELIQGLTAGTFDLAFL-YDHDLDGTIEAEPLMPPQKPYVLLPEN 177
HinJd NDGLNIATRLVATNVGDAVHALREGGCDLMLAFYDPDAALQMDAEI e PSL 169

* x . .. * * * % . * Kk Kk . *k* . *

HinK HRFAGQAQVSLRDLCP---EPMILLDVAPSRTYFVSLFNEMGLTPNIVFSSPSIEMVRGM 234
HinJd HM--G--NTEMLPVCAVDGEGKPLFDLE-—-=-=-===——-— GEGSVPLLAYTAG-—-—----— AF 208
* * HI Hd * *ix oK oL :
HinK VGQGFGFSLLVTRPHSEYTYDGQRLALLDIAEPVALSGLAAAWLKRVQLTKPAQL-FVEF 293
HinJd LGRS--VNLLLRQRNLRYTT-VYETAMADSLKSMALEGMGIAWVPRLSMRGELERGELAV 265

HE N O LR x HEEE O I A
HinK CREELAKF—===—=————————mm 301

Hind CGGSQWHVPLEIRLYRCALVRKANVRLLWRKLEGTATVDPKVSQSPEK 313

*

Figura 96. Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de HinK y de HinJ de P. putida U.

Estructura y funcion de los LTTRs.

Cuando se discutia acerca de la estructura de HinJ (pag. 255), se explicaba que
la mayoria de los reguladores transcripcionales que contienen un dominio HTH podian
actuar como activadores o represores de la transcripcion. Por norma general, este
dominio HTH esté localizado en el extremo C-terminal de la proteina en el caso de los
activadores transcripcionales, o en el extremo N-terminal en el caso de los represores
(Pérez-Rueda y Collado-Vides, 2000). No obstante, HinK, al ser una proteina
perteneciente a la familia LTTR, tiene el dominio HTH situado en el extremo
N-terminal (Figura 97), independientemente de si esta proteina activa o reprime la

transcripcion de si mismo o del gen (o genes) que esté regulando.
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Figura 97. Modelo tedrico de la estructura terciaria de HinK de P. putida U modelada por homologia con
referencia a proteinas de la familia LTTR, donde podemos observar el dominio HTH (hélice-vuelta-
hélice) situado en el extremo N-terminal (azul oscuro). Se realiz6 por modelado de homologia a través del
servidor PHYREZ2 (Kelley et al., 2015) utilizando como plantilla la estructura cristalina de un regulador
de tipo LysR de N. meningitidis, obteniéndose un 100% de confianza en el modelado de 296 residuos

(98% de la secuencia).

4.4. Organizacion génica de los genes responsables del

catabolismo de histamina y de ImAA en P. putida U.

Una vez analizados los diferentes clusters implicados en la degradacion de
histamina y de ImMAA en P. putida U, concluimos que los ORFs afectados estan
repartidos en 7 genes, divididos en tres regiones de DNA con diferente localizacion
cromosOmica, y que corresponden a tres organizaciones genicas diferentes: cluster hin2

(hinGHFL), cluster hin3 (hinlJ) y el gen hinK (Figura 98).
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Figura 98. Organizacion de los diferentes ORFs identificados en el genoma de P. putida U al analizar los
puntos de insercion del transposén Tn5 en los distintos mutantes incapaces dedegradar la histamina ni el
ImAA. También se muestra en el esquema los genes afectados por el transposdn Tn5. Entre paréntesis se
indica el nimero de mutantes en los que el transposén Tn5 se habia insertado en el mismo gen. Las
flechas blancas corresponden a los ORFs adyacentes secuenciados, los cuales no estan implicados en la

degradacion de histamina.

4.5. Regulacion de la ruta catabolica: actuacion de los genes

hinK Y hinJ.

4.5.1. Regulador transcripcional HinK.

El siguiente abordaje experimental consisito en determinar qué gen o genes
regulaba HinK, analizando, para ello, la expresion de los genes que conforman los
clusters hin2 (hinGHFL) y hin3 (hinlJ), asi como el gen hinK, mediante la técnica de
PCR cuantitativa a tiempo real. En primer lugar, se obtuvo el RNA y, posteriormente, el

cDNA de la cepa silvestre (P. putida U) y del mutante afectado en el gen hinK
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(P. putida U Tn5::hinK) (Tabla 7) en las condiciones descritas en el apartado 13 de
Materiales y Métodos. A continuacién, se llevd a cabo la cuantificacion del cDNA
obtenido en ambas condiciones mediante la técnica de PCR cuantitativa con el objetivo
de estudiar la expresion de los genes hinGHFL, hinlJ y hinK. Para ello, se realizaron
amplificaciones de un tamafio entre 150-200 pb, usandose para cada gen (hinF, hinL,
hinH, hinG, hinl, hinJ y hinK) los oligonucleo6tidos que figuran en la Tabla 14 de

Materiales y Métodos.

Como se observa en la Figura 99, todos los genes se estaban expresando en la
cepa silvestre (P. putida U). Sin embargo, en el mutante P. putida U Tn5::hinK los
genes hinF, hinL, hinH y hinG no se expresaron. Tampoco hubo expresion del gen hinK
(actuaba como control negativo), ya que se encontraba interrumpido por el transposon.
Por otro lado, en la cepa mutante observamos que la expresion de los genes hinl y hinJ

no se ve afectada por la interrupcion del gen hinK.

0,8 1

0,6 1

Expresion relativa

0,4 q

0,2

0,0 - - .
hinF hinL hinH  hinG hint hinJ hinkK

Gen

Figura 99. Estudio de la expresion de los genes hinF, hinL, hinH, hinG, hinl, hinJ y hinK en P. putida U
(barras negras) y en el mutante P. putida U hinK::Tn5 (barras grises). Las barras de error indican la

desviacion estandar.
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Estos resultados, junto con el hecho de que el mutante P. putida U hinK::Tn5
acumule ImAA en el caldo, al ser cultivado en 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mM), demostraban que el regulador transcripcional HinK actda exclusivamente
como un activador de la transcripcion de los genes que conforman el cluster hin2

(hinGHFL).

