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UN VIAJE POR EL MUNDO DE LA MICROBIOLOGIA DE
PSEUDOMONAS EN GRANADA

JUAN LUIS RAMOS MARTIN

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Ciencias Matematicas,
Fisico-Quimicas y Naturales de Granada,

Excelentisimos e llustrisimos Sefioras y Sefiores Académicos,
Queridos comparieros y amigos,

Sefioras y Sefiores,

La carrera cientifica es una carrera de fondo, no interesa ni ir muy rapido ni
demasiado lento; para llegar a la meta lo importante es mantener el ritmo, como
hacen los maratonianos. Mi maraton se inicio en Sevilla a finales de 1978. Tras
terminar mis estudios de Biologia me incorporé al Departamento de Bioquimica
de la Facultad, donde trabajé bajo la direccién de los Profesores Manuel Losada
Villasante y Miguel Garcia Guerrero - mis maestros - que tanto influyeron en mi

formacion inicial en la bioquimica y fisiologia de las cianobacterias. Ellos me



animaron a continuar mi formacion posterior en la Unidad de Fijacion de Nitrégeno
en la Universidad de Brighton (Reino Unido), donde trabajé dos afios con el Prof.
Robert Robson, que me introdujo en el mundo de la genética molecular a través de
la fijacion de nitrégeno por bacterias del género Azotobacter. A finales de 1984 no
estaban los tiempos para la lirica en Espafia y me trasladé al Departamento de
Bioquimica Médica de la Facultad de Medicina (CMU) de la Universidad de
Ginebra en Suiza, donde trabajé en el laboratorio de Kenneth N. Timmis hasta 1987
iniciAndome en el estudio de la biologia molecular y de la regulacion
transcripcional de las rutas catabolicas de degradacion de tolueno por bacterias del
género Pseudomonas (93, 94). Este periodo post-doctoral ha marcado
notablemente mi carrera de fondo y las bacterias de este género me han
acompafado en este maraton cientifico, siendo su biologia, en parte, la responsable
de este discurso. Granada, ha sido testigo de algo mas de 30 afios de “carrera” y el
aliento y el apoyo para mantener el ritmo ha venido de todas aquellas personas que
han pasado por el grupo, en particular los estudiantes de doctorado, post-doctorales
y los técnicos de laboratorio, cuyos nombres he relacionado como Anexo a este
discurso. También mi familia — incluida mi madre que tanto disfrutaba cuando
visitaba la EEZ y hablaba con las estudiantes del grupo y mi hermana, que sigue
con interés los avances del grupo — que han participado de mis desvelos por la
ciencia. Tampoco hubiese podido mantener el ritmo sin el apoyo de colaboradores
nacionales y extranjeros, entre los que quiero destacar a Kenneth N. Timmis, que
me apoyOd en Ginebra y cuando regresé a Granada, compartiendo ideas,
colaborando en proyectos europeos y muy estrechamente con una ayuda de la
Fundacion Volkswagen. A Ken le tengo que agradecer ademas que fuese un
maestro para todos los que hemos querido gestionar equipos de personas; sus dotes
de lider y su forma de dirigir y supervisar la investigacion han creado escuela por
todo el mundo. Fruto de estas colaboraciones es también la estrecha amistad que

tejimos y que persiste hoy. Nuestro contacto es también estrecho gracias a las
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revistas cientificas que editamos conjuntamente. Con Sgren Molin, mi mejor
amigo vikingo, he colaborado con y sin dinero — como a él le gusta decir - y ha
sido siempre una fuente de inspiracion. Sgren despertd en mi el gusanillo por la
ciencia aplicada cuando me hizo participe de su empresa GX-Biosytems. Antes de
que este discurso se iniciara, Estrella siempre ha estado presente apoyando aquellos
inicios de mi carrera cientifica — terminar la Tesis en Sevilla, las estancias post-
doctorales en Brighton, Ginebra, Braunschweig y Copenhague. Estrella es mi
compariera de camino, sus pasos discretos pero firmes han creado grupo, han
facilitado el trabajo del laboratorio, han iniciado lineas nuevas — sin miedo al
fracaso, y ha cedido con generosidad cepas y vias de desarrollo a los que nos han
acompanado en nuestros y vuestros estudios. Hoy este discurso es un recorrido por
la biologia de Pseudomonas y, mas en concreto, del camino que Estrella y yo
hemos andado con los estudiantes de Tesis, los post-doctorales y los técnicos de
laboratorio en Granada. No espereéis un orden cronologico en el relato porque los
hechos tienen lugar cuando ocurren, pero en Ciencia la historia se puede contar de
otra manera. Estas reflexiones y agradecimientos iniciales a mis maestros,
mentores y colaboradores vienen al caso en este momento, porque quiero expresar
el reconocimiento por haber sido propuesto para ser miembro de la Academia de
Ciencias Matematicas, Fisico-Quimicas y Naturales de Granada, un hecho muy
relevante en mi carrera cientifica. Por ello, Sefior Presidente y Distinguidos
Sefiores Académicos, mi mas sincero agradecimiento por el gran honor que me
hacen habiendo aceptado mi candidatura para ser nombrado Académico de
Numero de esta Academia en la seccion de Ciencias Naturales. Cuenten con mi
compromiso Yy colaboracidn para conseguir los objetivos de esta Institucion.

Mi mas sincero agradecimiento a D. José Olivares Pascual, ilustre miembro de esta
Academia por animarme a presentar mi candidatura y por aceptar responder a este
discurso. Quisiera mencionar que D. José Olivares ha intervenido en cuatro

momentos claves de mi carrera cientifica, y quizas para un “chico” de San Juan de



Aznalfarache (Sevilla) como yo no deje todavia de ser una sorpresa. El primero es
que D. José Olivares fue miembro del Tribunal que juzgé mi Tesis Doctoral
“Bioconversion de Energia Solar en Energia Quimica: Fotoproduccion de
Amoniaco por Cianobacterias”, que dirigieron los Profesores Manuel Losada
Villasante y Miguel Garcia Guerrero y que defendi en la Universidad de Sevilla a
finales de 1981. Por avatares de la vida también fue miembro del Tribunal que me
juzgo cuando obtuve una Plaza de Colaborador Cientifico del CSIC en el curioso
y arcaico — hoy aln persistente - sistema espafiol de Concurso-Oposicion que se
celebré en Madrid en 1986. Un afio mas tarde Estrella y yo nos trasladamos a
Granada. Al incorporarme a la Estacion Experimental del Zaidin, Pepe Olivares
también fue pieza clave en convencer a Marian Abril, que habia realizado su Tesina
de Licenciatura en su grupo, para que se incorporase al grupo que yo empezaba a
formar, y, por Gltimo, es quien me ha propuesto para ser miembro y compariero en
esta Academia. Querido Pepe Olivares mis mas sinceras gracias y mi eterna
gratitud. A mis compafieros de los Departamentos de Bioquimica y Proteccion
Ambiental de la Estacion Experimental del Zaidin les agradezco que siempre me
apoyasen y que hayan sido motivo de inspiracion y fuente de aliento. Quiero
recordar a Julio Lopez Gorgé (gepd) que aceptd que yo iniciase la linea de
Pseudomonas en el Departamento de Bioquimica y a José Miguel Barea Navarro
(gepd) — Hustre Miembro que fue de esta Academia - que desde la direccion del
centro me animo a estudiar las interacciones de Pseudomonas con las plantas, un
pequefio universo que se conoce como la rizosfera y que es la fraccidn del suelo en
intimo contacto con las raices, José Miguel me explicé que asi podria integrarme

mejor en las lineas directrices del centro.

Con Julio Lopez Gorgé, Ana Chueca, Charo Hermoso y Juanjo L&zaro inicié
varios trabajos de fotosintesis, tema relacionado con el de mi Tesis doctoral. Sin
embargo, mi paso por el laboratorio de Ken Timmis, me habia atrapado en el

mundo de la regulacion transcripcional en Pseudomonas, y se convirtio en la
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simiente de mi trabajo futuro en Granada. El trabajo con este microorganismo se
inicid con la incorporacion simultanea de Carmina Michan y Marian Abril que,
como veréis mas adelante, pusieron en marcha el laboratorio para estudiar el
control genético de las rutas de degradacion del tolueno. Poco después se incorporo
Estrella — que tanto me habia ayudado en el laboratorio en Brighton y en Ginebra.
Estrella empez6 a estudiar el comportamiento de Pseudomonas en el suelo, un area
a la que también se incorporaria Maribel Ramos-Gonzélez y Asuncion Delgado.
Esos estudios iniciales fueron la base de gran parte del conocimiento actual de la
fisiologia, bioquimica, genética y biologia molecular de Pseudomonas putida,
tanto a nivel de laboratorio como en el medio ambiente y, en particular, en la
rizosfera de las plantas. Los trabajos, en principio dispares, nos dirigieron a bucear
en el metabolismo de Pseudomonas y en parte se deben a nuestro interés por
entender las respuestas de estos microrganismos a distintos nutrientes, a
condiciones de estrés y a las interacciones entre seres vivos de distintos Reinos.
No cabe duda que el principio de disefiar los experimentos, ejecutarlos e
interpretarlos — los tres elementos que no me he cansado de repetir a todos los que
han hecho su Tesis Doctoral conmigo o han trabajado como post-doctorales - estan
en la esencia de los caminos que hemos recorrido. Por ello Sefiores Académicos
este discurso versara sobre “Un viaje por el mundo de la microbiologia de
Pseudomonas en Granada”. He de afiadir que no solo ha sido la Estacion
Experimental del Zaidin la que me ha deparado alegrias al respecto sino también
la empresa Bio-lliberis R&D, de la que fui socio fundador y que nos ha permitido
poner en el mundo de la agricultura distintas cepas beneficiosas para promover el
crecimiento vegetal (102). Sin duda el alma de esos avances ha sido Amalia Roca
Hernandez, la “doctoranda” que crey0 en un proyecto de biotecnologia aplicada.
Esta vocacion hacia lo aplicado se concreté con mi paso durante 4 afios por el
Departamento de Biotecnologia de Abengoa Research en Sevilla donde tuvimos

(Estrella, Ana Segura, Ali Daddaoua, Carlos Molina-Santiago y Zulema Udaondo)



la oportunidad de desarrollar estrategias para convertir Pseudomonas en una
factoria celular y chasis en el que ensamblamos genes heterdlogos para sintetizar
nuevos productos de valor afiadido. Este paréntesis del camino en Sevilla ha
servido para plantear nuevos retos cientificos a nuestra vuelta a Granada — todavia
queda camino en el maraton para nuevas ambiciones cientificas. No quiero olvidar
en este discurso a aquellas personas que también me ayudaron desde la Universidad
de Granada en mis inicios: Alejandro Fernandez-Barrero y Eduardo Cabrera — que
me dieron un “barniz” en quimica organica; Antonia Ardnega, que compartid con
su equipo la ilusion de explotar biotecnolégicamente los genes suicidas. También
a Federico Garrido y Paco Ruiz-Cabello, del Hospital Virgen de las Nieves, que
nos ayudaron con los anticuerpos monoclonales. Gracias a todos por compartir

vuestro entusiasmo y conocimiento conmigo.
El género Pseudomonas y la especie Pseudomonas putida

A estas alturas las personas asistentes a este discurso querran conocer de donde
viene la palabra clave del mismo, Pseudomonas. El vocablo Pseudomonas
literalmente significa “falsa unidad” y deriva del griego pseudo (“falso”) y monas
(“unidad”). El término “monada” se usaba en la microbiologia antigua para
nombrar a los organismos unicelulares. EI genero Pseudomonas fue durante
muchos afios un cajon de sastre, hasta que en 1984 el insigne microbidlogo
argentino Norberto Palleroni definid, en base a la secuencia del gen que codifica
el ARN ribosomico 16S, que las bacterias encuadradas en este género pertenecian
a 5 grupos taxonomicos distintos (89). De hecho, las verdaderas “Pseudomonas”
han permanecido encuadradas en el grupo | de ARN 16S que definié Norberto,
mientras que los grupos Il a V derivaron en un buen nimero de nuevos generos
bacterianos. El trabajo de Norberto aparecio en el primer volumen del manual

Bergey’s. En 2006 tuve el honor de ser co-autor con él, Ed Moore, Vitor Santos y



Dietmar Pieper de un articulo cuyo objetivo fue actualizar la especie Pseudomonas
putida (75).

A pesar de la diversidad que indica su nombre, hay algo comdn a las Pseudomonas
y es su enorme capacidad de adaptacion: Pseudomonas es un genero con multiples
especies, que se caracterizan por utilizar una amplia gama de compuestos organicos
e inorganicos y ser capaces de desarrollarse en muchas condiciones ambientales.
Se han aislado bacterias del género Pseudomonas de suelos, aguas dulces y saladas,
superficies de plantas y animales y en algunos casos, particularmente cepas de las
especies P. aeruginosa y P. syringae, se han descrito como patdgenos de animales
y plantas, respectivamente. Las Pseudomonas son bacterias gram-negativas que al
microscopio Optico aparecen como bastoncillos alargados de 1,5 a 3 micras de
largo por 0,5-1 micras de didametro. Al microscopio electrénico de transmision las
membranas citoplasmaticas y la pared celular son obvias junto con puntos
electrodensos que representan los ribosomas, mas abundantes en células que crecen
muy rapido. En la mayoria de las cepas hemos observado la acumulacion de
granulos de poli-beta hidroxibutirato si se someten a situaciones de hambre de
nitrégeno. Al microscopio electrénico de barrido aparecen como bastoncillos que
interaccionan entre si 0 con superficies subyacentes (Figura 1). Las Pseudomonas
son mdviles y presentan un nimero variable de flagelos que suelen ser polares. En
general, llevan a cabo respiracion oxigénica, aunque algunas Pseudomonas son
capaces de crecer en condiciones anaerobicas respirando nitrato como aceptor final

de electrones.

Los analisis de las secuencias de los genes que codifican el ARN 16S se
convirtieron en esenciales para identificar las cepas pertenecientes al género
Pseudomonas, cuya alta identidad confirmé que todas las bacterias de este género
estaban filogenéticamente relacionadas. Asi, Pseudomonas es un gran ejemplo de

lo dificil que resulta establecer claramente los limites para distinguir entre especies



0 cepas de la misma especie, y encontramos que la secuencia del gen 16S rRNA,
el estdndar para la clasificacion taxonomica de bacterias, no era suficiente para

diferenciar cepas de Pseudomonas.
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Figura 1. Fotografia al microscopio electronico de barrido de un cultivo de Pseudomonas
putida sobre una placa de agar en medio minimo

Una observacion que desde el primer dia habia puesto sobre la mesa Norberto, al
que en mas de una ocasion le escuché decir que un gen no podia definir una especie
y ni mucho menos un género microbiano. En nuestro laboratorio se han aislado
numerosas cepas del género Pseudomonas y para discernir entre ellas decidimos
secuenciar varios genes, con potencial para actuar como cronémetros evolutivos,
y usarlos para la construccién de arboles filogenéticos concatenados. Para este
trabajo pusimos en préctica la tecnica del multilocus sequencing type, que permite
distinguir cepas en base al uso de crondmetros moleculares basados en genes que

codifican funciones esenciales para la célula (102, 121). En estos estudios
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incorporamos los gen gyrB y rpoD, que codifican una de las subunidades de la
ADN girasa o topoisomerasa, y el factor sigma 70 de la RNA polimerasa,
respectivamente, porque los estudios de Yamamoto y Harayama (126) indicaban
que la variabilidad interna entre genes de gyrB y rpoD de cepas de una especie era
mas alta que la del 16S. Los otros dos genes, que elegimos como crondmetros
taxonomicos, fueron el gen citA que codifica la citrato sintasa, una enzima esencial
para la operacion del ciclo de Krebs y, por tanto, elemento indispensable en cepas
con metabolismo aerobio como Pseudomonas y el gen trpB, de la ruta de sintesis
de triptofano. Es curioso y quizas, pasa desapercibido, pero la ruta de sintesis de
este aminoacido aromatico ha aparecido s6lo una vez en el mundo procariota y, sus

genes son, por tanto, excelentes crondémetros moleculares.

Karen Nelson (78) en el afio 2002 encabez6 un consorcio de grupos,
fundamentalmente de USA y Alemania, que secuenciaron el genoma de la cepa P.
putida KT2440. Una vez se dispuso de la secuencia Maximino Manzanera
encontro, en nuestro laboratorio, que tras el gen rpoH se localizaba una secuencia
de unos 30 pares de bases que era un palindromo imperfecto (41) y que estaba
repetido cerca de 800 veces en el genoma de KT2440. La misma secuencia aparecia
repetida en el genoma de otras cepas de esta especie, que habiamos secuenciado y
ensamblado en el grupo, aungue el nimero de este palindromo imperfecto variaba
entre unas 200 copias y las 800 de KT2440 (5, 57); asi mismo, la localizacion de
esta secuencia era relativamente aleatoria en los genomas, pero casi siempre se
localizaba fuera de la regién de transcripcion de los genes por lo que se
denominaron REP, del inglés Repetitive Extragenic Palidomidric Sequences.
Maximino Manzanera, Maria Isabel Aranda-Olmedo y Raquel Tobes pusieron de
manifiesto que la distincion de cepas de P. putida se puede realizar utilizando como
cebador la secuencia REP vy la reaccion en cadena de la ADN polimerasa ya que
distintas cepas dan lugar a distintos perfiles de amplificacion y permiten, de una

manera inequivoca, diferenciar cepas (5, 102). El papel de las REPs sigue siendo
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un misterio, pero fue motivo de especulaciéon y discusion en el grupo. Se ha
sugerido que podrian servir como punto de anclaje de las ADN girasas para relajar
regiones gque se encuentren super enrolladas y asi jugar un papel importante en la
transcripcion de genes; otro posible papel que discutimos fue que la estructura
actuase como terminador de la transcripcion, aunque la Unica evidencia de funcion
es que sirve de blanco para el elemento movil ISPpul0 (98), por lo que podria ser
importante en la captacidn de genes por transferencia horizontal. Actualmente su

papel es aun desconocido.