4.5.2. Regulador transcripcional HinJ.

Tal y como se vi6 con HinK, se llevé a cabo un estudio para dilucidar qué gen o
genes estaban regulados por el regulador transcripcional HinJ. Para alcanzar dicho
objetivo, se analiz6 la expresion de los genes que conforman los clusters hin2
(hinGHFL) y hin3 (hinlJ), asi como del gen hinK, mediante la técnica de PCR
cuantitativa a tiempo real. Inicialmente, se extrajo el RNA y, seguidamente, el cDNA de
la cepa silvestre (P. putida U) y del mutante afectado en el gen hinJ (P. putida U
Tn5::hinJ) (Tabla 7) siguiendo el protocolo detallado en el apartado 13 de Materiales y

Métodos.

Por dltimo, se llevo a cabo la cuantificacion del cDNA obtenido en ambas
condiciones mediante la técnica de PCR cuantitativa con el objetivo de estudiar la
expresion de los genes hinGHFL, hinlJ y hinK. Para ello, se realizaron amplificaciones
de un tamafio entre 150-200 pb, usandose para cada gen (hinF, hinL, hinH, hinG, hinl,

hinJ y hinK) los oligonucledtidos que figuran en la Tabla 14 de Materiales y Métodos.

Como observamos en la Figura 100, todos los genes se estaban expresando en la
cepa control (P. putida U). Sin embargo, en la cepa mutante (P. putida U Tn5::hinJ) no

habia expresion por parte del gen hinl, asi como tampoco lo hacia el propio gen hinJ, ya
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que esta interrumpido por el transposon. Sin embargo, observamos que la expresion de
los genes del cluster hin2 (hinGHFL) y del gen hinK no se ve afectada por la

interrupcion del gen hinJ.

Expresién relativa

0,2

0,0 - L L L L '
hinF hinL hinH  hinG hinl hind  hinK

Gen

Figura 100. Estudio de la expresion de los genes hinF, hinL, hinH, hinG, hinl, hinJ y hinK en P. putida U
(barras negras) y en el mutante P. putida U hinJ::Tn5 (barras grises). Las barras de error indican la

desviacion estandar.

Estos resultados, junto con el hecho de que el mutante P. putida U hinJ::Tn5
acumule &cido aspartico en el caldo al ser cultivado en 4-OH-PhAc (10 mM) +
histamina (10 mM), confirmaban que HinJ actuaba como un activador de la
transcripcion del gen hinl, y que ambos (hinl y hinJ) son los responsables de la

degradacion del acido aspartico en P. putida U.
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4.6. Analisis comparativo de los clusters hin2, hin3 y del gen

hinK en diferentes microorganismos.

El analisis comparativo de las diferentes secuencias correspondientes a los genes
pertenecientes a los clusters hin permitié detectar la existencia de dichos clusters en
distintos microorganismos G-, particularmente en especies del género Pseudomonas
(Figura 101). Sin embargo, los genes hin no se encontraron en ninguna secuencia de
bacterias G+, lo que sugiere que en estas bacterias este mecanismo de degradacion de

histamina no es un proceso muy comun.
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genomas parciales. En los casos en los que es posible, se indican las distancias entre los genes agrupados.
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El cluster hin2 de P. putida U estd constituido por un cassette catabolico de
3,9 Kb y el cluster hin3 por un cassette catabolico de 2,5 Kb. Sin embargo, el gen hinK
de P. putida U ocupa una posicién distal respecto a ambos clusters. La organizacién de
los genes hin en las cepas P. putida KT2440, P. putida S16, P. monteilii SB3078,
P. monteilii SB 3101 y P. plecoglossicida TND35 no varia con respecto a la observada

en P. putida U (Figura 101).

Las diferencias de organizacién mas significativas entre P. putida U y algunos

de los microorganismos analizados se exponen a continuacion.

En el genoma publicado de P. putida GB-1 (NC_010322) existe un pequefio
ORF (PPUTGB1_RS11990) que se encuentra entre los ortdlogos de los genes hinF y
hinH, y que se transcribe en el mismo sentido que los ortdlogos de hinF y hinL

(Figura 101).

En los genomas de P. putida AA7 (NZ_CP018846), P. putida W619
(NC_010501) y P. guariconensis LMG 27394 (NZ_FMYX01000001), el ortélogo del
gen hinK se localiza a continuacién de los ort6logos de los genes que conforman el
cluster hin2, concretamente corriente abajo del ortélogo de hinL transcribiéndose en

sentido contrario (Figura 101).

En los genomas depositados en la base de datos del GenBank de P. costantinii
LMG 22119 556 (NZ_MDDR01000018), P. psychrophyla BS3667 (NZ_LT629795),
P. fluorescens SS101 (NZ_CMO001513), P. fluorescens LBUMG636 (NZ_CP012400),
P. fluorescens Ptl4 (NZ_CP017296) y P. fluorescens A506 (NC_017911) los genes
ortologos del cluster hin2 se transcriben todos seguidos en el mismo sentido en orden
hinFLHG, que coincide con el orden de actuacion propuesto para la degradacion de

histamina y de ImAA en P. putida U. Ademas, el ortélogo del gen hinK se localiza
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corriente abajo del ortdlogo de hinG, transcribiéndose en sentido contrario

(Figura 101).

En todas las cepas analizadas, los ortdlogos de hinF y hinL se encuentran
situados del mismo modo que en P. putida U, lo que sugiere la participacion conjunta
de ambos en la ruta. Lo mismo sucede con los ortélogos de los genes hinH y hinG, los
cuales se encuentran en todos los casos con una organizacion genética similar a
P. putida U, los que hace pensar que, del mismo modo que en nuestra bacteria, se

transcriben como un operon.

A pesar de las diferencias anteriormente citadas, en los organismos comparados
se aprecia una organizacion genética muy similar a la descrita en esta Tesis Doctoral
para los clusters hin de P. putida U. De hecho, se puede observar una elevada
conservacion en lo que se refiere a las distancias que separan los grupos de genes. Los
genes ortologos pertenecientes al cluster hin2 y al cluster hin3 se enuentran a una
distancia de unos 3.000 Kb en todos los casos, salvo en las cepas en la que no esta
secuenciado el genoma el completo y, por lo tanto, se desconocen estas distancias. En
cuanto al ortélogo del gen hinK, este se sitla, en la mayor parte de las cepas, a una
distancia de unas 1.000 Kb de los genes ortlogos del cluster hin2, exceptuando los
casos en los que se encuentra agrupado junto con los genes ortélogos de este cluster.
Este hecho es otra evidencia de que HinK actua regulando la expresién de los genes del

cluster hin2.

La conservacion, tanto en la sintenia como en la distancia entre los grupos,
sugiere que los genes no se han podido transferir en bloque, Sino que son genes

arquetipicos de pseudomonanidos y que las diferencias en las distancias génicas o en el
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orden relativo de los genes se debe a reordenamientos del cromosoma de la cepa de la

que se trate.
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5. RUTA CATABOLICA PROPUESTA PARA LA
DEGRADACION DE HISTAMINA Y DE ACIDO

IMIDAZOLACETICO EN Pseudomonas putida U.

Reuniendo todos los resultados experimentales descritos hasta ahora, podemos

definir la ruta catabolica de histamina y de ImMAA en P. putida U (Figura 102).

En primer lugar, intervendrian las enzimas codificadas en los genes
pertenecientes al cluster hinl (HinA, HinB, HinC, HinD), asi como los sistemas
DadRAX y CoxBA-C, responsables de la transformacion de histamina en ImAA y
descritos por mi compafiero, el Dr. José Luis Gomez Botran (Gomez-Botran, 2017).
HinA es un transportador implicado en la toma de histamina desde el medio de cultivo
al interior de la bacteria. HinC utiliza como sustratos la histamina y el acido piravico,
generando L-alanina e imidazol acetaldehido (ImAdh), el cual es catalizado por HinD
en una reaccion de oxidacion en la que actiia como coenzima el NAD™ para dar lugar al
ImAA. Finalmente, HinB es un regulador que actia modulando la transcripcion de los
genes del cluster hinl. La misién del sistema DadRAX es doble. Por una parte, permite
regenerar el piruvato requerido como aceptor del grupo amino en la reaccion de
transaminacion y, ademas, participa en un sistema de transferencia de electrones, en el
cual, la etapa final es catalizada por el complejo CoxBA-C que, ademas, es el

responsable de la génesis de la energia requerida para el transporte de la histamina.

En segundo lugar, actdan las enzimas codificadas en el cluster hin2, encargadas
de degradar el ImAA hasta acido L-aspartico. EI ImAA es hidroxilado por HinF
mediante una reaccion de oOxido-reduccion en la que participa el NADH.

Posteriormente, HinL facilita la apertura del anillo, dando lugar a la Ny-formil-
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isoasparagina (FiAsn), aunque el anillo de ImAA también puede romperse mediante una
hidrélisis no enzimatica. La FiAsn es utilizada como sustrato por HinH, una hidrolasa
N-terminal, para generar &cido N-formil-aspéartico (FAsp), el cual es metabolizado por
HIinG hasta acido L-aspértico. Por ultimo, intervienen las enzimas codificadas en el
cluster hin3, encargadas de transformar el acido L-aspartico en acido fumarico. Hinl
degrada el &cido L-aspartico mediante una reaccion de beta-eliminacion en la que
participa el NAD generando acido fumérico, el cual se incorporara al ciclo de los acidos

tricarboxilicos (Ciclo TCA).

La ruta de degradacion del ImAA hasta &cido fumaérico esta regulada por dos
proteinas. HinJ activa la transcripcion del gen hinl, mientras que HinK hace lo propio

con los genes pertenecientes al cluster hin2.

Tanto la ruta catabolica en si, como algunas de las enzimas que llevan a cabo las
reacciones que forman parte de la misma, han sido descritas aqui por primera vez. Su
naturaleza no era obvia a partir del estado de la técnica pues, como se ha comentado
previamente, la ruta responsable de transformar la histamina y el ImAA in vivo en

P. putida U y en otras bacterias relacionadas se desconocia hasta la fecha.

Ademas, el descubrimiento de esta ruta demuestra que la degradacién de
histamina y de ImMAA en P. putida U no se realiza mediante los mecanismos catabélicos

descritos, hasta la fecha, en otros seres vivos.
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Figura 102. Representacién esquematica de los procesos metabdlicos responsables de la degradacion de histamina e ImAA en P. putida U asi como las enzimas que catalizan
estas reacciones. Los distintos metabolitos son: histamina, ImAdh (imidazolacetaldehido), ImAA (acido imidazolacético), L-Ala (L-alanina), D-Ala (D-alanina), &cido 4-
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6. EXPRESION HETEROLOGA DE LOS GENES
IMPLICADOS EN LA DEGRADACION DE
HISTAMINA Y DE ACIDO IMIDAZOLACETICO

EN P. putida U.