Una buena parte de las cepas con las que hemos llevado a cabo nuestros estudios
pertenecen a la especie Pseudomonas putida, para las que hemos podido definir el
pan-genoma que delimita las cepas pertenecientes a esta especie — un trabajo
sencillamente elegante que constituyo la Tesis de Zulema Udaondo y que defendié
en la Universidad de Granada en 2016. Conviene resaltar que las cepas de la
especie Pseudomonas putida portan del orden de 6000 genes, de los cuales
alrededor del 50% son comunes a todas ellas y definen el metabolismo central de
estos microorganismos Y sus respuestas basicas al medio ambiente. Este grupo de
genes constituye el denominado core del pan-genoma de la especie. Cerca de otro
49% de los genes los comparten al menos 2 cepas y estos se denominan
“accesorios”, porque les confieren ‘“ciertas” propiedades metabolicas o
capacidades para colonizar distintos nichos. El tercer bloque incluye los
denominados genes unicos, muchos de funcion desconocida, aunque se han
identificado profagos y genes que codifican enzimas para el metabolismo de
derivados organicos del azufre o para el transporte de metabolitos (121). Un
conjunto de genes accesorios estuvo en los inicios de nuestro viaje con
Pseudomonas, estudiando la degradacion de tolueno codificada por el plasmido
TOL y posteriormente la ruta de la tolueno dioxigenasa, de localizacion
cromosOmica, que permite la degradacién de tolueno y etilbenceno. Entre este

grupo de genes accesorios se encuentran tambien aquellos que codifican las
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bombas de extrusion de toxicos como TtgDEF y TtgGHI. Sefiores académicos, el
acerbo genético de las bacterias del Pseudomonas les permite ser ciudadanos del
planeta Tierra, su ubicuidad deriva de su alta plasticidad genética y su capacidad
para capturar genes y reclutar y expresar rutas de degradacion de productos
naturales y xenobioticos — compuestos extrafios a la naturaleza - un caracter que
atrajo a muchos grupos de investigacion en los afios 90 del pasado siglo. Nosotros
hemaos trabajado con cepas de la especie Pseudomonas putida y hemos contribuido
a gque se considere esta especie como un organismo modelo para estudiar
interacciones plantas-microorganismos (24), formacion de biopeliculas (26),
degradacion de compuestos xenobioticos (88, 116), tolerancia a disolventes
organicos (73, 96, 107) y que se utilice como chasis biotecnolégico para producir
compuestos de valor afiadido (69). Estas y otras propiedades también han sido
aliento en el camino a recorrer, descubrirlas, trabajarlas y entenderlas han

mantenido vivo mi (nuestro) espiritu cientifico y mi (nuestra) ilusion.
Algunos aspectos generales sobre la vida de Pseudomonas

Uno de los hechos por los que ha sido “facil” trabajar en el laboratorio con
Pseudomonas es porque estas bacterias tienen un crecimiento rapido en medios de
cultivos definidos, y se hicieron “populares” a partir de los afios 50 del siglo pasado
porque muchos grupos se sintieron fascinados por estos microorganismos al
metabolizar compuestos del tipo de los hidrocarburos aromaticos y lineales que
otros microorganismos no pueden mineralizar. De hecho, cuando iniciamos
nuestros estudios en Granada el foco general se centraba en la eliminacién de
contaminantes en los denominados procesos de biorremediacion. El primer
proyecto que desarrollamos lo hicimos en colaboracion con Jorge Lalucat y Elena
Garcia-Valdés de la Universidad de las Islas Baleares, que nos introdujeron en la
taxonomia de Pseudomonas. Otra propiedad relevante de algunas cepas de la

especie P. putida, y de especies como P. fluorescens, es la de estimular el
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crecimiento de plantas, tanto de interés agricola como silvestres, un aspecto en el

que comenzamos a trabajar tras varios afios de iniciar nuestra estancia en Granada.

Acabo de mencionar que Pseudomonas crece bien en medios minerales, el medio
que siempre hemos utilizado es una modificacion del medio M9, que describieron
Marian Abril y Carmina Michan en 1989 en un articulo que publicamos en J.
Bacteriol y que ha recibido cerca de 400 citas (1). La bondad de este medio de
cultivo esta en la solucion de micronutrientes y la adicidn de hierro quelado que
optimizan el rendimiento celular. En ausencia de hierro afiadido Pseudomonas
produce sideroforos, que juegan un papel esencial en la captura de hierro — 0s
contaré mas adelante que Pseudomonas es un verdadero “ladrén de hierro” ya que
codifica un buen nimero de sistemas de captura de hierro quelado por sideréforos
producidos por otros microorganismos. Esta es, sin duda, una estrategia de lucha
por la supervivencia en la naturaleza que Pseudomonas aprovecha para “comer” lo
que el vecino ha preparado. La produccién de sideroforos se observa de manera
clara en el medio de King y en medio CAS, donde se forma un halo incoloro
alrededor de las colonias como consecuencia de la quelacién del hierro. El

principal siderd6foro producido por Pseudomonas putida es la pioverdina (71).

Nuestros ensayos han demostrado que las Pseudomonas son bacterias mesofilas
que crecen de manera éptima a 30° C, pero también crecen a temperaturas mas
bajas y, en mas de una ocasion, las incubaciones a temperatura ambiente durante
los fines de semana nos ayudaron a terminar los experimentos al evitar que
crecieran en exceso a 30° C. El perfil de pH en el que se desarrollan las

Pseudomonas se encuentra en el intervalo entre 5,5y 8,5.

El que los hébitats de los que se aislan las Pseudomonas sean tan diversos (suelos,
sedimentos, rizosfera, filosfera, lagos, aguas saladas, tejidos de plantas y animales)
parece derivar de sus requerimientos nutricionales sencillos, de su capacidad para

utilizar un amplio espectro de fuentes de carbono y de nitrégeno tanto inorganico
12



—nitrato, amonio — como organico incluyendo urea, aminoacidos y algunos
xenobidticos como la nitroglicerina y el 2,4,6-trinitrotolueno (10, 21, 28 90, 125).
El espectro de nutrientes utilizados por Pseudomonas incluye, entre otros, acidos
como citrico, lactico y fumarico; aminoacidos, acidos grasos, hidrocarburos
lineales y aromaticos y una amplia gama de compuestos resultantes de la
despolimerizacion de lignina; sin embargo, solo utiliza unos pocos monosacaridos
—glucosa, fructosa y glucénico (15). En este trabajo tuvimos algunas sorpresas
derivadas de que algunos aminoacidos, tanto en su forma L como D, eran
excelentes fuentes de N y C — més adelante relato algunos de los detalles relativos
a la prolina y la lisina. Otra caracteristica de las Pseudomonas es que son capaces
de utilizar un buen nimero de dipéptidos y peptonas por lo que los medios ricos

tipo LB también son buenos para su cultivo, aunque carecen de caracter selectivo

(1).

De las cepas que nosotros hemos aislado podemos mencionar T1E, aislada de
aguas residuales de la planta de tratamiento de aguas urbanas de Granada, que es
la cepa mas tolerante a disolventes organicos jamas descrita (85, 89); la cepa
Pseudomonas clon A, que utiliza TNT como fuente de nitrégeno, y que desperto
gran curiosidad tanto cientifica como mediatica (21) y la cepa BIRD-1, aislada de
la jardinera de mi casa a partir de rizosfera de margaritas y jazmines; esta cepa es
una excelente colonizadora de la rizosfera de plantas y es particularmente tolerante
a estrés hidrico y ello quizas porque la jardinera esta expuesta al sol, con riego
ocasional y un suelo pobre en materia organica que obligaba a este microorganismo
a sobrevivir a expensas de los exudados radiculares en condiciones de estres (102).
El aislamiento recurrente de Pseudomonas de distintos nichos se debe considerar
una consecuencia de las técnicas de enriquecimiento utilizadas — medios minimos
con nutrientes inorgdnicos y requerimiento de altas tasas de crecimiento que
favorecian el aislamiento de este tipo de cepas, no siendo éstas necesariamente las

dominantes en esos habitats. EI crecimiento rapido en el laboratorio tampoco es, a
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priori, una ventaja para predecir la colonizacién de suelos o aguas; sin embargo, la
cepa BIRD-1 se seleccion0 tras una amplia gama de ensayos de competencia con
otras bacterias en cuanto a utilizacion de fuentes de C presentes en exudados
radiculares, capacidad de crecer en la rizosfera y de formar biopeliculas sobre la
raiz (25, 26). Una buena parte del trabajo con BIRD-1 se recogio en la Tesis
Doctoral de Paloma Pizarro-Tobias. Los mecanismos de supervivencia de las
Pseudomonas en suelos no se han estudiado en profundidad; no obstante tenemos
datos que indican que el factor méas critico es la humedad, y que,
independientemente del contenido en materia organica del suelo o la temperatura
ambiente, la desecacion conduce a la muerte irreversible de Pseudomonas en el
suelo (67, 87, 115), aungue ni los mecanismos de la muerte celular en este ambiente

ni los efectos celulares del estrés hidrico se conocen en detalle.

Las bacterias del género Pseudomonas carecen del enzima 6-fosfofructoquinasa y
utilizan la ruta de Entner-Doudoroff para asimilar glucosa. EI metabolismo inicial
de este monosacarido se describe mas adelante y es un complejo de rutas
convergentes de gran valor en metabolomica y en biologia de sistemas. La glucosa
en Pseudomonas se metaboliza via 6-fosfogluconato hasta gliceraldehido-3-fosfato
(11, 12). De los compuestos aromaticos practicamente todas las cepas de P. putida
utilizan benzoato, a través de una ruta orto, asi como 4-hidroxibenzoato. Las tasas
de crecimiento con estas fuentes de C en medio minimo son altas y las bacterias se
duplican en unos 60 min, lo cual explica por queé en los enriquecimientos en medio
minimo superan en numero a otros muchos microorganismos presentes
inicialmente en la muestra. Pseudomonas putida utiliza aromaticos metoxilados
derivados de la lignina. Durante el metabolismo de estos compuestos se genera
formaldehido y la cepa KT2440 exhibe dos formaldehido deshidrogenasas y dos
complejos del tipo formato deshidrogenasa que rinden de manera estequiometrica
CO; (103). Para defenderse del formaldehido, altamente tdxico, Pseudomonas

putida induce hasta 52 genes, un trabajo que formd parte de la Tesis de Amalia
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Roca. Los genes que se inducen para responder a formaldehido son los de
respuestas para reparar ADN dafiado (genes recA y uvrB), sistemas de eliminacion
de radicales libres de oxigeno, sistemas de extrusion de toxicos y los enzimas que
destoxifican el aldehido hasta CO,. Las células también extruyen al medio el
subproducto toxico para lo cual utilizan una bomba de extrusion denominada
MexEF/OprN. Los mutantes en esta bomba de extrusion son al menos 4 veces mas

sensibles al formaldehido que la cepa silvestre.

Muchas Pseudomonas utilizan una amplia gama de hidrocarburos aromaticos, que
suelen ser toxicos para la mayoria de los microorganismos. La cepa KT2440 con
el plasmido TOL degrada tolueno oxidando el grupo metilo hasta benzoato, y
ademas, degrada m-xileno y p-xileno, que son oxidados hasta 3- y 4-metilbenzoato

respectivamente, y asimilados por una ruta meta (91).

La asociacion de Pseudomonas putida con la raiz de las plantas.

Un actor importante en la historia de este discurso es Pseudomonas putida
KT2440, una cepa derivada de la llamada mt-2 y que fue aislada originalmente en
Japon. Teruko Nakazawa (77) describi6 el viaje de mt-2 por el mundo. De Japon
viajo a Bangor en el Pais de Gales (UK) donde Peter Williams trabajo en el
plasmido TOL, y cuando su estudiante Chris Franklin viajé a Berlin a trabajar en
el Instituto Max Planck con Ken Timmis, el grupo receptor construyo KT2440, una
cepa que es facil de manipular genéticamente. De Berlin a Ginebra, y de alli, a
bastantes laboratorios de Espafia, conmigo a Granada y a Madrid con Victor de
Lorenzo, Fernando Rojo y Eduardo Diaz. También ha viajado a USA, lItalia,

Austria, Canada, Alemania, Gran Bretafia, China, Australia y otros paises.

La descripcion original de la cepa P. putida mt-2 que se aisl6 de suelo de un campo

de cultivo ha pasado muy desapercibida, quizas ensombrecida por la capacidad
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metabdlica de la cepa para degradar tolueno y m-y p-xileno. Como he dicho antes
en mis primeros afios en Granada, José Miguel Barea me estimul6 a trabajar con
Pseudomonas en el suelo y a buscar nuevos aspectos del metabolismo general de
las bacterias de este género. Este trabajo se encuadraba bien en las lineas directrices
del centro enfocadas en los estudios de micorrizas, que José Miguel Barea tan bien
describio en su discurso de incorporacion como Académico de NUmero a esta
insigne Academia, y bacterias del género Rhizobium, un area en la que José
Olivares ha sido uno de los grandes impulsores de la investigacion de bacterias
simbidticas con leguminosas en Espafia y en Europa. A nosotros nos interesaron,
por un lado, el establecimiento de las bacterias en la rizosfera y las bases
moleculares de esta colonizacién y, por otro lado, el metabolismo de Pseudomonas
a expensas de los exudados radiculares. Ademds, queriamos iniciar
aproximaciones de rizoremediacion para eliminar contaminantes del suelo, una
linea en la que hemos trabajado en la eliminacion de TNT (123) e hidrocarburos
derivados de los incendios en bosques naturales (119). Hoy esta linea se mantiene
con vigor en la EEZ bajo la direccion de Ana Segura, aungue con una perspectiva

mas amplia que las Pseudomonas.

El suelo es una matriz compleja con multiples “micro” nichos que permiten a los
microrganismos formar agregados sobre su superficie, ocupar los poros, migrar y
ubicarse en funcion de la concentracion de nutrientes y la tension de oxigeno. Esto
sin considerar su grado de humedad, determinado por la capa freatica y las
precipitaciones. Los primeros estudios de supervivencia de Pseudomonas en suelos
de la provincia de Granada los realizaron Estrella Duque, Maria Isabel Ramos-
Gonzalez y Asuncion Delgado, que estudiaron el comportamiento de KT2440 en
distintos tipos de suelos, a los cuales se afiadian contaminantes para estudiar como
se comportaban de cara a disefiar procesos de biorremediacion. En general, las
Pseudomonas colonizan muchos tipos de suelos pero en los desnudos se

establecian a baja densidad celular, mientras que Pseudomonas proliferaba a alta
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densidad asociada a la raiz de plantas donde alcanzaba hasta 107 CFU/g de suelo
rizosférico (23, 26, 67, 110), esto es la fraccion de suelo en contacto méas intimo
con laraiz. La rizosfera es una zona rica en nutrientes ya que la planta secreta mas
del 20% del CO; que fija como azucares, aminoacidos, precursores de la lignina y
otros compuestos. En la rizosfera proliferan un gran nimero de microrganismos,
pero las Pseudomonas se encuentran entre los mas competentes en colonizacion;
lo que se debe en parte a que las Pseudomonas son atraidas por los exudados
radiculares (quimiotaxis) (50), se multiplican a su expensas, se adhieren a la raiz y
colonizan este nicho, explicando por qué la densidad celular por g de suelo en la
rizosfera puede ser de tres a cuatro ordenes de magnitud superior a la que prolifera
en el suelo desnudo (23, 26 45, 67, 110). Ademas de las respuestas quimiotacticas
a los exudados y la capacidad de utilizar exudados radiculares, otros factores que
influyen en la colonizacion de la raiz de las plantas son la produccion de
antibioticos, que elimina competidores, y el ser tolerante a las condiciones de estrés

oxidativo que impera en la rizoplana de las plantas (63, 97).

En la respuesta quimiotactica, un tema que ahora desarrolla Tino Krell, juega un
papel importante la presencia de flagelos y una amplia gama de quimiorreceptores
de membrana que le permiten a Pseudomonas detectar compuestos en los exudados
radiculares, de manera que se acercan a aquellos que son apetecibles y “nadan”
alejandose de los que les resultan toxicos. En la quimiotaxis los flagelos son
esenciales y José-Juan Rodriguez-Herva puso de manifiesto que en la transcripcion
de los genes de los flagelos juega un papel esencial el factor sigma alternativo fliA.
Los mutantes fliA de P. putida son inmdviles y no responden quimiotacticamente
a moléculas atrayentes (18). Un video que recogié Manuel Espinosa-Urgel
utilizando una camara acoplada a un microscopio permitié observar como las
Pseudomonas detectan la presencia de semillas de maiz y tienden a rodearlas y
formar biopeliculas (104, 113) . Como mas vale una buena imagen que cien

palabras les invito a visitar estos videos que se pueden descargar
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dehttps://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/00221287

-148-2-341#tab5. Estas observaciones fueron la base de la linea de biofilms e

interacciones Pseudomonas/plantas que hoy dirigen Manuel Espinosa-Urgel y

Maria Isabel Ramos- Gonzélez.