En este apartado nos centraremos en el estudio de la expresion heterologa de los
genes identificados como implicados en la ruta de degradacion de la histamina y del
ImAA en P. putida U. Para asegurar la correcta expresion de los genes, utilizaremos una
cepa bacteriana incapaz de degradar ni la histamina ni el ImAA, pero que asimila sin
ningan problema el &cido aspartico. Esta cepa es Pseudomonas putida DOC21, una

cepa muy proxima filogenéticamente a P. putida U.

La cepa silvestre de P. putida DOC21 utilizada en este experimento pertenece a
nuestra coleccion, y fue aislada por nuestro grupo de investigacion a partir de muestras
de suelos proximos a la Universidad de Leon (Merino et al., 2013). Esta bacteria es
aerobia estricta, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C y presenta resistencia

a ampicilina.

A continuacién, se detallan las cepas recombinantes de P. putida DOC21
obtenidas en esta Tesis Doctoral, mediante transferencia de diferentes construcciones

geneéticas, asi como el efecto observado en cada una de ellas.

P. putida DOC21 pMC-3hin2
La primera construccion genética que se transfirio a la cepa P. putida DOC21

fue el cluster hin2, clonado en el vector pPBBR1MCS-3 (Kovach et al., 1995).
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Para la obtencién de esta construccion, se realizé la amplificacion mediante PCR
del gen hinL utilizando los oligonucledtidos HinL.F y HinL.R. El producto de
amplificacion se clond en el plasmido pJQ200KS, utilizando los sitios de restriccion
Sall/Spel, presentes tanto en los cebadores como en la zona de clonacién multiple
(polylinker) del plasmido, y se obtuvo la construccion pJQ200KShinL (Tabla 8).
Posteriormente, se llevd a cabo la recombinacion de esta construccion con la region del
genoma (hinL) de P. putida U. Una vez conseguido, se purifico el DNA genémico y se
digirié a su totalidad con la enzima de restriccion Sall. Este sitio de restriccion se
encontraba en el polylinker del plasmido y al incio del cluster hin2 (justo antes del gen
hinG) (Figura 103). A continuacion, mediante una reaccion de ligacion, se obtuvo la
construccion pJQ200KShin2 (Tabla 8). Finalmente, utilizando los sitios de restriccion

Xhol/Spel, se transfirio todo el cluster hin2 al plasmido pBBR1MCS-3.

A esta construccién, que posee una longitud de 4562 pb, la denominamos

pMC-3hin2 (Tabla 8) (Figura 103).
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Figura 103. Representacion esquemaética de la estrategia utilizada para la obtencion de la construccion

pMC-3hin2. La localizacion de la secuencia promotora del plasmido se indica con una flecha verde.
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En este punto, surgié la incertidumbre de si esta construccion, al ser transferida a
la cepa P. putida DOC21, conferiria a ésta la capacidad para degradar el ImMAA, ya que
en dicha construccion se encontraban presentes todos los genes que integran el cluster
hin2 en P. putida U, pero no estaba presente el activador transcripcional (hinK), hecho
que podia ser determinante. Al transferir a la cepa P. putida DOC21 la construccion
pMC-3hin2 mediante conjugacion triparental (Herrero et al.,, 1990), la cepa
recombinante P. putida DOC21 pMC-3hin2 (Tabla 7) no era capaz de crecer en medio

minimo (MM) suplementado con ImAA (10 mM) como Unica fuente de carbono.

P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK

Teniendo en cuenta el resultado obtenido anteriormente, el siguiente paso fue la
incorporacion a la cepa recombinante P. putida DOC21 pMC-3hin2 del gen que
codificaba el activador transcripcional (hinK). Para ello, se cloné en el plasmido
pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) el gen hinK en los sitios de restriccion Apal/Sacl,
mediante la subclonacion del inserto presente en la construccion pMC-3hinK (Tabla 8).
Seguidamente, se incorporé esta construccion (pMC-5hinK) (Tabla 8) a la cepa
obtenida anteriormente (P. putida DOC21 pMC-3hin2) mediante un proceso de
conjugacion triparental (Herrero et al., 1990). El resultado final fue la obtencion de la
cepa P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK (Tabla 7), la cual era capaz de asimilar

el ImAA.

Con el objeto de caracterizar con mayor precision la cinética de crecimiento de
esta cepa en ImAA, se procedié a cultivarla en medio liquido, y se analiz6 mediante
HPLC el consumo de ImAA, observando que a las 60 horas éste habia desaparecido
completamente del caldo de cultivo, lo que indicaba que habia sido degradado en su

totalidad (Figura 104).
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Figura 104. Curva de crecimiento (medida como Abssso,m) de P. putida DOC21 pMC-3 pMC-5 (o) y de
P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK (e) en MM + ImAA (10 mM). Tambien se representa la
concentracion de ImAA en la cepa P. putida DOC21 pMC-3 pMC-5 (V), asi como la concentracion de
ImAA (V) en el caldo de cultivo de la cepa P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK.

Los resultados mostrados en la Figura 104 revelaban que la cepa P. putida
DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK adquiria la capacidad para utilizar el ImMAA como
Unica fuente de carbono y energia gracias a la expresion heteréloga de los genes
presentes en las construcciones pMC-3hin2 y pMC-5hinK, ya que la cepa control de
P. putida DOC21 pMC-3 pMC-5, transformada solamente con ambos plasmidos,

continuaba siendo incapaz de asimilar este compuesto.

P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hin2 pMC-5hinK

Una vez alcanzado el objetivo de construir una cepa capaz de asimilar el ImMAA,
el siguiente paso consistid6 en ampliar las capacidades degradativas de esta cepa
dotandola de las funciones necesarias para eliminar la histamina. Para ello, a esta cepa
(P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK), se le transfirié un plasmido que contenia

los genes responsables de la transformacion de histamina en ImAA, es decir, que
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contenia el cluster hinl al completo. Esta construccion (pK18::mobhinl), obtenida por
mi compafiero el Dr. José Luis Gomez Botran y descrita en su Tesis Doctoral
(Goémez-Botran, 2017), conferia a la cepa la capacidad de transformar eficientemente la
histamina en ImMAA cuando era cultivada en un medio conteniendo 4-OH-PhAc
(10 mM) como fuente de carbono y energia e histamina (10 mM) como precursora del

ImAA.

La construccion pK18::mobhinl se transfiri6 mediante conjugacion triparental
(Herrero et al., 1990) a la cepa P. putida DOC21 pMC-3hin2 pMC-5hinK, obteniéndose
la cepa recombinante P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hin2 pMC-5hinK (Tabla
7). Esta, cuando se cultivaba en MM suplementado con histamina como Gnica fuente de
carbono y energia (10 mM), degradaba toda la histamina de un modo muy eficiente, ya
que desaparecia en 16 horas, retrasdndose s6lo 2 horas con respecto a la cepa
P. putida U. Asimismo, la cepa transformada Gnicamente con los plasmidos sin ninguno

de los genes seguia siendo incapaz de asimilar la histamina (Figura 105).

Como se puede observar en la Figura 105, se caracterizd la cinética de

crecimiento de esta cepa, asi como el consumo de histamina mediante HPLC.
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Figura 105. Curva de crecimiento (medida como AbSssnm) de P. putida DOC21 pK18::mob pMC-3
pPMC-5 (o) y de P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hin2 pMC-5hinK (e) en MM + histamina
(10 mM). También se representa la concentracion de histamina en la cepa P. putida DOC21 pK18::mob
pMC-3 pMC-5 (V), asi como la concentracion de histamina (V) y de ImAA (o) en el caldo de cultivo de
la cepa P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hin2 pMC-5hinK.

P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hinF pMC-5hinK y P. putida DOC21

pK18:: mobhinl pMC-3hinFL pMC-5hinK

Como se ha explicado en apartados anteriores, HinF es la proteina responsable
de la hidroxilacion del ImAA, mientras que la proteina HinL, bien sola o formando un
complejo con HinF (HIinFL), podrian ser las responsables de la apertura del anillo
hidroxilado del ImAA, si bien también se puede producir una hidrolisis espontanea (no
enzimatica). Con el objetivo de determinar si HinL era indispensable para que se
produzca la apertura del anillo hidroxilado del ImAA, se disefiaron dos cepas (P. putida
DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hinF pMC-5hinK y P. putida DOC21 pK18::mobhinl
pMC-3hinFL pMC-5hinK) (Tabla 7), mediante las cuales se pretendia determinar la
evolucion del ImAA en presencia Unicamente de HinF, o en presencia de HinF y de

HinL. En el primer caso, se amplifico el gen hinF sobre el genoma de P. putida U
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mediante PCR, utilizando los oligonucleétidos HinF.F y HinF.R, y se clond en el
plasmido pBBR1IMCS-3 (Kovach et al., 1995) utilizando los sitios de restriccion
Xhol/Xbal, obteniéndose la construccién pMC-3hinF (Tabla 8). En el segundo caso, se
amplificaron los genes hinFL sobre el genoma de P. putida U mediante PCR, utilizando
los oligonucleétidos HinF.F y HinL.R, y el amplicon se clon6 en el plasmido
pBBR1IMCS-3 (Kovach et al., 1995) utilizando los sitios de restriccion Xhol/Spel,
obteniéndose la construccion pMC-3hinFL (Tabla 8). En ambos casos, los genes estan
expresandose bajo el promotor del plasmido pBBR1MCS-3, replicativo en

Pseudomonas.

Las construcciones obtenidas, pMC-3hinF y pMC-3hinFL, se transfirieron,
independientemente, mediante conjugacion triparental (Herrero et al., 1990) a la cepa
P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-5hinK, la cual contenia el cluster hinl,
encargado de transformar la histamina en ImAA, y el gen hinK, responsable de activar

la transcripcion de los genes hinF y hinL.

Al cultivar estas cepas en MM suplementado con 4-OH-PhAc (10 mM) +
histamina (10 mM) se observé que, en ambos casos, la histamina se transformaba en su
totalidad a ImMAA 'y, posteriormente, éste se degradaba parcialmente (30%) hasta FiAsn,
la cual se acumulaba en el caldo de cultivo y era detectada en nuestro sistema de HPLC
con un tiempo de retencion de 6,7 minutos (Figura 106). Ademas, la velocidad de
generacion de la FiAsn era similar por parte de ambas cepas. Este resultado mostraba
claramente que tanto en presencia como en ausencia de HinL, el anillo de imidazol
sufria una rutura para dar lugar a la FiAsn. Nuestra hipotesis es que, probablemente,
cuando HinL esta presente, esta enzima es la encargada de llevar a cabo la reaccién de

apertura del anillo, mientras que en ausencia de HinL, se produce una hidrélisis no
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enzimética, similar a la propuesta por Kny y Witkop (Kny y Witkop, 1959),

generandose, en ambos casos, la FiAsn.

] 6.1 6,1

‘6,7

Figura 106. Aparicion de ImAA (Rt= 6,1 min) y del intermediario acumulado (FiAsn) (Rt= 6,7 min)
mediante HPLC cuando se cultiva A) P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hinF pMC-5hinK y B)
P. putida DOC21 pK18::mobhinl pMC-3hinFL pMC-5hinK en MM + 4-OH-PhAc (10 mM) + histamina
(10 mMm).

287



Resultados y Discusion

/. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LAS
ENZIMAS CODIFICADAS EN LOS clusters hin

PARA DEGRADAR OTROS COMPUESTOS.