La formacion de biopeliculas sobre la raiz requiere de un buen nimero de
funciones como las que ejercen las fimbrias, pili y un conjunto de proteinas de
superficie celular que ayudan a la adhesién. Para la adhesion a raiz Pseudomonas
se vale fundamentalmente de un conjunto de proteinas Ilamadas LAP (large
adhesion protein). La proteina LapA permite a Pseudomonas interaccionar con la
superficie. La proteina LapA consta de 8682 aminoacidos y por tanto se requieren
mas de 25-kilobases para su codificacion (25, 43). Una vez fijada una célula a la
superficie la proteina LapF favorece las interacciones entre células para formar
biopeliculas, aunque una biopelicula es una estructura mas compleja ya que en ellas
participan exopolisacaridos, proteinas y ADN extracelular que forman una
amalgama que mantiene a las células unidas a la raiz y que, por su naturaleza

contribuyen, a formar un gel que retiene agua.

A medida que avanzabamos en el viaje con Pseudomonas nos sentiamos mas
fascinados por su vida en la rizosfera y Manuel Espinosa-Urgel inicio una serie de
ensayos que nos permitiesen entender mejor las relaciones entre la planta y la
bacteria. Se puso en marcha un programa genético para entender, a nivel celular,
las respuestas de Pseudomonas a las plantas. Las Pseudomonas son bacterias
“oscuras” ya que no emiten luz, pero Manolo exploto la emisién de LUZ por
Pseudomonas cuando portan los genes lux (25). Para ello utilizdé un mini-
transposén, que se insertaba al azar en el genoma de Pseudomonas y que portaba
el operon “lux, que se expresaba si encontraba en 5’ un promotor en el sitio de
insercion. Tras la mutagénesis al azar Manolo buscé clones que emitiesen luz en

respuesta a exudados radiculares y encontrd6 un buen namero de ellos, que
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denomind rei. Entre los mutantes uno de los que presentd mayor expresion fue el
que implicaba la fusion de los genes ‘lux al promotor del gen davT, un gen de la
ruta de utilizacion de la lisina (25, 100). Ello nos llevo primero a entender que las
raices son ricas en lisina y que Pseudomonas responde a este aminoacido. Esto
abrié el campo para que Olga Revelles estudiase, en su Tesis Doctoral, el
metabolismo de la lisina. Olga puso de manifiesto que Pseudomonas putida utiliza
como fuente de C y N tanto el isdbmero L- como el isomero D- de la lisina (100,
101). Mediante aislamiento de mutantes deficientes en el uso de uno o ambos
isdmeros desciframos los pasos iniciales de la degradacién de estos aminoacidos y
llegamos a la conclusion, sorprendente, de que el catabolismo de la L-lisina
requiere del catabolismo de la D-lisina. Olga y Manolo demostraron que la via
principal de degradacion de este aminoacido tiene lugar tras la oxidacion y
descarboxilacion del aminoacido para producir 5-aminovaleramida, la cual por
hidrolisis libera amonio y da lugar a gamma aminovalérico, que se metaboliza
hasta acetil-CoA entrando en el ciclo de Krebs. Olga, de manera elegante,
desentrafio la estructura del operdn de los genes del catabolismo de la lisina, su
organizacion génica y su regulacion. Su trabajo es uno de los ejemplos mas
brillantes de integracion de fisiologia, bioguimica y genética molecular en los que

hemos participado como grupo.

En la ruta de la D-lisina uno de los descubrimientos esenciales fue la identificacion
de DkpA, la proteina que media en la conversion de L-pipecolato a aminoadipato
(101). Mutantes en la ruta de la D-lisina no solo no metabolizaban este isémero,
sino que también son deficientes en el de la L-lisina como fuente de carbono, pero
no como fuente de N. Estrella Duque identificd una amino acido racemasa que
convertia L- en D-lisina y que es necesaria para metabolizar L-lisina como fuente
de Cy N. Con Uwe Sauer en el ETH en Zurich Olga Revelles comprobd la bondad
de los resultados genéticos mediante estudios de metabolomica. En estos estudios

Olga utilizé L-lisina marcada uniformemente con 3*C y ®N y determiné la
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distribucién de N y 13C en tres aminoécidos valina, glutamato y alanina. Los
resultados confirmaron todos los pasos metabdlicos propuestos en base a mutantes

y que los ensayos bioguimicos que se habian realizado eran correctos.

Por otro lado, Cayo Ramos y Lazaro Molina abordaron la aproximacion de
determinar los aminoacidos exudados por semillas, y no sélo confirmaron que la
lisina era uno de los méas abundantes sino que otros aminoacidos como prolina,
fenilalanina y glutamato se encontraban a alta concentracién en los exudados. Estos
resultados apoyaban los descritos previamente y dieron lugar al estudio del
catabolismo de prolina y fenilalanina en las Tesis de Susana Vilchéz y M. Carmen
Herrera, respectivamente. Susana Vilchéz encontré que la prolina es utilizada por
Pseudomonas como fuente de carbono y nitrégeno y que su metabolismo requiere
del producto del gen putP, que codifica un transportador y de la proteina PutA que
en dos reacciones consecutivas convierte la prolina en glutamato, que entra en el
metabolismo central (124). De lo mas intrigante en aquellos momentos fue
descubrir que la proteina PutA no solo era un enzima sino que, ademas, actuaba
como un regulador transcripcional modulando la expresion de los genes putP y
putA al reprimir su expresion en ausencia del aminoacido. En contraste, la
fenilalanina es utilizada por Pseudomonas como fuente de nitrégeno pero no de
carbono. Mari Carmen Herrera establecio el papel de los genes pphAB en la
conversion de fenilalanina en tirosina y su regulacion por PhhR, una proteina de la
familia de reguladores que funcionan con sigma-54, que se activa por este

aminoacido aromatico (42).

El crecimiento de Pseudomonas en medios minimos y en la rizosfera requiere la
sintesis de aminoacidos. Se analizaron los genes para la biosintesis de los 20
aminoacidos proteinogénicos y se identificaron, en el genoma, todas las rutas de
biosintesis, un trabajo que realizaron en gran parte M2 Antonia (Nené) Molina-

Henares y Miguel Alaminos. Nené establecié que la biosintesis de fenilalanina y
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tirosina estdn muy conservadas en las cepas de la especie Pseudomonas putida y
que incluyen enzimas como la 2,4-diamino-6-hidroxipirimidina sintasa, prefenatro
deshidrogenasa, arogenato deshidrogenasa y aerogenato deshidratasa (70). Miguel
Alaminos puso de manifiesto que la ruta de la biosintesis de metionina se inicia a
partir de homoserina en una reaccion catalizada por la serina-O-acetiltransferasa.
También P. putida sintetiza metionina a partir de homocisteina mediante
transulfurilacion y conversion de homocisteina en metionina, una reaccion en la
que participan 2 metioninas sintasas, una de ellas dependiente de vitamina B12 (3).
El metabolismo de la metionina es esencial en el ambiente de estrés oxidativo de

la raiz y en el establecimiento de relaciones planta-microrganismo.

Las interacciones de Pseudomonas con las plantas y el dialogo entre organismos
de distintos Reinos resultaban cada dia mas interesantes y coincidié en el tiempo
con un buen namero de avances en biologia molecular de estos microorganismos,
que incorporamos a nuestras aproximaciones experimentales. Maria Isabel
Ramos-Gonzélez adopto la estrategia denominada IVET de in vivo gene expresion
technology, una aproximacion experimental encaminada a detectar la
supervivencia de células individuales (97). Desde el punto de vista molecular la
estrategia se basa en dos elementos: una cepa con una mutacion en el gen ‘asd que
hace que las células no sean viables en la rizosfera ya que se requieren 3 amino
acidos y es incapaz de sintetizar acido diaminopimélico, un interconector de las
cadenas de peptidoglicanos en la célula, lo que conduce a debilidad de pared y
muerte celular; y un plasmido suicida en Pseudomonas putida con un gen ‘asd sin
promotor que en 5 presenta sitios Bglll que permiten clonar fragmentos al azar.
Cuando el fragmento clonado porta un promotor tiene lugar la expresion de “asd,
bien de manera inducida o constitutiva. En el sitio Bglll se clonaron al azar
fragmentos de menos de 1kb del ADN de Pseudomonas y los plasmidos
recombinantes se transfirieron a la cepa asd y se seleccionaron clones resistentes a

kanamicina (el marcador del plasmido). Estos clones resultaban de la
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recombinacion del fragmento clonado en el sitio homélogo del cromosoma. Los
clones resistentes a kanamicina se cultivaron e introdujeron en la rizosfera de
plantas de maiz. Todos aquellos que crecieron en la rizosfera expresaban el gen
asd, y se utilizo la expresion de "lacZ en el plasmido tras asd para distinguir los
constitutivos de los inducibles. Tras rescatar las regiones promotoras de los clones
inducibles se identificaron unos 25 promotores inducidos por compuestos
presentes en los exudados radiculares, algunos de funciones ya conocidas (mus-5
de adhesion a semillas, transportadores de glucosa y aminoacidos) que
confirmaban la bondad de la aproximacion y, otros nuevos de interés como el de
la sintesis de alginato, metabolismo del acetato para respirar, metabolismo del
piruvato, detoxificacion de compuestos toxicos, utilizacion de prolina y un buen
numero de promotores que expresaban genes de funcidén desconocida (63, 97).
Estos resultados se confirmaron mediante analisis transcriptomicos de
Pseudomonas en la rizosfera, un trabajo excepcionalmente dificil y ejecutado con

gran maestria por Maribel Ramos-Gonzalez y Miguel Matilla (63).
Genomica de Pseudomonas
Anélisis del genoma de la cepa Pseudomonas putida KT2440

En Junio de 2004 se disponia de la secuencia de 4 genomas de 4 especies distintas

de Pseudomonas; 15 afios después se dispone de 335 genomas completos y unos

4500 en ejecucion (ver www.pseudomonas.com). Nuestro grupo ha analizado el
genoma de KT2440, la cepa con la que iniciamos nuestros estudios, que fue el
primer genoma de cepas de la especie P. putida disponible. Ademas, su estudio era
fundamental para entender el comportamiento de estos microorganismos en el
medio ambiente y en el laboratorio. El tamafio del genoma de la cepa KT2440 es
del orden de 6,2-Mb y presenta cerca de 900 familias de genes paralogos, superior
a las 800 familias de paralogos de la especie P. aeruginosa (78). Cerca del 50% de

estos pardlogos se comparten con otras bacterias, que presentan genomas de
22


http://www.pseudomonas.com/

tamafo mayor a 5-Mb, lo que indica la versatilidad metabdlica de Pseudomonas
compartida, en parte, con otros microorganismos tanto del suelo como de
ambientes acuaticos. También parece indicar que el genoma se ha ido dotando de

funciones que confiere flexibilidad a la bacteria para adaptarse a distintos nichos.

El genoma de Pseudomonas codifica diversas enzimas como oxigenasas,
hidrolasas, sintetasas, transferasas y otras que juegan papeles esenciales en los
procesos metabolicos generales y periféricos. Zulema Udaondo, en un articulo
publicado en Microbial Biotechnology, clasifico las enzimas y sus funciones en
base tanto al conocimiento experimental de ensayos bioquimicos como de
aproximaciones bioinformaticas que permitieron identificar motivos cataliticos y
estructurales. La versatilidad de familias y funciones metabdlicas habla de la
plasticidad de estos microorganismos y, de nuevo, de su capacidad para adaptarse

a distintos nichos.

El genoma de Pseudomonas codifica 350 transportadores de membrana lo que
requiere de casi un 5 % de los genes del genoma. De éstos unos 90 estan
relacionados con el transporte de aminoacidos descritos en otros microorganismos,
lo cual es consistente con la capacidad de P. putida para establecerse en la rizosfera
de plantas en la que se ha detectado la presencia de la mayoria de los aminoacidos
proteinogénicos. También presenta transportadores de opinas sintetizadas por
plantas sugiriendo la capacidad de utilizar compuestos especificos producidos por
éstas. Ademas de los transportadores P. putida presenta una serie compleja de

quimioreceptores que detectan y responden a sefiales del medioambiente.

La cepa KT2440 presenta al menos 2 sistemas de transporte de sideréforos asi
como 18 receptores de membrana externa, relacionados con la captura de hierro
quelado por sideréforos foraneos que no producen las bacterias de la especie P.
putida. Estos sistemas de captura de hierro las convierten en auténticos “ladrones”

de hierro y son responsables de su capacidad para inhibir el crecimiento de ciertos
23



fitopatogenos en el suelo, una propiedad que hace que tanto KT2440 como BIRD-
1 en ensayos de campo actlen como agentes indirectos de biocontrol. La captura
de siderdforos es un proceso que requiere energia y que estad mediado por proteinas
de la familia de TonB, identificadas tanto por métodos bioinformaticos como
experimentales (35, 55). En su Tesis Doctoral Nené Molina-Henares demostro la
importancia de la captura de hierro para la colonizacion de raices y semillas por la
cepa KT2440. Se han descrito al menos 3 transportadores de fosfato y 2 de
sulfonatos, asi como transportadores de sulfato, nitrato, oligoelementos y metales.
La presencia de multiples transportadores de fosfato y de hierro esté relacionada
con el hecho de que en los suelos estos nutrientes suelen estar en formas poco
solubles en agua y, por tanto, se requieren sistemas de alta afinidad para su
transporte al citoplasma. Pseudomonas putida también presenta un buen nimero
de porinas, que en algunos casos estan acopladas a sistemas de transporte ligados
a la membrana citoplasmatica, una combinacién tipica de bacterias que habitan en

ambientes acuaticos, a pesar de que se aislan frecuentemente de suelos.

La cepa KT2440 esta dotada también de un buen nimero de genes de respuesta a
estrés oxidativo incluyendo superdxido dismutasas, catalasas, betaina (aldehido)
deshidrogenasa y otras enzimas, que juegan un papel en la detoxificacion de
radicales libres abundantes en el ambiente rizosférico y en condiciones de alto
suministro de oxigeno, lo que beneficia la supervivencia de la bacteria en la
rizosfera y sus altas tasas de crecimiento en ambientes aerobios (78, 121, 122).
Aunque P. putida no crece ni desnitrifica en condiciones anaerobicas, presenta una
serie de enzimas que favorecen su proliferacion en ambientes de baja tension de
oxigeno, por ejemplo, codifica dos coproporfirindgeno 11l oxidasas, varias nitrito
reductasas y genes para el metabolismo del D-lactato y detoxificacion de

formaldehido via formato (103).
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Factores de transcripcion de Pseudomonas

Como he mencionado previamente, nuestros estudios iniciales en Granada se
dirigieron a desentrafiar los mecanismos de regulacion de las rutas de degradacion
de tolueno. Al profundizar en este aspecto nos hicimos conscientes de que en la
regulacion participan proteinas especificas y una serie de proteinas accesorias, que
permiten la modulacion fina de la ruta. Esto nos llevo a tratar de entender no sélo
las proteinas especificas, sino el funcionamiento genético de Pseudomonas. Las
bacterias de este genero presentan una gran capacidad de adaptacion al medio
ambiente lo que deriva de su acerbo genético, que no solo le permite utilizar una
gran gama de nutrientes sino también responder a estreses ambientales gracias a
una amplia serie de sistemas de regulacion. Para detectar los nutrientes y responder
a factores fisico-quimicos Pseudomonas utiliza algo méas del 10% de sus genes.
Hemos puesto de manifiesto la existencia de dos grandes grupos de reguladores
transcripcionales en Pseudomonas; a saber, los que se unen a un efector y activan
0 reprimen la transcripcion y un buen numero de sistemas de dos componentes,
formados normalmente por una sensor histidina-quinasa y un regulador
transcripcional, el Gltimo se fosforila por la sensor quinasa en respuesta a una sefial

y, normalmente, funciona como un activador transcripcional.

Pseudomonas como otros microorganismos presenta reguladores que se pueden
clasificar en familias, en base a la conservacion de dominios funcionales o
estructurales. Caracterizar estos reguladores nos ha ayudado a entender la biologia,
bioquimica y genética de Pseudomonas. La familia de genes mas numerosa en
KT2440 es la de LysR, un grupo de reguladores transcripcionales con unos 110
miembros. También son muy abundantes (94 miembros) los reguladores de dos
componentes y los reguladores transcripcionales, que pertenecen a las familias de
AraC/XylS, TetR, IcIR, MarR, y reguladores dependientes de sigma-54 y otros.

Nuestras aportaciones al estudio de las familias de reguladores transcripcionales
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van mas alla del género Pseudomonas, ya que hemos contribuido a entender los
mecanismos de actuacion de las proteinas de las familias de TetR, AraC/XylS e
IcIR. La relevancia de los articulos derivados de las Tesis de Manuel Martinez-
Bueno, M. Trinidad Gallegos y Antonio Jesus Molina-Henares sobre estos
reguladores se refleja en que han recibido entre 400 y 900 citas — diriamos que se
han convertido en unos clasicos en el area (34, 88, 92). A este improbo trabajo
también contribuyeron Tino Krell y Raquel Tobes. Por mencionar algo que nos ha
faltado hacer, por falta de tiempo y porque es un trabajo que me supera hoy dia, es
el de recopilar las funciones de los reguladores de la familia de LysR en
Pseudomonas. De los sistemas de dos componentes los que mejor hemos
caracterizado son TodS/TodT, que regulan la ruta de la tolueno dioxigenasa (8, 9,
53, 54), y el sistema GrtS/GItR implicado en el metabolismo de la glucosa (14,
122). Hemos trabajado con reguladores de un solo componente a nivel molecular
como XylS y XylR — dos reguladores de la ruta de degradacion de tolueno,
codificada por el plasmido TOL, y TtgR y TtgV, implicados en el control de la
expresion de las bombas de extrusion de tdxicos organicos. En general, hemos
caracterizado en detalle todos los aspectos referentes a las interacciones de estos
reguladores con sus efectores (1, 2, 16, 39, 40, 64, 65, 105, 117, 118). También
hemos estudiado en a nivel molecular HexR y GntR en cuanto al metabolismo de
azucares (11, 122).

Uno de los estudios mas relevantes que llevamos a cabo a principios de este siglo
fue elucidar los factores sigmas que median distintas respuestas en diversos
procesos en Pseudomonas. El factor sigma-70 reconoce los promotores del
conjunto de genes de los llamados house keeping y fueron Patricia Dominguez-
Cuevas y Silvia Marqués las que para el volumen 2 de la serie de Pseudomonas,
del que fui editor, reunieron las secuencias de unos 150 promotores de cepas de
este género y encontraron que las zonas promotoras contienen un 50% de A+T

frente al resto de los genes que tienen alrededor del 35% de A+T. El promotor tipo
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de Pseudomonas se parece al de Escherichia coli y otras bacterias, con una
secuencia 5’-TATACT-3’ en la zona de -10 y una secuencia muy conservada en
-35 cuyo consenso es 5’-TTGACC-3". El espaciador es de 17 pares de bases con

una desviacion de una base (19).

Manuel Martinez-Bueno realiz6 un excelente trabajo bioinformatico y describi6 e
identifico todos los factores sigma codificados en el genoma de la cepa KT2440
(44). El factor sigma-S, que en muchos organismos solo es activo en fase
estacionaria, en el caso de Pseudomonas activa genes también en fase exponencial
(18, 58, 60). Nuestros estudios sugirieron que el factor sigma-H no so6lo estaba
implicado en respuesta a choque térmico sino también a estrés, causado por la
presencia de compuestos aromaticos (57). FliA o sigma-28 media la expresion de
los genes de sintesis del flagelo y el homdlogo de RpoE, AlgU, es un factor de
respuesta a estrés. El factor sigma PvdS esta implicado en el control de la expresion
de los genes de biosintesis de pioverdina, el sider6foro por excelencia de P. putida.
Ademaés, Pseudomonas putida sintetiza alginato cuya sintesis se regula por el

factor sigma alternativo, sigma-22, y el regulador especifico AlgM (121).

Todas las cepas de Pseudomonas putida poseen un gen rpoN también conocido
como sigma-54. La primera secuencia la obtuvimos en Ginebra hace mas de 30
anos y encontramos que este factor juega un papel esencial en el control de la ruta
del xileno (ver mas adelante). El factor RpoN de Pseudomonas como el de otros
microorganismos, es un clasico en reconocer un motivo 5’-TTGC-3’ en la region
de -12 y el par GG en la region de -24 (44, 91). Las secuencias reconocidas por
los reguladores transcripcionales de los promotores dependientes de sigma 54 se
localizan a “larga” distancia, hasta 300 pares de base aguas arriba del sitio de union
de la ARN-polimerasa; estas secuencias se denominan UAS del inglés upstream
activator sequences (1, 2, 82). Para que el regulador y la ARN-polimerasa se

pongan en contacto se requiere la formacién de lazos de ADN que acerquen al
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regulador, unido a las UAS, al complejo ARN polimerasa/RpoN, en la region de -
12/-24, y ello requiere de la accion de proteinas accesorias IHF o HU y de la
introduccion de un doblez en el ADN. Uno de los trabajos mas elegantes al respecto
lo llevaron a cabo José Pérez- Martin y Victor de Lorenzo en Madrid estudiando
la activacion del promotor Pu del plasmido TOL en un articulo publicado en la
revista Cell (82).

Al estudiar el metabolismo del carbono también nos hemos encontrado con el
conocido fendmeno de represion catabdlica. Los primeros pasos los dio Silvia
Marqués con Wouter Duetz, que realizé una corta estancia en nuestro laboratorio
y nos introdujo en el mundo del cultivo continuo. Estos estudios demostraron desde
el principio que el operén upper del plasmido TOL esta sometido a control
catabolico (16). Silvia Marqués e Isabel Aranda-Olmedo continuaron en este tema
y demostraron que la expresion del promotor Pu de la ruta upper de TOL no tiene
lugar en presencia de fuentes ricas de carbono sino que es un fenomeno en el que

parecian implicadas las proteinas Crp y PtsN (5).
Metabolismo central: Utilizacion de glucosa por Pseudomonas putida

Los azucares se encuentran entre los compuestos méas abundantes en los exudados
radiculares y ello atrajo nuestra atencion hacia el metabolismo de la glucosa. Las
bacterias del género Pseudomonas se caracterizan por presentar una ruta glicolitica
incompleta puesto que carecen del enzima 6-fosfofructoquinasa y utilizan la ruta
alternativa de Entner-Doudoroff. La organizacion de los genes de estas rutas en
todas las Pseudomonas es un puzle y el control de su expresion requiere de un
intrincado sistema de reguladores transcripcionales. En Pseudomonas putida
estudiamos como se organizan y como se regulan estos genes y como la expresion
coordinada de todas las actividades enzimaticas permite un flujo adecuado de

carbono. El metabolismo de la glucosa en Pseudomonas es uno de los ejemplos
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mas claros de integracion del metabolismo celular, lo que hoy en dia constituye

uno de los ejemplos de la denominada biologia de sistemas (9, 12).

Los estudios de Teresa (Tesi) del Castillo pusieron de manifiesto que la glucosa se
metaboliza en Pseudomonas putida a través de 3 rutas que operan simultaneamente
y convergen a nivel del 6-fosfogluconato, el cual es posteriormente metabolizado
por los enzimas EDD y EDA que forman parte de la ruta de Entner/Doudoroff
dando lugar a metabolitos que se dirigen al ciclo de Krebs. La glucosa entra en la
célula a traves de una porina especifica denominada OprB y puede o bien ser
transportada al citoplasma o ser oxidada a gluconato en el periplasma antes de
entrar como tal en el citoplasma. Cuando la glucosa se transporta al citoplasma el
proceso es mediado por un sistema del tipo ABC, codificado por tres genes que en
todas las Pseudomonas forman un operdn. Por la accion de la glucoquinasa la
glucosa se transforma en glucosa-6-fosfato que a su vez, por la accion de la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, da lugar a 6-fosfogluconato.

Cuando la glucosa se oxida en el periplasma hasta gluconato, éste o bien se
transporta al citoplasma y se fosforila a 6-fosfogluconato 6 se oxida a 2-
cetogluconato en el periplasma y es transportado al interior celular donde
subsecuentemente se fosforila y reduce hasta 6-fosfogluconato. Asi pues se
observa que un microorganismo como Pseudomonas, que asimila muy pocos

azucares, presenta un metabolismo inicial de la glucosa muy sofisticado.

El metabolismo del 6-fosfogluconato implica la conversion de éste en 2-ceto-3-
deoxi-6-fosfogluconato por accién del enzima EDD v, la hidrolisis de este altimo
por EDA en piravico y gliceraldehido-3-fosfato. Con el grupo de Uwe Sauer en el
ETH en Zirich (Suiza) exploramos los flujos metabdlicos utilizando glucosa
marcada homogéneamente con carbono-13. Estos estudios revelaron que el

oxalacetato se producia a través del circuito de corte del pirdvico mas que por
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oxidacion de malato, a diferencia de lo que ocurre en otras bacterias aerobias, pero

en consonancia con el paso catalizado por EDA (12).

Para el analisis genético de la ruta analizamos la coleccion de mutantes de mini-
Tn5, que habia construido Estrella Duque. En ella localizamos mutantes incapaces
de crecer con glucosa, que estaban mutados en los genes edd/eda. Como habiamos
secuenciado cerca de 2000 mutantes generados al azar teniamos localizados por
ejemplo mutantes en el gen glk, que codifica la glucosa quinasa, pero gue crecia en
glucosa aungue a menor ritmo que la cepa silvestre. Por esa razon Tesi del Castillo
emprendio la tarea de construir mutantes individuales en cada una de las rutas y
mutantes dobles y triples para bloquear dos o las tres rutas conjuntamente. De
nuevo se llevaron a cabo estudios de flujo de C, que revelaron que las tres rutas
funcionan simultaneamente, pero que la ruta de la glucoquinasa y el lazo de 2

cetogluconato a 6-fosfogluconato eran cuantitativamente las mas importantes.

Tesi del Castillo analiz6 la informacion genética de las rutas y encontré un
verdadero puzle en el que genes que codifican porinas, transportadores y enzimas
forman operones, pero a diferencia de otros sistemas metabdlicos en los que los
genes de una ruta forman un operon, en este caso hay un verdadero barajado de
genes y no sélo entre las tres rutas convergentes sino también con los genes de
Entner/Doudoroff; asi por ejemplo el gen que codifica la porina oprB forma un
operdn con los transportadores; el gen de la glucoquinasa se transcribe con el gen
edd y el gen de la glucosa deshidrogenasa se transcribe con el gen eda. Esto nos
llevd a concluir que la ruta de la glucoquinasa ha co-evolucionado con la de
Entner/Doudoroff en Pseudomonas y forman un ente inseparable (11, 12). De
hecho, esta ruta es la que opera en todas las especies del género, siendo un

marcador metabolico del género.
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Reguladores transcripcionales de las rutas catabdlicas de glucosa en
Pseudomonas putida.

La regulacion del metabolismo de la glucosa no se hace en respuesta al azlcar, sino
a un conjunto de intermediarios metabolicos como son el 2-cetogluconato y el 6-
fosfogluconato. Estos efectores interaccionan hasta con 5 reguladores
transcripcionales que regulan los puzles de genes del catabolismo de la glucosa,
que obliga a una fina coordinacién de la activacion/represion de los genes para el
metabolismo de la glucosa. Describo en esta seccién brevemente los reguladores,
sus efectores y las secuencias reconocidas por los mismos en sus regiones
promotoras, un trabajo que recientemente ha revisado Zulema Udaondo et al. en
Microbial Biotechnology (122). El gen hexR codifica un regulador de la familia
RpiR implicado en el control de rutas de utilizacién de azucares. EI gen hexR se
transcribe de manera divergente con respecto al operén zwf/pgl/eda y controla la
expresion tanto de este operon como el operdn edd,glk, gltR-2 y al gen gap-1. HexR
es un represor que se une a los promotores de estas unidades transcripcionales y
previene su expresion. La secuencia consenso reconocida por HexR es 5-
TTGTN7s-ACAA-3’. En presencia de glucosa se producen cantidades basales del
primer substrato de la ruta de Entner/Doudoroff, el 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfogluconato que actda como efector de HexR y su union al represor da lugar a
la liberacidn de éste de los promotores y faculta la transcripcion de los genes y la
activacion del bloque central del catabolismo de azucares (11).

El gen ptxS codifica un represor que pertenece a la familia de Lacl (13). Este gen
regulador se localiza adyacente al operon kguEKTD, que codifica las enzimas del
metabolismo del gluconato. La proteina PtxS reconoce la secuencia 5°-
TGAACCGTTTCA-3en la region de -10 del operon kgu y en frente del gen gad.
PtxR pertenece a la familia de LysR y también regula la expresion desde Pygy Y Pgad
reconociendo otra secuencia distinta a la que reconoce PtxS y que se corresponde

con 5-GGCN4-sGCC-37(13). Los operadores de estos dos reguladores estan
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separados por 50 pares de bases y la represion implica no solo union al ADN de
cada represor sino también interaccién entre los reguladores, que da lugar a la
formacién de un lazo de inhibicion en el promotor, un fenémeno bien descrito por
Ali Daddaoua (13). El efector de PtxS es el 2-cetogluconato y la unién de éste a
PtxS es suficiente para que el complejo nucleoproteico se rompa y permita la
entrada de la ARN polimerasa para transcribir el operon kgu y el gen gad.

El regulador GntR se transcribe divergentemente con respecto a gnuK
(gluconoquinasa) y se localiza proximo a los genes gntP (transportador de
gluconato) y gapN, que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Por
tanto, GntR controla el metabolismo del gluconato y su canalizacion al
metabolismo central. GntR es un paralogo de PtxS y podria haber evolucionado a
partir de un ancestro comun, segun ha propuesto Ali Daddaouda (13, 122).
GItR/GtrS es un sistema de dos componentes que regula el transporte de glucosa.
GtrS es una proteina de la familia de las sensores quinasas, que en respuesta a 2-
cetogluconato o 6-fosfogluconato, se autofosforila y, a continuacion, transfosforila
a la proteina GItR que estimula la transcripcion desde el promotor del operdn
oprB,glk, edd y del gen gap-1 (14, 122).

El juego de este conjunto de reguladores permite la expresion coordinada de los
genes necesarios para canalizar el flujo de C desde glucosa via 6-fosfogluconato
hasta intermediarios del ciclo de Krebs, donde se generara el NADH necesario para

canalizar electrones a las cadenas respiratorias.

El plasmido TOL: Metabolismo periférico y su control transcripcional

Desde el punto de vista histérico, en los afios 80 los plasmidos constituyeron el
foco de la biologia y genética molecular; por un lado, porque se demostré su papel
en la transferencia horizontal de genes de resistencia a antibioticos y por otro lado,

por su utilidad en el desarrollo de vectores de clonacion y expresion de genes. El
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plasmido TOL se describio a principios de los 80 como un nuevo tipo de plasmido
que portaba genes para la eliminacion de contaminantes; ademas, era un plasmido
relativamente grande comparado con los de resistencia a antibioticos. Mi encuentro
con TOL esta vinculado al trabajo que se desarrollaba en el laboratorio de Kenneth
Timmis en Ginebra y los avances que habiamos hecho en la elucidacién de la
estructura de los genes y su regulacion, lo que garantizaba muchos afios de trabajo.
De acuerdo con Ken disefiamos un plan de trabajo para entender las rutas de TOL
al incorporarme a Granada, colaborando estrechamente con mis comparieros de
Ginebra primero, y luego con los de Braunschweig, cuando Ken asumio la
direccion de la division de biotecnologia en el GBF en Alemania. Asi es como el
plasmido TOL ha estado vinculado al inicio de nuestro trabajo en Granada y a las
Tesis doctorales de Carmen Michan y Marian Abril, las cuales, como ya he
mencionado, iniciaron nuestro ciclo de trabajo en Granada (1, 2, 64, 65). El
plasmido TOL es auto transmisible y su tamafio es de 117 kb portando dos
transposones que se denominan Tn4651 y Tn4653, que a su vez contienen un
conjunto de genes que codifican la ruta de degradacion de tolueno/my p-xileno via
benzoato y 3- y 4-metilbenzoato. Antes de entrar en detalles bioquimicos me
gustaria destacar que el plasmido TOL se transfiere con frecuencias tan altas como
10"t a 103/receptor en el laboratorio entre cepas de las distintas especies de
Pseudomonas y, con frecuencias del orden de 107 por receptor a enterobacterias.
Un hecho interesante que desvelaron Maria Isabel Ramos-Gonzalez y Maria
Angeles Ramos-Diaz fue el de la retrotransferencia, que consiste en que el
plasmido TOL viaja de la célula donadora a una receptora, alli se integra en el
cromosoma Yy regresa al donador original portando genes del cromosoma del
receptor (99). Este fendmeno se conoce como retrotransferencia y es una via de
captacion horizontal de genes. La frecuencia de captacion de genes se encuentra
entre 10° y 10® por retrotransconjugante dependiendo de la localizacion

cromosémica del marcador (95, 99).
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Las reacciones basicas de oxidacion de tolueno, codificadas por TOL, se recogen
en la Figura 2 que muestra que el grupo metilo en el carbono 1 del tolueno (m-, p-
xileno) se oxida progresivamente a alcohol bencilico, benzaldehido y benzoato.

Este conjunto de reacciones se denomina ruta upper.

Metabolismo de compuestos aromaticos codificado por el plasmido TOL
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Figura 2. En la parte superior se presenta el plasmido TOL y el conjunto de reacciones que
conducen a la oxidacién del tolueno (xilenos) hasta catecol (metilcatecoles). La parte inferior
presenta un esquema de la regulacion de las rutas catabdlicas de TOL. XyIR es el regulador
maestro que en respuesta a tolueno o xilenos activa la transcripcion del operdn upper y del
gen xylS .El regulador XylIS activa la transcripcion del operdn meta, bien en respuesta a
benzoato (alquilbenzoatos) o bien por superproduccion mediada por la induccién por XylIR.