El siguiente abordaje experimental consistio en demostrar la especificidad de
sustrato de las diferentes enzimas codificadas en los clusters hin2 y hin3 y en el gen
hinK, para lo cual se cultivaron los mutantes afectados en la asimilacion de histamina y
de ImAA en MMs suplementados con otras aminas biogénicas y aminoacidos (Tablas

19y 20), asi como con algunos compuestos imidazolicos (Tablas 21 y 22).

7.1. Aminas biogénicas y aminoacidos.

En primer lugar, se Ilevo a cabo un estudio de crecimiento de las diferentes
cepas mutantes, afectadas en los genes del cluster hin2 y en el gen hinK, en MM
suplementado con diferentes aminas biogénicas, asi como con algunos aminoéacidos,

como Unicas fuentes de carbono (5 mM) (Tablas 21 y 22).
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Tabla 21. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes afectados en genes del cluster hin2 y en el gen

hinK en MM sélido suplementado con algunas aminas biogénicas y diversos aminoacidos como Unicas

fuentes de carbono (5 mM).

sif\:/zgz’e Cluster hin2 y gen hinkK
P. putida U hinT:F:J:l#'nS PpU AhinL hinH::pPIgllJ&:mob hinzp::L'Jl'nS hinT(F:)g'nS
Histamina + - +* - - -
Tiramina + + + + + +
Dopamina + + + + + +
2-feniletilamina + + + + + +
Octopamina - - - - - -
Putrescina + + + + + +
Cadaverina + + + + + +
Espermidina + + + + + +
Glutamina + + + + + +
Asparagina + + + + + +
Metionina - - - - - -
Triptéfano + + + + + +
Acido aspartico + + + + + +
Lisina + + + + + +
Histidina + + + + + +
Ornitina + + + + + +
GABA + + + + + +

* PpU AhinL crece en histamina con un retraso de 4-6 horas respecto al control.

Como podemos observar en la Tabla 21, todos los mutantes afectados en los

genes pertenecientes al cluster hin2 y en el gen hinK son capaces de asimilar todos los

compuestos ensayados del mismo modo que P. putida U. Este hecho demuestra que las

enzimas codificadas en estas organizaciones genicas son especificas del catabolismo de

histamina, y que, por tanto, el resto de compuestos tienen sus propias vias de

asimilacion, como es el caso de la 2-feniletilamina (Arias et al., 2008) o la tiramina

(Arcos et al., 2010). Un caso a destacar es el de la ornitina, ya que en la base de datos,

los genes ortologos de hinG presentes en otros pseudomonanidos estan anotados como
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codificantes de wuna N-acetilornitina desacetilasa, enzima que participa en la
degradacion de este compuesto. Sin embargo, el mutante afectado en hinG es capaz de
asimilar la ornitina de un modo eficaz, debido a la existencia de otra ornitina
desacetilasa, ArgE, mencionada anteriormente, y que seria la implicada especificamente
en la ruta catabolica de la ornitina.

Tabla 22. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes afectados en genes del cluster hin3 en MM

solido suplementado con algunas aminas biogénicas y diversos aminoacidos como Unicas fuentes de

carbono (5 mM).

silc\:/igt?re Cluster hin3
P. putida U hinF;?#nS hinip:):LTJnS
Histamina + - -
Tiramina + + +
Dopamina + + +
2-feniletilamina + + +
Octopamina - - -
Putrescina + + +
Cadaverina + + +
Espermidina + + +
Glutamina + + +
Asparagina + - -
Metionina - - -
Triptofano + + +
Acido aspartico + - .
Lisina + + +
Histidina + + +
Ornitina + + +
GABA + + +

En la Tabla 22 se puede observar que todos los mutantes afectados en los genes
pertenecientes al cluster hin3 son capaces de catabolizar todos los compuestos del
mismo modo que lo hace la cepa silvestre (P. putida U), exceptuando la histamina, el

acido aspartico y la asparagina, ya que, como se ha explicado anteriormente, tanto Hinl
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como HinJ son dos proteinas que participan en la degradacion de estos compuestos en
P. putida U. Por consiguiente, podemos afirmar que las enzimas codificadas en el
cluster hin3 son especificas del catabolismo de histamina a través del &cido aspartico, y

que el resto de compuestos tienen rutas catabdlicas independientes.

7.2. Compuestos imidazolicos.

Como ya se ha demostrado experimentalmente en esta Tesis Doctoral, el ImMAA
participa como intermediario de la degradacion de histamina en P. putida U. Esto puede
dar lugar a la hipétesis de que las enzimas encargadas de degradar el ImAA pudieran ser

también las responsables de degradar otros compuestos imidazélicos.

Por ello, se cultivaron tanto la cepa silvestre como los mutantes afectados en
cada uno de los genes que codifican las enzimas responsables de esta parte de la ruta
(cluster hin2, cluster hin3 y gen hinK) en ImAA y en otros compuestos imidazolicos,

como Unicas fuentes de carbono (5 mM) (Tablas 23 y 24).
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Tabla 23. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes afectados en genes del cluster hin2 y en el gen

hinK en MM sdlido suplementado con diferentes compuestos imidazdlicos como Unicas fuentes de

carbono (5 mM).

Cepa . .
silvestre Cluster hin2 y gen hinkK
. PpU . PpuU PpuU PpuU
P-putida U hinF::Tn5 PpU AhinL hinH::pK18::mob hinG::Tn5 hinK::Tn5
ImAA + - +* - - -
Acido 4- i ) ) ) ) )
imidazolcarboxilico
Acido 4,5- i ] ] ] ] ]
imidazoldicarboxilico
Acido 4-
imidazolacrilico (acido + + + + + +
urocanico)
4-limidazol ) ) ) ) ) )
carboxaldehido
Acido 4,(5)-

imidazolditiocarboxilico

* PpU AhinL crece en ImAA con un retraso de 4-6 horas respecto al control.