El benzoato (metilbenzoato) es posteriormente oxidado y descarboxilado para
producir catecol (3- 6 4-metilcatecol), que mediante una fision de tipo meta dan
lugar al correspondiente semialdehido del é&cido hidroximuconico & sus
correspondientes derivados alquilicos. ElI semialdehido producido a partir de 3-
metilcatecol se hidroliza directamente a 2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-dienoato
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mientras que los derivados de catecol o 4-metilcatecol lo hacen a través de la rama
del oxocrotonato, aunque todos convergen a nivel del 2-oxo-4-hidroxi-pentanoato,

que finalmente da lugar a intermediarios del ciclo de Krebs.

La informacion genética que codifica la ruta upper esta formada por un operon,
que incluye los genes xylJUWCMABN, y que fue descrita por Peter Williams en
Bangor y Shige Harayama en el lab de Timmis en Ginebra. Un misterio de este
operon es que la funcién de las proteinas que codifican los genes xylU, xylW y xyIN
es desconocida, mientras que xylIMA, xyIB y xylC codifican respectivamente la
tolueno monooxigenasa, la alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa.
Los genes de la ruta meta también forman un operén denominado
XyIXYZLTEGFJQKIH cuya organizacion descifr6 Shige Harayama (41). Silvia
Marqués, en nuestro laboratorio de Granada, demostrd que estos genes formaban
uno de los operones mas largos jamas descritos en procariotas, con unas 11 kb (61).
Ademas de estos genes hay otros dos reguladores localizados en 3 con respecto al
operén meta denominados xylS y xyIR, éstos se transcriben de manera divergente
entre si. Nuestro grupo ha contribuido, en gran manera, a descifrar las bases
moleculares de la expresion de estos genes y operones y sus correspondientes
promotores se denominan Pu, Pm, Ps y Pr. La Figura 3 es una version actualizada
del modelo de regulacién que propusimos en 1997, en una revision de un trabajo
publicado en la revista Annual Review of Microbiology (91). EI modelo de
regulacion, la definicion de los lazos transcripcionales y la participacion de varias
proteinas accesorias se han confirmado en distintos laboratorios del mundo
(Teruko Nakazawa en Japon, Peter Williams en Bangor, Ken Timmis en

Braunschsweig, Victor de Lorenzo en Madrid, Kaldalu en Estonia).

En este caso, la organizacion genética refleja la secuencia de las reacciones
bioquimicas. Hay dos lazos de regulacion, uno que opera cuando las células se

cultivan en 3-metilbenzoato (el lazo meta), y otro que opera cuando las células se
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cultivan en tolueno/m-xileno, que garantizan la expresion de los operones upper y
meta. El esquema en la Figura 3 resume bien el conocimiento actual de la
regulacion especifica y su integracion en el metabolismo central y todo el conjunto

de factores accesorios.

@@ TS upper >
activation

/Y\ 054

\xle xym
Effector

TSy >
\ overproduction ook
CH
’ @@ / —— TCA cycle
activation

l @cn )
[ ) meta-cleavage

Permanent

ee

COOH

o Effector actlvanog(

Hs
3-methylbenzoate J

Stress _Fast | Heat Shock Response

= @
- )
\ X554

Figura 3. Expresién de los genes de las rutas catabdlicas del plasmido TOL y su
integracion con factores de codificacion cromosémica y sefiales ambientales.

El lazo meta funciona de la siguiente manera: en células de Pseudomonas
cultivadas en medio minimo con glucosa la expresion del gen xylS es baja y tiene
lugar desde un promotor que depende de sigma-70, que garantiza una baja
expresion del regulador. En estas condiciones los genes de la ruta meta no se
expresan o0 se expresan a muy bajo nivel debido a que XyIS se encuentra en una
forma transcripcionalmente inactiva. Cuando se afiade 3-metilbenzoato, XylS

reconoce al efector y pasa a una forma activa, XylSa, que estimula fuertemente la
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transcripcion desde el promotor Pm, dando lugar a altos niveles de expresion de
todos los enzimas de la ruta. La expresion de Pm es alta tanto en la fase exponencial
como en la estacionaria y ello es debido a que Pm se transcribe con la ARN
polimerasa cargada tanto con el factor sigma-70 como con los factores sigma-S o
sigma-H, un trabajo que desarrollaron muy elegantemente, M2 Trinidad Gallegos,

M2 del Mar Gonzalez-Pérez y Patricia Dominguez-Cuevas con Silvia Marqués.

El lazo de la cascada fue un trabajo importante en el grupo con varias Tesis, la de
Marian Abril, Asuncion Delgado, Maxi Manzanera y el trabajo de una serie de

post-doctorales como Silvia Marqués y Rafa Salto. La cascada funciona asi:

1. El regulador clave es la proteina XyIR, y este gen se expresa desde dos
promotores en tandem dependientes de sigma-70 que, ademas, estan

regulados por el propio XyIR (16, 58).

2. Laforma inactiva de XyIR, XylIRi, se activa al unirse a tolueno o0 a m-xileno
pasando a la forma XylRa y ésta, junto con la ARN polimerasa con sigma-
54 en un proceso que ademas requiere de la proteina IHF, activa la expresion

del operon upper (1, 16, 112).

3. La proteina XylRa también estimula la transcripcion de xylIS induciendo la
expresion desde un segundo promotor denominado Ps1, que al igual que Pu
es un promotor de los del tipo sigma-54; aqui no participa IHF pero si otra

proteina que se une y dobla ADN como es la proteina HU (1, 37, 44, 58).

4. Como resultado de la alta expresion de xylS desde Ps2 y Ps1, la proteina
XylS se sobreproduce e incluso en ausencia de benzoatos y como
consecuencia de un equilibrio entre XylISi y XylSa, una fraccion adquiere la
forma activa XylSa, que garantiza la expresion del operon meta, la cual se

sostiene posteriormente por la activacion del propio XylSi por el benzoato
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derivado del tolueno o los alquilbenzoatos, que derivan del metabolismo de
los xilenos (59, 88).

Paso a analizar los dos lazos por separado para que el lector aprecie algunos

detalles moleculares.
El lazo meta.

El regulador del lazo meta es la proteina XylS. El gen xylS se expresa
constitutivamente a bajo nivel a partir de un promotor sigma 70 y a alto nivel desde
el promotor Ps1 en respuesta a tolueno. Dado que en células que expresan XylS a
alto nivel no se requiere un efector para estimular la transcripcion, se propuso que
XylS existe en dos estados en equilibrio, uno activo y otro inactivo; el paso de
inactivo a activo se estimula en presencia del efector, pero en ausencia de efectores
y altas concentraciones de la proteina existe una fraccién activa, que es suficiente
para mediar la transcripcion. XylS es una proteina de 321 aminoacidos que
pertenece a la familia AraC/XylS, donde AraC es el regulador del metabolismo de
arabinosa en E. coli y uno de los reguladores transcripcionales de procariotas mejor
estudiados (34). Nosotros describimos la familia de AraC/XylS y encontramos que
el alineamiento de la secuencia de proteina de los miembros de la familia revelaba
dos dominios; uno conservado y formado por unos 100 aminoacidos, que es el
dominio de unién a ADN, e interaccion con la ARN polimerasa como puso de
manifiesto Raquel Ruiz en su Tesis doctoral y, otro dominio para la unién a
efectores (34, 111) .En esta region de 100 aminoacidos hay 17 aminoacidos muy
conservados y responden a la secuencia A-----S---L---F----G--------- R---A---L----
--IIN—I/IV/---G/F/Y ----F---F/R/K---G-P, donde — es cualquier aminoacido. Como
no se disponia, ni se dispone de la estructura 3D de miembros de la familia de AraC
se realizaron andlisis de estructura secundaria, que definieron 2 motivos hélice-
giro-helice de los tipicos de union a ADN en este dominio C-terminal (34). En

XyIS el primer motivo corresponde a las secuencias entre los residuos 228 y 251,
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mientras que el segundo se extiende del residuo 281 al 306. Este dominio en las
proteinas mas cortas de la familia como SoxS, YetD, MarA consta s6lo de 106 a
150 aminoéacidos y parece que es suficiente para unirse a ADN, pero no contiene
elementos de respuestas a moléculas efectoras, una funcion que se localiza en el
dominio N-terminal de los miembros de esta familia de proteinas. Tanto en XyIS
como en AraC y MelR se han descrito una serie de mutantes en el dominio C-
terminal que pierden la capacidad de unirse a ADN, confirmando el papel en la

unién al operador.

El reconocimiento de efectores por XylS se demostro utilizando técnicas clasicas
de mutagénesis y aislamiento de mutantes, que llevo a cabo Carmen Michéan en su
Tesis Doctoral (64, 65). En este caso el promotor Pm se fusionaba al gen ‘lacZ.
Las colonias de E. coli que portaba la fusion Pm:’lacZ eran blancas cuando se
cultivaban en medios solidos suplementados con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-
galactopirandsido (X-gal). No obstante, cuando las células portaban xylS, las
colonias, en ausencia de efector, eran blancas y tornaban a azules en presencia de
benzoato. Aprovechando la amplia gama de benzoatos sustituidos por grupos Cl,
Br, I, F, metilo, etilo, metoxi y otros llevamos a cabo un analisis de interacciones
efector/regulador y, dado que los sustratos ademas no se metabolizaban y que la
entrada del benzoato se consideraba que era por difusion en E. coli, establecimos
la constante de afinidad aparente de XylS por los distintos efectores. Carmen
Michan aislé mutantes puntuales de XylS que reconocian sustratos no reconocidos
por la proteina silvestre y encontré mutaciones en la region 37 a 45, 88-92, 151-
155 y en el dominio C-terminal de la proteina (38, 64, 65). El trabajo de Carmen
Michan puso de manifiesto que cuando la Arg41l se sustituia por Leu el mutante no
respondia a benzoato. También encontr6 mutantes como XylSSer229lle o
XylSAsp274Val, que inducian Pm en ausencia de efector, indicando que la forma
mutante mimetizaba la forma XylSa (64, 65). Estos son solo algunos de los

mutantes que nos ayudaron a definir dominios funcionales; sin embargo, la
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limitacion en la cristalizacion de la proteina nos hizo abandonar los estudios con
esta proteina puesto que no podiamos obtener evidencias directas de las
interacciones, aunque los datos apoyaban que el “sitio activo” de XylS no era un
conjunto continuo de residuos en la proteina sino un conjunto de regiones

implicadas en unir y transmitir sefial.
El promotor Pm

La transcripcion de Pm se ha estudiado en detalle en nuestro grupo, habiendo
contribuido a ello las Tesis de M. Trinidad Gallegos, M. Mar Gonzalez-Pérez y
Patricia Dominguez-Cuevas. El promotor presenta dos dominios, la region de -10
a -35 donde se une la ARN polimerasa con distintos factores sigma, y la region de
-40 a -80 que contiene los sitios de unién del regulador XylS que es una secuencia
repetida en tdndem 5 -TGCAApUAApPupyGGNTA-3’, que estan separadas por 6
pares de bases, y que XylS reconocia como motivos repetidos imperfectos (32, 33,
36, 38). Delecciones situadas por encima de -60 eran activables por las formas
constitutivas de XylS, pero no por el tipo silvestre activado con efector. M.
Trinidad Gallegos propuso que la secuencia minima de activacién era la region
comprendida entre -46 y -57, que constituye el sitio proximal y la secuencia
minima para reconocimiento por XylS del promotor Pm. Mutaciones puntuales
demostraron que el dominio TGCA es critico para la interaccién de XylS con Pm
y los ensayos de improntas in vitro indicaron que la region que protegia Pm se
extendia desde -28 a -72 sugiriendo solapamiento con el sitio de unién de la ARN
polimerasa. El hecho de que los sitios de union de la ARN polimerasa y XylS
solapen o fuesen al menos adyacentes sugeria una estrecha interaccion entre XylS
y la polimerasa, hecho confirmado por Raquel Ruiz durante su estancia corta en
Kansas en el laboratorio de Susan Egan, que demostro que XylS interacciona con

la subunidad alfa de la ARN polimerasa.
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Analisis de la cascada de TOL

El lazo de la cascada organiza la expresion de los dos operones catabélicos de
manera que se establece un balance en la asimilacion de una fuente de carbono (33,
44, 58). El gen xyIR se expresa desde dos promotores divergentes con respecto a
xylS y las secuencias UAS del promotor Ps1 solapan con los promotores de xyIR.
XyIR por la disposicion de la secuencia de Ps1 actla como represor de su propia
sintesis. Las secuencias invertidas de xyISPs1 se localizaban entre -139 y -154 y
otra repeticion entre -169 y -184, esta disposicién da lugar a un solapamiento en
Prlde +5a+20y entre -24 y -19 en Pr2, de manera que explica la autorregulacion
de XylIR. Para no entrar en mas detalles indicar que la disposicion de secuencias
entre dos promotores divergentes permite controlar la expresion del gen maestro

de la regulacion del lazo de la cascada de TOL (1, 2).

La proteina XyIR tiene 566 amino &cidos y pertenece a la familia de reguladores
de NtrC. Estas proteinas constan de 4 dominios funcionales. La region carboxi-
terminal D, que presenta un motivo alfa hélice-giro-alfa hélice, tipica de proteinas
que se unen a ADN. EI domino C central para la union e hidrdlisis de ATP — un
trabajo elegante de Victor de Lorenzo y José Perez-Martin, que resolvio temas no
solo de XylIR sino también de esta familia de reguladores, probablemente sirva de
unién a sigma 54. El dominio B se denomina dominio Q o Q-linker y sirve en

realidad de nexo entre los dominios C y A de reconocimiento del efector.

En la familia de NtrC el efector o efectores para la mayoria de los reguladores no
se conoce, pero XyIR reconoce un buen nimero de compuestos aromaticos como
tolueno, m-xileno, clorotoluenos, alcohol bencilico o- y p-nitrotolueno y m-
aminotolueno pero no reconoce m-nitrotolueno 6 o- y p-aminotolueno (16). Este

trabajo se realizd en la Tesis de Marian Abril, habiendo contribuido a este trabajo
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Asun Delgado y Rafa Salto (1, 16, 112). Los tres trabajaron en los detalles de las
interacciones de los efectores y el regulador y las respuestas cinéticas. Asuncion
Delgado aislo un mutante en el que el Glu 172 se sustituyd por una lisina y ello
condujo a que el mutante reconociese m-nitrotolueno pero dejase de reconocer m-
aminotolueno, indicando un punto de contacto entre el efector y un residuo de
XyIR. El cambio a serina en esta posicion dié lugar a un mutante parcialmente
constitutivo de XyIR, indicando que el residuo juega un doble papel como punto

de interaccion y de transmision de sefial.

El grupo de Victor de Lorenzo demostro que se podia eliminar el dominio Ay que
este mutante no se activaba por efectores, pero aun reprimia la expresion de Pr,
indicando que una proteina que contiene los dominios C y D se une al ADN en su
sitio de reconocimiento. El dominio Q-linker, en general, es flexible ya que permite
mantener la funcion de la proteina, aunque también algunos mutantes que aislamos
en esta region dieron lugar a reguladores que mediaban la transcripcion de manera

constitutiva, demostrando asi su papel como elemento de transmision de sefial (82).

El dominio C contiene un dominio de unién de ATP y tiene actividad ATPasa, la
cual aumentaba unas 10 veces cuando los ensayos se hacian en presencia de ADN
que contiene las secuencias UAS. Distintas evidencias sugieren que XyIR se
encuentra siempre unido a sus secuencias UAS vy, que en presencia de efector, el
dominio A altera su estructura, se produce una transmision de sefial que permite la
entrada y la hidrdlisis de ATP y ello da lugar a una multimerizacion de XyIR,
siendo ésta la forma que originalmente llamamos XylRa. Ademas, la forma XylIRa
genera modificaciones del complejo nucleoprotéico y junto con IHF permite el
contacto de XylRa con ARN-polimerasa/ sigma 54 y se inicia el ciclo de
transcripcion (2). El sistema se integra en el metabolismo central mediante

regulacion global y represion catabdlica (20).
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La arquitectura de los promotores Pu y Psl

Los promotores Pu y Pslpertenecen a la familia de promotores reconocidos y
transcritos por la ARN polimerasa con el factor sigma alternativo RpoN, de manera
que presentan regiones -12/-24 conservadas y unas secuencias de activacion a
distancia (UAS), que se localizan entre -120 y -190. Ademas, presentan una region
ricaen Aand T entre -40 y -80 que le confiere flexibilidad al ADN y que es esencial
para permitir la formacién de la madeja nucleoprotéica, que acerca el regulador
localizado a larga distancia a la ARN polimerasa/RpoN localizada en -12/-24. El
motivo -12/-24 contiene la secuencia consenso 5 - TGGCN;TTGCTA-3", que se
describio por primera vez cuando yo estaba en la Unidad de Fijacion de Nitrogeno
en Brighton, por el grupo de Frank Canon (7), que observd que RpoN (entonces
NtrA) reconocia los promotores nif que codifican la nitrogenasa. De hecho, el papel
de sigma-54 es tan critico en la induccidn de las rutas de TOL que un mutante en

este factor sigma no crece en tolueno, aunque si puede crecer en 3-metilbenzoato.

En la regién entre -55 y -67 de Pu aparece un motivo de unién de la proteina IHF,
una especie de histona procariota, que se une a sitios especificos del ADN y fuerza
un doblez (2, 44). En ausencia de IHF la expresion de Pu se reduce a alrededor del
25%, indicando que otras proteinas como HU pueden sustituir a IHF o que el ADN
por su propia flexibilidad conferida por la secuencia ricas en A+T se encuentra
intrinsecamente doblado, y que el papel de IHF es consolidar el angulo de torsién
para acercar el regulador XyIR localizado en las UAS a la ARN-polimerasa. Para
IHF se han descrito dos sitios de unién en Ps1; uno, en -8 a -27 y otro previo a las
UAS entre -137 y -165, pero el papel de IHF in vivo en la expresion de Psl no
parece relevante puesto que en un fondo IHF de Pseudomonas este promotor se

activaba in vivo a maximo nivel (2).
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La identificacion de la region de -120 a -190 como critica para la activacion de
estos promotores por XyIR se realiz6 mediante una serie de analisis de delecciones
seriadas. La secuencia repetida 5’-TTGATCAAATC-3" aparece dos veces
alrededor de -160 y de -130 en Pu. Marian Abril en el laboratorio de Martin Buck,
en el Imperial College en Londres, realizd analisis de improntas in vivo que
confirmaron que estas secuencias eran el sitio de union de XyIR. Con la proteina
sin el dominio A y mediante ensayos de improntas con radical hidroxilo también
se definio que las UAS se localizaban entre -135 y -190 en Ps1. El alineamiento de
ambas regiones definid6 una secuencia consenso para XylR que es 5°-
TTGATCAATTGATCAA-3’, con el motivo TTGATCAA repetido en tandem lo
que da lugar a una secuencia invertida. Los ensayos de improntas in vivo de Marian
Abril también pusieron de manifiesto que el patron de metilacion del ADN in vivo
era distinto en la region entre -24 y -130 en respuesta a efectores, por ejemplo se
protegian las G -92, -70 y -54 y se producia una exposicién a la metilacionde la T
-45, indicando una fuerte distorsion de la region entre el sitio de union de la ARN
polimerasa y el de unién de XyIR. Ademas, las proyecciones de ADN reflejaron
que la ARN polimerasa y XyIR se unian en la misma cara del ADN mientras que
el sitio IHF caia en la cara opuesta, de manera que existe un estero posicionamiento
de los elementos y cuando esta geometria definida se alteraba, se perdia o
disminuia significativamente la activacion de Pu. Asuncién Delgado demostro que
solo con la UAS cercana a -12/-24 era suficiente para que el mutante constitutivo
XyIRAsp135Asn activase Pu, indicando que el sitio proximal de las UAS es critico

para la formacion del complejo nucleoproteico (2, 112).

En resumen, la respuesta a tolueno se entiende bastante bien a nivel molecular. La
unién de un efector a XylIR favorece la entrada e hidrolisis de ATP y da lugar a la
multimerizacion del regulador, siendo esta la forma activa de XyIR llamada XylRa.
XylRa contacta con la ARN polimerasa gracias a la multimerizacion y el

acentuamiento de un doblez en el ADN por IHF, que pone en contacto a XylRa
44



con la ARN-polimerasa y permite la transcripcion tanto desde Pu como de Psl. La
activacion de Pu permite la sintesis de los enzimas del operdn upper y la de Ps1 da
lugar a una hiper produccién de XylS que dispara la ruta meta, de manera que hay
una sincronizacion plena de ambas rutas catabolicas, aunque el mantenimiento de
la activacidn de la ruta meta se basa en la adquisicion de una conformacion estable
XylSa con benzoato en el caso del tolueno o 3-metilbenzoato en el caso del m-

xileno.
La tolerancia a disolventes: un camino lleno de sorpresas

Nuestros estudios sobre la tolerancia a disolventes organicos se han realizado
fundamentalmente utilizando la cepa Pseudomonas putida DOT-TL1E; el nombre
DOT proviene de la denominacién original de nuestro grupo en el PAIDI de la
Junta de Andalucia, Degradation of Organic Toxic Compounds, la T viene de
tolueno — porque esta bacteria se aislé en un enriquecimiento de microorganismos
que utilizaban TNT como fuente de N y tolueno como fuente de carbono y la E es
de Estrella Duque, que la aislo de manera serindipitica (86). Nosotros habiamos
aislado previamente una cepa de Pseudomonas sp. denominada clon A, que
utilizaba TNT como fuente de nitrdgeno, y una de las hipdtesis es que si se
eliminasen todos los grupos nitro se podria generar tolueno, por lo que buscabamos
cepas que crecieran con TNT como fuente de N y que este crecimiento se facilitase
si la cepa metabolizaba tolueno como fuente de C. Como siempre el tolueno se
habia colocado en una varilla en U y depositado ésta en el centro de un matraz en
el que el medio contenia TNT como fuente de N; se habian iniciado unos 50
enriguecimientos distintos con aguas Yy suelos de distinta procedencia, todos ellos
en una de las bandejas del incubador que se agitaba lentamente. Una mafana
Estrella se alteré porque alguien habia incrementado la velocidad de agitacion de
la bandeja y habia caido medio de cultivo dentro de las varillas y en uno de los

cultivos aparecia algo que habia crecido dentro de la varilla y habia estropeado el
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ensayo. Nuestra intencidon mas inmediata fue sustituir la varilla “sucia” por una
limpia con tolueno; y asi lo hubiésemos hecho si no hubiese sido porque le comenté
a Estrella que hacia unos meses habia leido un articulo en Nature que se titulaba
“A Pseudomonas thrives in high concentrations of toluene” escrito por Inoue y
Horikoshi (46), y que yo habia encontrado como “poco” creible, porque era de
todos bien sabido que los disolventes organicos son toxicos para la mayoria de los
microorganismos, y nuestra experiencia avalaba que una gota de tolueno en el
medio de cultivo mataba a Pseudomonas. Vimos rapidamente que la bacteria que
teniamos en la varilla en U crecia en tolueno al 1% (v/v) y, mas aun, que era un
cultivo puro cuando se sembraba en placas. Ademas, era gram-negativa,

casualmente era una jPseudomonas!.

La toxicidad de los disolventes organicos depende de las propiedades fisico-
quimicas del disolvente y la resistencia intrinseca del microorganismo. En general,
la toxicidad de los disolventes organicos se correlaciona con el coeficiente de
particion del compuesto en una mezcla de octanol/agua, cuyo valor viene definido
por el LogP.w (48, 88). Los disolventes organicos con valores de logP,w entre 1,5
y 4 son extremadamente tdxicos para los microorganismos y la mayoria de los seres
vivos, debido a que se reparten preferentemente en la membrana citoplasmatica,
desorganizan la estructura de la misma e impiden funciones vitales para los
microorganismos. Varios mecanismos conducen a la resistencia a disolventes
organicos en bacterias gram-negativas, a saber, a) modificaciones adaptativas de
las membranas mediante modificacidn de la composicion de lipidos y de los grupos
de cabeza de los fosfolipidos, b) formacion de vesiculas cargadas de compuestos
toxicos y, c¢) la participacion de bombas de extrusion, que utilizan energia para
expulsar estos compuestos. Los cambios en el perfil de fosfolipidos son la
isomerizacion cis/trans de los lipidos insaturados de la membrana de Pseudomonas
y la disminucion de fosfatidiletanolamina como grupo de cabeza a favor de la

cardiolipina (6, 76, 84, 114, 116). Este area de trabajo se desarrollé gracias a las
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Tesis de Patricia Bernal, Maria José Huertas, Antonia Rojas, Vanina Garcia,
Cecilia Pini y Patricia Godoy y siempre contd con la colaboracion de Frank Junker,
José-Juan Rodriguez-Herva, Lazaro Molina y Estrella Duque y la supervision por
Ana Segura. En nuestros estudios y, en el caso particular de Pseudomonas, en el
proceso participan bombas tripartitas de la familia RND (del inglés Root-
Nodulation-cell Divison) que exportan los disolventes desde las membranas, el
periplasma o el citoplasma al medio externo — en un mecanismo que se discutira

mas adelante (88).

Alteraciones de la composicion de fosfolipidos en respuesta a disolventes

organicos

Las bacterias se encuentran rodeadas por un conjunto de membranas, que en el
caso de las gram negativas, es una bicapa que forma la membrana interna y una
membrana externa asimétrica con fosfolipidos y LPS, conociéndose como
periplasma el espacio que existe entre ambas membranas. Los disolventes
organicos tienden a repartirse en la bicapa lipidica y, como consecuencia, se altera
su fluidez y la bacteria inicia un programa de defensa que tiende a disminuir los
efectos disruptivos de los disolventes. La fluidez de la membrana se reajusta
mediante compensaciones de la capa lipidica y posterior puesta en marcha de un
conjunto de mecanismos de defensa que son un intricado complejo de respuestas

encaminadas a mantener fuera de la célula al disolvente organico.

La composicion tipica de la membrana celular es 80% de fosfatidiletanolamina, 15
% de fosfatidilglicerol y 5% de cardiolipina. Sobre estos grupos se colocan los
lipidos, dominados en Pseudomonas por los C18:0, C16:0, C18:1.11 cisy C16:1:9
cis. La primera respuesta a disolventes organicos es la isomerizacion cis a trans de
los lipidos insaturados, una respuesta inmediata, que lleva tan poco tiempo como
el que se requiere para recoger las células tras exponerlas a una concentracion

subletal de tolueno. El cambio de cis a trans le confiere rigidez a la cadena y, por
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tanto, contrarresta el efecto fluidificante de los disolventes (33, 35, 59). El enzima
que lleva a cabo la isomerizacidn es una cis/trans isomerasa codificada por el gen
cti, el cual se expresa de manera constitutiva. El enzima se localiza en el espacio
periplasmico y desde alli accede al doble enlace para catalizar la isomerizacion tras
la alteracion estructural de la membrana. El grupo de Bernard Witholt demostré
que esta enzima llevaba a cabo la reaccion de isomerizacion con fosfolipidos in
vitro (81) y Frank Junker, en nuestro laboratorio, generdé un mutante nulo carente
de Cti, que era incapaz de isomerizar los acidos grasos insaturados (49). La
caracterizacion de dicho mutante revel6 una fase de latencia mas larga que la de la
cepa silvestre cuando las células se exponian a tolueno y también revel6 que la
supervivencia era menor en respuesta a un choque de tolueno a altas temperaturas.
Estos resultados indicaban que la isomerizacion cis/trans participa en la respuesta
a agentes estresantes que alteran la capa de fosfolipidos de la membrana, y se

considera una respuesta a corto plazo.

Algunos microorganismos responden a disolventes alterando la relacion entre
acidos grasos saturados a insaturados o incrementado el tamafio de la cadena de los
acidos grasos, por ej. incrementado la cantidad de acidos grasos C20:0; ninguno de
estos cambios tiene lugar en Pseudomonas. Sin embargo, una respuesta a medio
plazo es el cambio de la proporcion de los grupos de cabeza; asi el grupo de Jan de
Bont y el nuestro establecieron que la cantidad de fosfatidiletanolamina disminuia
en células expuestas a tolueno, mientras que la cantidad de cardiolipina
incrementaba. De hecho, en ensayos con 2P encontramos que cerca del 90% del P
que se incorporaba en fosfolipidos tras la exposicion a tolueno se dirigia a la
sintesis de cardiolipina, que puede aumentar hasta llegar a representar el 10% del
total de los fosfolipidos frente a un 5%, que es la proporcion normalmente
encontrada en las células (89). Se habia especulado que los lipopolisacéaridos de la
membrana externa también podrian jugar un papel en la resistencia a disolventes

organicos porque cationes divalentes, que acomplejan los LPS, como Mg?* y Ca?*,
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incrementaban la resistencia a disolventes organicos, pero un mutante que carece
del antigeno O de los LPS era tan resistente a disolventes como la cepa parental
(49).

Bombas de eflujo y resistencia a disolventes organicos

En el curso de la evolucion las bacterias se han visto expuestas a una gran cantidad
de compuestos organicos como toxinas naturales, productos metabolicos y
antibidticos entre otros. Para protegerse de estos compuestos los microorganismos
han desarrollado una serie de mecanismos de defensa, entre los cuales destacan las
bombas de extrusidn de toxicos que utilizan energia para expulsar éstos al exterior
de la celula. Existen distintos grupos funcionales de bombas de eflujo como la
superfamilia major facilitator family (MSF), las bombas “pequefias” de extrusion
de drogas, sistemas tipo ABC dependientes de ATP y las denominadas bombas de
eflujo de la familia RND, que acoplan su funcionamiento al potencial de
membrana. La mayoria de las bombas de extrusion de disolventes, identificadas
en bacterias Gram-negativas, pertenecen a la familia RND (79, 88). Un hecho
destacable es que las bombas RND extruyen compuestos téxicos desde el
citoplasma o el periplasma al exterior celular. La bomba verdadera o elemento
clave de la extrusion, es la proteina de membrana interna, que se acopla a una
proteina de fusion de membrana, que genera una especie de canal que atraviesa el
periplasma y conecta con la proteina de la membrana externa, que actia como
puerta de salida. El grupo de Hiroshi Nikaido demostréo que la proteina de
membrana interna presenta una serie de vestibulos de entrada de sustratos de
manera que la bomba puede cargar los compuestos a extruir desde el citoplasma,
la propia membrana interna o el periplasma (61). Las bombas Ttg cargan distintos
compuestos aromaticos y no aromaticos como demostré Antonia Rojas en su Tesis
Doctoral, entre ellos tolueno, octanol, estireno y otros (89, 108). Isken y De Bont

(47) y nosotros observamos que la cantidad de compuestos aromaticos marcados
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con *C incrementaba en la membrana si las células se trataban con el agente
desacoplante CCCP, certificando que la operacion de las bombas esta acoplada a

los sistemas de generacion de energia (35).

El papel de las bombas se ha estudiado mediante el aislamiento de mutantes
sensibles a tolueno. ElI primero en describir la implicacion de estas bombas en la
extrusion de compuestos aromaticos fue el grupo de Jan de Bont, que identificé las
bombas SrpABC en la cepa S12. En este tema Estrella Duque y Ana Segura junto
con Gilberto Mosqueda (gepd) y Antonia Rojas identificaron tres bombas de
actuacion sinérgica en resistencia a tolueno, que denominamos TtgABC, TtgDEF
y TtgGHI (22, 74, 106, 106). Para entender como llegamos a esta conclusion es
importante analizar los ensayos realizados. Primero el grupo establecidé que la
tolerancia a tolueno tenia dos componentes: uno, innato y otro inducible; asi la
adicion de 0,3% (v/v) de tolueno a un cultivo de Pseudomonas DOT-T1E resultd
en la supervivencia de solo 1 de cada 10.000 células del cultivo, mientras que si
las células se habian pre-expuesto a tolueno en fase gaseosa (baja concentracion de
tolueno), la adicion de 0,3% (v/v) del compuesto aromatico no provoco la perdida
de viabilidad celular. Habiamos aislado un mutante en el gen ttgB (22), que era
maés sensible a tolueno que la cepa silvestre, y solo sobrevivia 1 de cada 100.000
células de ese mutante pre-expuestas a baja concentracion de tolueno tras un
choque al disolvente. Esto nos condujo a proponer que la bomba TtgABC estaba
implicada fundamentalmente en la resistencia innata a disolventes. Patricia Godoy
y Carlos Molina-Santiago pusieron de manifiesto que la bomba TtgABC no s6lo
estd implicada en la extrusion de hidrocarburos sino también en la extrusion de
antibioticos ya que mutantes en esta bomba eran hipersensibles a cloramfenicol y
beta lactdmicos, un trabajo posteriormente corroborado por Carlos Molina-

Santiago a nivel de biologia celular (29, 72).
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Gilberto Mosqueda estaba caracterizando el metabolismo del tolueno en la cepa
DOT-TI1E, el cual tiene lugar a través de la ruta de la tolueno dioxigenasa
(codificada por los genes tod), y encontrd que los genes tod se situaban en una isla
génica de unas 100 kb (74). El analisis de las secuencias de ADN permitié a
Gilberto identificar que ligado a los genes tod aparecia un conjunto de genes con
alta homologia con ttgABC y, ademas, observo que este ligamiento génico también
tenia lugar en todas las cepas gque se habian secuenciado con genes tod. La hipotesis
fue que los genes ttgDEF jugaban un papel en la tolerancia de la bacteria a tolueno.
Gilberto generd, mediante mutagénesis dirigida, mutantes en ttgE y un doble
mutante ttgABC/ttgDEF. El doble mutante no sobrevivia a la adicion de 0,3 % (v/v)
de tolueno si las células no se habian pre-expuesto al disolvente y sélo 1 de 100.000
de las células sobrevivia si se habian pre-cultivado en tolueno, suministrado en fase
gaseosa. Esto indicaba que TtgDEF jugaba un papel en la tolerancia inducida, pero
que debia existir otra bomba que permitiese la supervivencia de una fraccion de las
celulas del cultivo. Antonia Rojas identifico la tercera bomba y demostro que un
triple mutante no sobrevive a la adicion de 0,3% (v/v) de tolueno
independientemente de que pueda crecer con tolueno suministrado en fase gaseosa
(106). Mientras que las bombas TtgABC y TtgDEF son de codificacion
cromosémica, labomba TtgGHI es de codificacion plasmidica (66). Antonia Rojas
generod una bateria de mutantes sencillos, dobles y triples de las bombas y estudié
el papel de éstas en la extrusion no solo de tolueno sino también de estireno,
xilenos, etilbenceno, propilbenceno y otros compuestos (106). Sus estudios
pusieron de manifiesto que la bomba TtgDEF solo esta implicada en la extrusion
de tolueno y estireno y que el papel sinérgico era obvio cuando los ensayos se
realizaron con un doble mutante ttgABC/ttgDEF, el cual tiene comprometida su

supervivencia frente a estos disolventes.