Tabla 24. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes afectados en genes del cluster hin3 en MM

solido suplementado con diferentes imidazoles como Unicas fuentes de carbono (5 mM).

Cepa
silvestre

Cluster hin3

P. putida U

PpU
hinl::Tn5

PpU
hinJ::Tn5

ImAA

+

Acido 4-
imidazolcarboxilico

Acido 4,5-
imidazoldicarboxilico

Acido 4-
imidazolacrilico (acido
urocanico)

4-limidazol
carboxaldehido

Acido 4,(5)-
imidazolditiocarboxilico

Como puede observarse, P. putida U solo es capaz de degradar el IMAA vy el

acido imidazolacrilco (acido urocanico), intermediario de la degradacion de histidina en

Pseudomonas. En cuanto a los diferentes mutantes analizados en esta Tesis Doctoral,

ninguno de ellos degrada ImAA. Sin embargo, todos son capaces de asimilar el &cido

292




Resultados y Discusion

urocanico, hecho que demuestra que las enzimas estudiadas en este trabajo participan
exclusivamente en la degradacion de ImMAA en P. putida U y no estan relacionadas con
el catabolismo del &cido urocénico, intermediario de la ruta de degradacion del

aminoacido histidina.
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8. POTENCIALES APLICACIONES

BIOTECNOLOGICAS.

En el apartado de Introduccion de esta Tesis Doctoral se ha tratado el problema
de la presencia de aminas biogénicas en los alimentos, debido a los efectos nocivos de
éstas para la salud humana. La histamina, objeto de estudio de este trabajo, esta presente
en multitud de alimentos que ingerimos a diario en nuestra dieta, donde esta amina se
encuentra a elevadas concentraciones, lo que puede producir multitud de efectos
perjudiciales para el organismo (Maintz y Novak, 2007). Como ya se ha comentado (ver
el apartado Introduccion), esta amina aparece, principalmente, como resultado de la
descarboxilacion microbiana por parte de algunas bacterias fermentadoras, incluyendo

las de la flora intestinal.

Afortunadamente, el organismo cuenta con diferentes sistemas naturales de
detoxificacion que les permiten eliminar la histamina evitando, asi, sus efectos nocivos
(Schwelberger, 2004a, 2004b). Sin embargo, en algunos casos estos sistemas no
funcionan eficientemente o se encuentran inhibidos por la accion de determinadas
sustancias, como por ejemplo algunos farmacos. En estas situaciones, la presencia de

esta amina biogénica en los alimentos puede suponer un grave problema para la salud.

Los alimentos que comldnmente contienen altas concentraciones de histamina
son los alimentos fermentados (verduras, quesos, embutidos, soja, yogur, etc.), algunos
alimentos no fermentados como el pescado o la carne, y algunas bebidas alcohdlicas
como la cerveza y el vino (Schirone et al., 2016). En el caso de los embutidos, se puede
disminuir en cierta medida la cantidad de aminas acumuladas en el producto final
mediante la utilizacion de cultivos iniciadores (starters) que contengan en su

composicion los microorganismos adecuados para llevar a cabo la fermentacion, pero
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gue no producen estas aminas indeseables. Esta medida, que ha supuesto un gran avance
en la regularizacion de los procesos de fermentacion, no siempre es eficaz, ya que la
flora microbiana presente en las materias primas utilizadas puede ser capaz, por si sola,

de producir aminas biogenicas.

Actualmente, se estd planteando la redaccion de una reglamentacién oficial que
fije los valores mé&ximos para la presencia de histamina en determinados alimentos. En
este sentido, algunos paises han establecido ya una concentracion maxima en el vino
con valores tolerables para la salud humana (Canadd y Suiza 10 mg/L, Holanda
5 mg/L). Esto es debido a que la presencia de aminas biogénicas en el vino entrafia mas
riesgo que en otros alimentos, ya que al interactuar con ellas el alcohol, se van a ver
afectados los mecanismos de detoxificacion del organismo, incrementando las
posibilidades de intoxicacion. Otros paises, como Alemania, Bélgica y Francia,
recomiendan valores maximos incluso mas bajos (2 mg/L, 5-6 mg/L y 8 mg/L,

respectivamente).

Por lo tanto, seria muy interesante seleccionar microorganismos que al ser
utilizados en los procesos de elaboracion de alimentos (curados, fermentaciones, etc.),
no acumulen histamina, o que lo hagan en concentraciones inocuas para la salud. La
Ingenieria Genética y la Ingenieria Metabdlica podrian contribuir a obtener este tipo de
cepas asegurando, ademas, que se conserven otra serie de propiedades y caracteristicas
gue son necesarias para mantener los estandares de identidad y de calidad de los
alimentos. Recientemente, el control de los microorganismos que inician los procesos
de transformacién de determinadas materias primas en alimentos o bebidas ha cobrado
gran interés en la industria. ElI conocimiento del consorcio de microorganismos
implicados permite controlar las condiciones del proceso, dotar a los productos finales

de las caracteristicas deseadas y, en particular, facilitar la obtencién de productos finales
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cuyas caracteristicas sean mas homogéneas e identificables por el consumidor. Estos
objetivos son mas dificiles de conseguir cuando se emplean exclusivamente los

organismos iniciadores que aparecen en la materia prima de forma natural.

Por otro lado, tal y como se ha documentado en esta Tesis Doctoral, la histamina
se degrada a traves del intermediario catabdlico ImAA. Este compuesto es un
metabolito natural que se encuentra presente en el cerebro y que contiene actividad
bioldgica, por ejemplo, como agonista 0 antagonista de determinados receptores del
GABA (Bahre y Kaever, 2017), debido a que el ImMAA es un analogo estructural de este
compuesto. Por tanto, el hecho de que el ImMAA pueda interferir en multitud de procesos
fisiologicos, hace que su eliminacion del medio, asi como la de sus derivados

catabolicos, sea vital, con el fin de evitar sus acciones no deseadas.