En nuestra coleccion de mutantes sensibles a tolueno no sélo aparecieron mutantes

en las bombas de extrusion de disolventes, sino que aparecieron otros mutantes
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cuyo papel no ha sido del todo desentrafiado y que, en algunos casos, han aportado
evidencias indirectas sobre el funcionamiento de las bombas de extrusion. Ana
Segura aislé un conjunto de mutantes en diversos genes del sistema flagelar
(mutantes en FliP, FIhB y FIgK), que eran sensibles a tolueno y que como era de
esperar no eran motiles (113). Se han identificado mutantes similares en la cepa
S12, indicando un cierto papel de los genes de sintesis del flagelo en la tolerancia
de Pseudomonas a disolventes. Se ha postulado que el sistema de las bombas
podria parasitar al sistema del flagelo para exportar las proteinas periplasmicas o
las de membrana externa, pero no se han obtenido evidencias funcionales al

respecto.

Patricia Godoy encontré que mutantes en el sistema exbBDtonB eran sensibles
tanto a disolventes organicos como a antibidticos y estos resultados se han tomado
como parte de la evidencia de que el funcionamiento de las bombas de extrusion
estd ligado a este sistema de transduccion de energia (35). En otras cepas de
Pseudomonas, Escherichia coli y otras bacterias cuya resistencia antibioticos esta
mediada por bombas de extrusion del tipo RND se han obtenido resultados
similares, y aunque la hipdtesis mas plausible es que TonB activa de alguna manera
a la bomba de la membrana interna, el mecanismo intimo por el que se transfiere

la energia no se conoce aun.
Chaperonas implicadas en la respuesta a tolueno.

El trabajo de Antonia Rojas y Ana Segura llevo a analizar la respuesta proteémica
de P. putida DOT-T1E a tolueno y se observé que un conjunto de proteinas
implicadas en la respuesta general a estrés como son GroES, GroL, GrpE y DnaK
se sobrexpresaban en respuesta a disolventes como tolueno (115). Esta respuesta
ya se habia observado en E. coli, en respuesta a etanol e isobutanol, e implicaba a
un conjunto de genes que se expresan o pertenecen al regulén de RpoH. La

presencia de disolventes altera las membranas celulares y la interaccion con
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proteinas del citoplasma da lugar a su desnaturalizacion siendo, por tanto, esencial
que distintas chaperonas mantengan las proteinas correctamente plegadas o que
aquellas que se sintetizan en respuesta al disolvente se plieguen correctamente.
También se ha observado la induccion de proteinas relacionadas con estrés
oxidativo, lo que parece responder a la alteracion de las cadenas respiratorias y
produccidn de radicales libres de oxigeno en presencia del disolvente; los radicales

libres han de ser retirados por superoxido dismutasas y peroxidasas.
Regulacion de la expresion de las bombas de eflujo de tolueno

En primer lugar, cabe sefalar que los genes ttgABC, ttgDEF y ttgGHI forman
operones que se transcriben desde el extremo 5” a partir de uno 0 mas promotores
localizados aguas arriba del primer gen del operdn. Esto se demostrd mediante
ensayos de PCR con transcriptasa reversa y utilizando cebadores que se anillaban
con el ARNm aguas arriba y aguas abajo de cada par de genes del operén. Los
ensayos que realizd Estrella Duque demostraron que ttgABC se transcribia de
manera constitutiva y que su nivel de expresion no se alteraba en respuesta a
tolueno, mientras que ttgDEF solo se expresaba en respuesta a tolueno y ttgGHI se
expresaba poco en ausencia de tolueno y que la expresion aumentaba en presencia
de tolueno, para lo cual como posteriormente descubrimos se utilizan dos
promotores solapados (30, 31). Los analisis de la regidn génica revelaron que en
3’, con respecto a los operones, aparecia un conjunto de genes con homologias a
reguladores transcripcionales. Asi aguas abajo de ttgC aparecia ttgR, aguas abajo
de ttgF aparecia ttgT y aguas abajo de ttgl aparecian dos genes ttgV y ttgW (105).
El gen ttgW presentaba un codon de parada temprano y no codificaba un péptido
funcional. Se generaron mutantes en todos y cada uno de esos genes y se analizo
la expresion de los operones. Un mutante ttgR presentaba incrementada la
expresion de ttgA (unas 20 veces) indicando que TtgR es un represor

transcripcional; ademas, la propia expresion de ttgR aparecia incrementada en el
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fondo sin la proteina sugiriendo autorregulacion (22). ElI mutante ttgR era hiper
resistente a varios antibioticos como cloramfenicol, tetraciclina, carbenicilina y
acido nalidixico, mientras que el mutante ttgB era hipersensible a estos antibidticos
confirmando también el papel de ttgABC como bomba de extrusion de antibidticos.
El nivel basal de la bomba ttgABC no incrementd en respuesta a disolventes pero
si en respuesta a antibioticos, flavonoides y alcoholes de cadena media — indicando
un papel general de la bomba en la extrusion de compuestos potencialmente
toxicos. En este fondo ttgR el perfil de expresion de los operones ttgDEF y ttgGHI
era el de la cepa silvestre, indicando que no habia regulacion cruzada (revisado en
88).

El operador de TtgR es una secuencia de 36 pares de bases en la region intergénica
entre ttgR y ttgA, que solapa la region -10/-35 de ttgA y la -10 de ttgR. (4, 52). En
ausencia de efectores TtgR se une al operador como un dimero y reprime su
expresion. La relativa baja afinidad de TtgR por su operador (del orden de 1077 M)
permite un cierto nivel de expresion basal, que es esencial para la respuesta
intrinseca de P. putida a tolueno. TtgR, en respuesta a efectores, se libera de su
operador y permite una alta expresion de la bomba, que conduce a una mayor
resistencia a antibioticos y, concomitantemente, a tolueno (52, 119). Estos anélisis
con antibidticos formaron parte de las Tesis Doctorales de Wilson Teran y M.
Eugenia Guazzaroni con la posterior colaboracion de Ana Maria Fernandez-
Escamilla. TtgR se ha cristalizado en su forma libre y unido al efector (Figura 4) y
es un dimero que presenta la estructura tipica de los miembros de la familia de
TetR. Su centro activo es una amplia cavidad hidrofobica, lo que explica que
distintos efectores interaccionen con distintos residuos en dicha cavidad, y que una
vez gue se establecen los contactos oportunos se transmita la sefial de activacion,
que conduce a una ligera alteracion de la estructura 3D promoviendo la liberacion

del represor de su operador.
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En un mutante ttgT el perfil de expresion de todas las bombas fue el mismo que en
la cepa silvestre indicando que TtgT no es el principal regulador de la bomba
TtgDEF. En cambio, un mutante en ttgV daba lugar a la hiper expresion tanto de
ttgDEF como de ttgGHI indicando que ese mutante jugaba un papel esencial en la
expresion de estos operones, y que su papel era el de represor transcripcional. TtgV
pertenece a la familia de IcIR (revisado por Antonio Jesus Molina-Henares) (69) y
regula tanto a la bomba ttgGHI como a la ttgDEF. La expresién de ttgDEF esta
silenciada en ausencia de efectores, mientras que ttgG se expresa poco. Cuando se
afiade tolueno, éste interacciona con TtgV y se libera de los correspondientes
operadores permitiendo la expresion inducida en respuesta al hidrocarburo
aromatico. TtgV es un tetrdmero en solucién que reconoce un operador de 42 pares
de bases en sus correspondientes promotores. El operador abarca la region -10 de
cada promotor, explicando la inhibicién de la transcripcion por exclusion de la

ARN polimerasa.

Sandy Fillet participé activamente en la caracterizacion de TtgV y en los estudios
iniciales de cristalizacion de este regulador en el laboratorio de Xiadong Zhang en
el Imperial College de Londres (31, 56). La co-cristalizacion del ADN con el
operador permitié definir un pseudo palindromo como el blanco de TtgV, con
reconocimiento del surco mayor del ADN, y centrados entre -24 y -14 y -4 a +7,
respectivamente, en la secuencia del operador de ttgGHI. De hecho, este
solapamiento ya fue definido por los ensayos de proteccién contra metilacion de
ADN que habia llevado a cabo en su Tesis Doctoral M. Eugenia Guazzaroni que
habia definido que las posiciones -27, -15 y +6 en la cadena superior y las -23,
-11, -4, -3y +10 en la complementaria estaban protegidas in vitro. El co-cristal
permitié definir que los residuos R47, T49 y R52 de TtgV contactaban

directamente con las bases nucleotidicas del ADN (56).

55



Figura 4. Estructura tridimensional de TtgR representada en forma de cintas (verde y
naranja) cada uno de los mondémeros y unida a quercitina, un efector de este regulador.

Cada monomero de TtgV tiene dos dominios, uno en el extremo C-terminal, que
corresponde al de union a ADN formado por un motivo HTH vy, otro en la region
N-terminal que porta el sitio de union a efectores. Ambos dominios estan unidos
por una region puente alargada, que forma parte del eje de transmision de sefial.
Asi, ambos dominios se pueden desconectar mediante mutaciones, por ej. los
cambios R98A y D102A, un trabajo excelente de Sandy Fillet que se publicé en la
revista PNAS. La unidn del efector hace que se deshaga la madeja transcripcional
de represion vy, tanto la proteina como el ADN se distorsionan en un proceso
complejo que hemos analizado mediante cristalografia y métodos fisico-quimicos
como la microcalorimetria. No se han obtenidos cristales de TtgV con sus

56



efectores, pero si del regulador en solucién y unido al ADN, lo que ha permitido
deducir como funciona (30, 31, 117).

La estructura 3D de TtgV y el complejo TtgV:operador se resolvieron a 2,9 Ay
3,4 A, respectivamente, y representaron el primer caso de resolucion de una
proteina tetramérica formando un complejo con su operador completo (Figura 5).
TtgV se une al operador como un tetramero complejo, formado por un par de
dimeros (40). La estructura ha permitido deducir un modelo general de cooperacion
en la unién de represores a sus secuencias blanco, un trabajo que publicamos los
dos grupos en Genes & Development (56). El tetramero tiene doble simetria y es
compacto. El dominio de unién al ADN es de los denominados Winged Helix (WH)
y forma parte del dominio general de interaccién con ADN. El dominio WH
contiene 3 a hélices a las que siguen dos hojas plegadas en B. El puente, que es la
o hélice 4, es un segmento continuo que conecta con la region efectora, que
contiene 6 hojas plegadas en B, que a su vez estan rodeadas, como si fuese un
bocadillo, por dos a hélices por uno de los lados y tres a hélices en el otro lado
(56). Las hojas plegadas en B contienen los residuos que interaccionan con los
efectores como demostrd6 M. Eugenia Guazzaroni (40). Los dominios de unién al
efector de los distintos monomeros interaccionan entre si, dando lugar a la
estructura con forma de diamante. Existen un buen nimero de interacciones entre
los dimeros de manera que el tetramero, en su conjunto, es una estructura estable.
El tetrAmero se une al operador como un dimero de dimeros reconociendo
secuencias no solapantes en la misma cara del ADN, dicha union conduce a una
distorsion en el ADN de 60° y las proteinas de cada dimero interaccionan entre
ellas a través de la region de union al efector y hacen que el tetramero presente

ahora una estructura asimétrica mas parecida a un trapecio (56).

Cuando se compara la estructura de TtgV como monomero, dimero y tetramero las

regiones de union al ADN y al efector presentan la misma estructura; sin embargo,
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el puente es bastante distinto. Asi el puente que une ambos dominios forma una
estructura lineal con la o hélice 5 en la estructura libre de TtgV mientras que
cuando TtgV estda unido a ADN adopta una estructura distinta, con un angulo
marcado por el residuo Q86 y el puente esta ligeramente desestructurado entre los
residuos L81 y A85 (31). Este cambio da lugar a estructuras drasticamente distintas
en cuanto a la orientacion de los dominios. En la transicion del tetrAmero simetrico
en solucion a la estructura asimétrica unida al ADN se genera una rotacion de 60°

de los dos dominios de unién del efector (56).

Figura 5. Representacion del mdédelo 3D en forma de cintas del regulador tetramérico TtgV
(cada mondmero en un color) unido a su secuencia operadora en el ADN (los detalles se
discuten en la referencia 56).

Carlos Molina-Santiago demostrd que, aunque Pseudomonas putida no produce

indol, TtgV se activa por el mismo e induce la bomba TtgGHI, que actia como
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expulsora secundaria de antibidticos (72). Esta induccién es parte del programa de
defensa ya que en respuesta a indol no solo se activa la bomba TtgGHI, sino que
hay un conjunto de 43 genes que se inducen y 23 que se reprimen. Entre los genes
inducidos destacan la activacion de proteinas de estrés como DnaK vy la alquil
hidroxiperoxidasa AhpC, genes de generacion de energia para facilitar la expulsion
de los compuestos toxicos y genes relacionados con el metabolismo de amino

acidos, como via para facilitar la sintesis de las proteinas del programa de defensa.

El papel de las sensores quinasas en la regulacion de la ruta TOD de

Pseudomonas: La ruta de la tolueno dioxigenasa y su control.

El medio ambiente en el que se desarrollan las bacterias es cambiante en cuanto a
la tension de oxigeno, luz, radiacion y compuestos que alteran la presion osmotica
0 los nutrientes disponibles. Para responder a estas sefiales, a nivel transcripcional,
las bacterias emplean frecuentemente los sistemas denominados genéricamente
“Sistemas de regulacion de dos componentes”. El prototipo consiste en una
proteina de membrana, que se denomina sensor quinasa (SK), que actla como
receptor de la sefial y un regulador de respuesta que se modifica (frecuentemente
mediante fosforilacion) y que regula la expresion de los genes que controla (50,
51).

Las SK tipicas contienen un dominio sensor periplasmico y un dominio
autoquinasa citoplasmatico, unidos entre si a través de un dominio de membrana.
Las sensores quinasas mas abundantes son aquellas que presentan un dominio PAS
de interaccion con efectores y una autoquinasa. EI dominio PAS reconoce, en
algunos casos, moléculas como el citrato, fosfato tolueno como en el caso de TodS.
TodS es una SK relativamente compleja puesto que contiene dos dominios PAS y
dos dominios auto quinasas interconectados entre si por un dominio RRR (Figura

6). Normalmente las SK se autofosforilan y luego transfosforilan al regulador que
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modula la transcripcion. En el caso de TodS se produce una cadena intramolecular
de transferencia del grupo fosfato, que se conoce como phosphorelay, en la que el
grupo fosfato se transfiere internamente hasta alcanzar el dominio de transferencia
(conocido como HPT), que finalmente transfosforila al regulador transcripcional
(8, 9, 53, 54). En la transferencia interna de P en TodS juegan un papel esencial

una serie de residuos de histidina y &cido aspartico.

TodS TodT
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Figura 6. Activacion del regulador TodT por transfosforilacion por TodS en respuestas a
efectores agonistas.