Por lo tanto, la utilizacion de cultivos iniciadores capaces de llevar a cabo el
procedimiento de degradacion de histamina, de ImMAA y de sus derivados, descrito en
esta Tesis Doctoral, seria una ventaja mas, permitiendo el control de la concentracion de
estos compuestos desde el inicio del proceso. Incluso podria suceder que la existencia
de genes ortélogos a los genes hin en determinadas LAB, diera lugar a que los mismos
microorganismos susceptibles de producir histamina fueran los mismos que permitieran

su eliminacion.

En nuestro laboratorio, hemos disefiado una construccidn genética en la que se
expresan los genes del cluster hinl, descrita en la Tesis Doctoral de mi compariero el
Dr. José Luis Goémez Botran, mediante la que se puede transferir la capacidad para
transformar la histamina en ImAA a distintas cepas bacterianas (E. coli W y P. putida
DOC21) y, potencialmente, podremos hacer lo mismo con otros organismos de interés

para la industria alimentaria.
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En esta Tesis Doctoral se ha conseguido disefiar una construccion genética que
permite transformar el IMAA en intermediarios generales mediante la expresion de los
genes que conforman el cluster hin2 y del gen hinK. Con esta construccion asi como
con la que posea el cluster hinl, se puede conferir la capacidad de degradar
completamente la histamina a cualquier cepa bacteriana que, como P. putida DOC21,
sea capaz de expresarla. Mediante transferencia de los cassettes genéticos contenidos en
los clusters hinl, hin2 y en el gen hinK podriamos dotar a cualquier bacteria, tanto G+
como G-, con la capacidad para degradar histamina e ImMAA, evitando, de este modo, la
acumulacion de estos compuestos en aquellos alimentos en cuyo proceso de elaboracion
intervenga dicha bacteria. No obstante, la legislacion actual impide el uso de cepas
manipuladas genéticamente para la elaboracion de alimentos, pero, cuando se controlen
todos los riesgos derivados de su utilizacion, las administraciones publicas adoptaran

estas nuevas aplicaciones biotecnoldgicas, debido a su impacto industrial y econémico.

Adicionalmente, aunando los hechos de que la histamina es un importante
neurotransmisor, de que el ImAA es un analogo estructural del GABA (el principal
transmisor quimico con accion inhibitoria del cerebro) y de que estamos en posesion de
una construccion genética transferible capaz de degradar ambos compuestos, estos
genes podrian, en un futuro, ser utilizados como base de terapias génicas. Todo ello
abunda en el interés y en la importancia de las aplicaciones biotecnoldgicas que surgiran
como consecuencia de la aplicacién, tanto en clinica como en alimentacién, de los

resultados expuestos en esta Tesis.
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1.- El catabolismo aerdbico de la histamina en P. putida U tiene lugar mediante una ruta

especifica e independiente de la descrita para degradar el aminoécido L-histidina.

2.- La histamina es degradada en P. putida U mediante una serie de pasos metabdlicos
que conducen a su transformacion en acido imidazolacético y, posteriormente, en acido
aspértico, el cual se degradara hasta acido fuméarico que se incorporara al metabolismo

general.

3.- Se han identificado y caracterizado todos los genes que codifican las funciones
necesarias para la degradacion del acido imidazolacético y del acido aspértico en
P. putida U. Estos 7 genes estan agrupados en tres cassettes catabdlicos (cluster hin2,

cluster hin3 'y gen hinK).

4.- El cluster hin2 es el responsable de la transformacién del &cido imidazolacético en
acido aspartico y estd constituido por 4 genes que se extienden a lo largo de un
fragmento de DNA de 3,9 Kb. Entre las proteinas codificadas por esta agrupacién
genética se encuentran: una imidazolacetato monooxigenasa dependiente de FAD
(HinF), que hidroxila el anillo de imidazol; una N-amino deaminasa (HinL), encargada
de romper el anillo de imidazol, dando lugar a la N,-formil-isoasparagina; una hidrolasa
N-terminal (HinH), que participa en el proceso de desaminacion de la Nj-formil-
isoasparagina para obtener acido N-formil-aspartico; y una N-acetilornitina desacetilasa

(HinG), que elimina el grupo formilo para dar lugar al acido aspartico.

5.-El gen hinK es un activador transcripcional, perteneciente a la familia de reguladores

LysR, gue actua regulando positivamente al cluster hin2.

6.- El cluster hin3 es el responsable de la degradacion del acido aspartico generando

fumarato, el cual se incorporara al ciclo de los acidos tricarboxilicos, y esta constituido
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por 2 genes que se hallan en un fragmento de DNA de 2,5 Kb. Estos genes (hinl y hinJ)
codifican una aspartato amonio liasa o aspartasa (Hinl), responsable de la degradacion

del &cido aspartico, y su activador transcripcional (HinJ).

7.- Se ha logrado clonar y expresar conjuntamente en dos plasmidos (pBBR1MCS-3 y
pBBR1MCS-5) los clusters hin2 (hinGHFL) y el gen hinK, dotando a las bacterias
transformadas con estas construcciones con la capacidad necesaria para metabolizar el

acido imidazolacético.

8.- Se ha logrado clonar y expresar conjuntamente en tres plasmidos (pK18::mob,
pBBR1MCS-3 y pPBBR1MCS-5) los clusters hinl (hinEABCD), hin2 (hinGHFL) vy el
gen hinK, respectivamente, confiriendo a las bacterias recombinantes la capacidad
necesaria para asimilar completamente la histamina. Estas cepas son unas herramientas
biotecnologicas muy importantes, ya que pueden ser utilizadas para la eliminacion de la

histamina de diferentes medios.
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