Estudios in vivo realizados por Jesus Lacal demostraron que TodS responde a una
amplia gama de compuestos aromaticos como tolueno, m-xileno, estireno y
benceno (53). Los estudios in vitro demostraron que TodS interacciona con
efectores a través del domino PAS en la region N-terminal y también mostraron
que TodS reconocia algunos compuestos que no eran efectores in vivo como el o-
xileno, llevandonos a proponer que TodS reconoce moléculas agonistas y
antagonistas. Los efectores positivos promovian la autofosforilacion de TodS

mientras que los antagonistas la inhibian.
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Aplicaciones biotecnologicas de Pseudomonas

Las cepas de P. putida tienen un indudable valor como biocatalizadores y agentes
promotores del crecimiento de plantas. Por ello, se han utilizado en tratamientos
de vertidos de hidrocarburos, eliminacion de diversos toxicos organicos — incluidos
nitroglicerinas y TNT (21, 28, 83, 90, 123, 125). Las Pseudomonas también se han
utilizado como biocatalizadores en sistemas de dos fases (107), biosensores (27) y
en fitorizoremediacion (68, 119, 123). Una de las caracteristicas mas relevantes de
algunas cepas de la especie es la resistencia intrinseca a disolventes organicos, que
suelen ser toxicos para la mayoria de los organismos vivos, y por esa razon se han
considerado como base de chasis para construir, mediante Biologia Sintética,
biocatalizadores que utilizan sustratos tdxicos o que generan productos que
inherentemente son toxicos. La tolerancia a disolventes organicos desperto
rapidamente la atencion del mundo industrial y la empresa Dupont, por medio de
Nick Ornston de la Universidad de Yale, se puso en contacto con nosotros para
tratar de utilizar la cepa para la construccion de una bacteria productora de p-
hidroxibenzoato (96). La idea era aprovechar una corriente de desecho con tolueno
para sintetizar el acido, que a su vez es la base de parabenos y otros compuestos
antimicrobianos. El trabajo lo asumié con gran interés, dedicacion y perspicacia
Maria Isabel Ramos-Gonzélez y colaboraron Maxi Manzanera, Gilberto Mosqueda
(gepd) y Susana Vilchez. La idea bésica era introducir los genes de la ruta de la
tolueno monooxigenasa en P. putida DOT-TL1E vy sintetizar p-hidroxibenzoato. El
tema requeria de tres actuaciones: transferir los genes tmo a DOT-T1E, conseguir
la activacion de la ruta y bloguear el metabolismo del p-hidroxibenzoato. Tras
llevar a cabo las tres actuaciones se se construy0 una cepa que producia hasta 35
g/L del &cido carboxilico — quizas en aquel momento no lo apreciamos en Granada,
pero la cepa entro en el plan de procesos pre-industriales de Dupont — donde no se

ensayan mas de tres procesos por afio.
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Como he mencionado previamente las historias se cuentan de una manera que no
tiene por que coincidir con el momento en que se realizaron los ensayos. Un
ejemplo es el de la cepa T1E que metaboliza tolueno a través de la ruta de la tolueno
dioxigenasa, que convierte tolueno en 3-metilcatecol, una reaccion indeseada
cuando se quiere producir p-hidroxibenzoato a partir de tolueno. Nosotros
construimos un huésped en el cual los genes todC1C2, que codifican las
subunidades o y B de la tolueno dioxigenasa se inactivaron y no tenia lugar el
catabolismo de tolueno — probablemente una de las construcciones mas complejas
que Maribel Ramos-Gonzalez tuvo que disefiar. En la ruta de la tolueno
monooxigenasa el tolueno se oxida a p-cresol, en una reaccion en la que participa
el complejo TMoABCDEF, que estd codificado en un operdn; a continuacion
PcuAB (p-hidroxibenzaldehido deshidrogenasa) y PcuC (p-cresol metilhidrolasa)
oxidan el grupo metilo a sus correspondientes alcoholes, aldehido y &cido dando
lugar a p-hidroxibenzoato y éste a 3,4 dihidroxibenzoato. En Pseudomonas
mendocina todos estos genes forman un clister con unas cuatro unidades
transcripcionales y en 3’ se localizan los genes tmoST, que codifican un sistema de
dos componentes que activan la expresion de los genes tmoABCDEF (96). Una
observacion de la doctora Ramos-Gonzalez fue que la secuencia de los genes
todS/T era muy similar a la de los genes tmoS/T y no s6lo eso sino que, a nivel de
promotor, Piwax Y Pimox €ran tambien similares. Por ello plante6 un elegante ensayo
fusionando Puo al gen ‘lacZ y transfirio la construccion a un fondo con TodST y
sin él — pero siempre en ausencia de tmoST. Los resultados fueron que TodST
activaba de manera cruzada la expresion de los genes tmo; asi, uno de los elementos
necesarios para acumular p-hidroxibenzoato ya estaba en nuestra cepa. El siguiente
paso fue clonar los genes tmoABCFED y pucXABC en dos mini-transposones
compatibles e insertarlos en una cepa carente de genes tod, construyéndose asi una
cepa que metabolizaba tolueno, pero para sintetizar p-hidroxibenzoato hubo que

bloquear el metabolismo de éste, para lo cual primero se identificaron dos genes
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que codificaban la p-hidroxibenzoato dioxigenasa y a continuacion se inactivaron.
Estas lineas resumen dos afios de intenso trabajo de Maribel Ramos-Gonzélez en
colaboracion con Dupont. La mejor cepa, denominada DOT-T1-24, se caracterizé
y utilizo para optimizar el proceso que llegb a alcanzar en una primera tanda del
orden de 12 mM en 30 h. Posteriormente, se realizaron ensayos de mejora de la
cepa y se obtuvieron clones que acumularon hasta 35 g/L cuando se ensayaron en

los reactores industriales de Dupont.

Pseudomonas putida expresa genes heterélogos y uno de los promotores mas
potentes es el de plasmido TOL Pm, utilizado con éxito en la construccion de
distintos vectores para la expresion de genes foraneos. Estos sistemas se empezaron
a emplear en los afios 80 en Ginebra y han mejorado y continuado su uso durante
méas de 30 afios. Nosotros hemos utilizado el sistema xylS/Pm para construir y
caracterizar bacterias suicidas, una de nuestras contribuciones mas relevantes al
predecir la supervivencia de los microorganismos en base a sistemas de contencion
bioldgica. Este trabajo se inicio con una colaboracion con Sgren Molin en 1990
cuando Asuncidn Contreras, antes de incorporarse a nuestro grupo, realizé una
estancia de tres meses en Dinamarca. Sgren habia descrito que ciertos genes —
denominados gef, del inglés gene expression fatal —cuando se expresaban causaban
muerte celular al generar poros en las membranas; la expresion de estos genes se
podia controlar a través de sistemas de regulacion transcripcional y modular asi su
supervivencia (48, 67, 109, 110). M. Carmen Ronchel en su Tesis Doctoral que co-
dirigi con Cayo Ramos construyd un sistema de contencion biologica para células
que degradaban alquilbenzoatos, con objeto de estudiarlas tanto en el laboratorio
como en el medio ambiente, un trabajo este Ultimo que fue parte de la Tesis
Doctoral de Lazaro Molina (67). La idea detras de estos sistemas de contencion era
evitar la dispersion en el medioambiente de microorganismos recombinantes en

procesos de biorremediacion.
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La cepa que construimos portaba una fusion del promotor P, al gen gef, que
codifica la proteina que induce muerte celular. En este sistema la expresion del
promotor Pjc esta controlada por la proteina Lacl y para ello el gen ‘lacl,
desprovisto de su promotor, se clond bajo el control del promotor Pm, cuya
expresion, como he descrito antes, es modulada por XylS. El sistema funciona de
la siguiente manera: en presencia de un efector de XyIS se activa la expresion de
lacl y el represor Lacl evita la expresion de gef y las células sobreviven; en
ausencia de efector no se produce Lacl y, como consecuencia de la expresion de
gef, las células mueren. Este sistema funciona asi tanto en medios de cultivo
liquidos como en suelos con y sin alquilbenzoatos y la cepa es genéticamente
estable. No obstante, como todo sistema vivo esta sujeto a mutaciones, y
encontramos que con una frecuencia del orden de 10 por célula y generacion
aparecian mutantes resistentes a muerte celular. Para generar cepas mejor
controladas M. Carmen Ronchel disefid un sistema de doble contencion. La base
del trabajo estaba en las observaciones de Maria Isabel Ramos-Gonzalez, que habia
descrito que un mutante deficiente en el gen asd no crecia en la rizosfera debido a
que es incapaz de sintetizar treonina, lisina y acido diaminopimélico. Este mutante
recupera su crecimiento si el gen ‘asd se suplementa en trans. Lo que hizo M.
Carmen fue clonar el gen asd bajo el control de Pm e insertarlo en el cromosoma
de la cepa en un mini-Tn5; asi la cepa sintetiza todos los aminoacidos mencionados
en presencia de 3-metilbenzoato pero no en su ausencia. Con esta construccion no
se llegaron a aislar mutantes resistentes a muerte celular y constituye el sistema
méas eficaz de contencion biologica descrito hasta la fecha. El sistema de
contencidon dual es un modelo basico de lo que hoy se denomina biologia sintética.
Las cepas se comportaban en medios liquidos y en suelos conforme a su disefio.
Me gustaria destacar que los ensayos de L&zaro Molina, con los permisos
pertinentes del Ministerio de Medio Ambiente, con cepas contenidas

bioldégicamente y sus parentales representaron la primera vez que en Esparia se
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ensayaron microorganismos recombinantes en el medio ambiente. Lazaro encontré
que en un suelo sin alquilbenzoato el nimero de células viables era inferior a
nuestro limite de deteccion, que se habia establecido en 50 células por g de suelo,
indicando que el sistema de contencion ideado en el laboratorio era efectivo en el

medio ambiente.

Cierre

En este discurso he intentado presentar una vision general de las contribuciones
hechas por nuestro grupo de la Estacion Experimental del Zaidin en Granada a la
biologia de Pseudomonas en general, y las bases que permiten entender los
mecanismos de interaccion con plantas, la degradacion de xenobidticos y los
mecanismos de tolerancia a disolventes organicos. Por el camino hemos trabajado
en aspectos de taxonomia y de metagenomica funcional como vias de entender y
complementar las funciones de Pseudomonas y convertirlas en biocatalizadores.
Este trabajo ha dado lugar a 46 Tesis Doctorales y han trabajado directamente bajo
mi supervision mas de 25 investigadores post-doctorales; muchos de ellos hoy
distinguidos profesores en Universidades de Espafia, México, Italia, Austria,
Dinamarca, Canada, Holanda, Suiza, Brasil, Argentinay Colombia. Sin ellos, este
trabajo no hubiese sido posible como tampoco lo hubiera sido sin Mai Fandila, su
memoria enciclopédica y su trabajo constante han sido claves para que nada
quedase pendiente ni de hacer ni del azar. Carmen Lorente empez6 ayudando con
los “journals”, una ayuda inestimable en el manejo de la labor editorial y en el
pulido del inglés de muchos articulos, luego se incorporo de pleno y siempre ha
estado ahi para ayudar. Ben Pakuts también ha jugado un papel relevante, incluso
desde Canadéa puliendo el inglés de nuestros manuscritos. No quiero olvidar mis
colaboraciones externas, la mas exitosa con Xiadong Zhang que nos permitio

cristalizar varios reguladores y cumplir uno de mis suefios de estudiante de la
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carrera, “ver’” la estructura 3D de una proteina, leyendo el viejo “Leningher” me
sigue encantando el capitulo de la mioglobina y la hemoglobina. Con Uwe Sauer
entender el concepto de la metabolomica utilizando moléculas marcadas con
isOtopos estables. Con Sgren Molin con las bacterias suicidas y la biologia de
Pseudomonas y con Ken Timmis y Victor de Lorenzo en desentrafiar la regulacion
de las rutas del plasmido TOL. En todo este discurso y a lo largo de este maraton
siempre han estado presentes mis hijos, Estrella y Juan Luis, que han disfrutado
del viaje viajando con nosotros a Alemania, Suiza y Dinamarca; quizas hayan
sufrido nuestros desvelos cientificos y aunque pensdbamos que no hablabamos de
ciencia en casa, nos dimos cuenta que Pseudomonas era como la hermana pequefia
de los dos. Las alegrias de Pseudomonas han sido maltiples pero muy pequefias
comparadas con las que nos habéis dado vosotros dos. Este maratdn es el de vuestra
madre y el mio, vosotros sois parte del mismo, pero hoy vuestro maraton lo tenéis
que correr vosotros — janimo! y como dijo el poeta caminante no hay camino se

hace camino al andar......
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Contestacion al discurso de Ingreso en la Academia de Ciencias
Matematicas, Fisico-Quimicas y Naturales de Granada del

lImo. Sr. D. Juan Luis Ramos Martin

IImo. Sr D. José Olivares Pascual

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Matematicas, Fisico-Quimicas y
Ciencias Naturales de Granada,
Excelentisimos e lustrisimos Sras. y Sres. Académicos,

Sefioras y Sefiores,

Como decia en mi anterior laudatio en contestacion al discurso de entrada
de una ilustre acadéemica, me temo que hoy tampoco soy la persona mas indicada
que ha elegido esta docta corporacion para contestar la brillante exposicion que
acabamos de escuchar al Dr. Juan Luis Ramos Martin. Es una eleccion que tengo
que agradecer por la confianza que se ha puesto en mi, pero tantos afios de relacion
cientifica han sembrado, germinado y desarrollado unos lazos de amistad, que
pueden hacer que mi juicio sobre sus méritos para pasar a formar parte de esta
Institucion no sea imparcial. Pudiera parecer en algunos aspectos exagerado, pero
los que lo conocen, lo que voy a exponer a continuacién y la brillante exposicion
que hemos escuchado, van a confirmar que la propuesta que en su dia hizo la

Seccidén de Naturales fue del todo acertada.
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Como ya hemos oido, creo que pocas veces ocurre que la persona que hace
su entrada en la ciencia con la defensa de su tesis doctoral, que accede a la carrera
investigadora y entre a formar parte de la ndmina de una corporacién como la
nuestra, haya sido juzgada, por decirlo Ilanamente, por la misma persona que esta
tarde le ha tocado estar frente al candidato para poner en evidencia sus méritos y

el nivel cientifico y actual de su trayectoria investigadora.

Después de cursar brillantemente los estudios de biologia en la Facultad de
la Universidad de Sevilla, el recién licenciado, como nos ha narrado sucintamente,
entrd en 1978 en el Departamento de Bioguimica, que dirigia el Profesor Manuel
Losada, eminente especialista en fotosintesis, para realizar la tesis doctoral
relacionada con el metabolismo del nitrogeno utilizando cianobacterias como
material de trabajo. Dado que estos microorganismos son fijadores de nitrogeno,
esto es, capaces de reducir la forma dimolecular de este elemento a amonio,
proceso que se conoce como fijacion de nitrégeno, como hacen otras muchas
bacterias, su tema entraba en relacion con la investigacion que por mucho tiempo
llevabamos a cabo en nuestro departamento de la Estacion Experimental del
Zaidin. Aqui se desarrollaban estudios sobre un conjunto de fijadores, que
globalmente se conocen con el término castellanizado de rizobios, que son los
responsables de que el cultivo de leguminosas no requiera la aplicacion de
fertilizante nitrogenado, y esta es la razon por la cual fui llamado a formar parte
del tribunal que juzgo su tesis en 1978 y que merecié la maxima calificacion. El
objetivo préactico del trabajo, que tenia por titulo, ya citado por su autor:
“Bioconversion de energia solar en energia quimica”, dirigido por los profesores
Losada y Garcia Guerrero, era la produccion de amonio por estas cianobacterias
cuando se inhibia la asimilacion del nitrogeno reducido por la adicion al medio de
un analogo competitivo a un compuesto intermedio. Se trataba de la representacion
a escala laboratorio de un proceso que independientemente de su rentabilidad, era

en si mismo contaminante, agresivo para el medio por la naturaleza del producto
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obtenido, amonio, que una vez aplicado al suelo termina en su mayor parte como
nitrato, contaminando las aguas, o convertido en 6xidos de nitrogeno, que de alto

efecto invernadero, son liberados a la atmosfera.

Pero, lo que son las cosas de la vida. Despues del escarceo mencionado de
un par de aflos con una beca postdoctoral EMBO, siguiendo con las bacterias
fijadoras en el centro de referencia sobre fijacion de nitrégeno de Brighton (Reino
Unido), por donde habiamos pasado algunos, se cambio de tema'y le dio de lado a
los estudios relacionados con su tesis pues le parecié que la biorremediacion le
llenaba mas y por aquel entonces, como asi ha sido, tenia un gran futuro por
delante. Del estudio de un proceso contaminante se pasé a la recuperacion y
conservacion del medioambiente por microorganismos y en esa linea, bajo
diferentes facetas ha seguido practicamente a lo largo de toda su vida cientifica,
como el mismo nos ha expuesto, y prueba de ello ha sido la concesion de dos
importantes galardones: EI Premio Rey Jaime | de Proteccion del Medio Ambiente,
en 2012, y la medalla André Lwoff, concedida por la Federacion de Sociedades

Europeas de Microbiologia, en 2013.

El Dr. Ramos siempre ha sido todo menos tranquilo. Esto lo pueden
confirmar bien los que lo conocen. Se le podria aplicar lo que Dobzhansky, que es
bien conocido por su frase: ’Nada tiene sentido en biologia si no es a la luz de la
evolucion”, y F.J. Ayala, opinaban sobre la actitud del cientifico, y asi lo
expusieron en un seminario conjunto celebrado en la Universidad de Columbia.
Decian que el espiritu de la ciencia no es un espiritu de paz, como el que
proporciona la contemplacion de una obra de arte. Es, por el contrario, un estado
de bdsqueda incesante y esfuerzo sin fin, de critica escrupulosa. El alma de la

ciencia es un alma inquieta, la busqueda de lo desconocido es su ilimitada tarea.

Y esa busqueda le llevo a sentir la atraccion por la biorremediacion y con la

idea de ocuparse de ese tema, llega en 1984 a la Universidad de Ginebra con un
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contrato para trabajar con el profesor Kenneth Timmis sobre la degradacion de
hidrocarburos por Pseudomonas. Y aqui aparece su bacteria “de cabecera” que no
iba a abandonar, y sobre la que ha desarrollado una investigacion, amplia,
interesante, de alta calidad y nacional e internacionalmente reconocida, como

hemos tenido ocasion de constatar a través de su excelente exposicion.

En 1987 regresa a Espafa y, concretamente a esta ciudad, donde consigue
por oposicion ante un tribunal del que formé parte, y esta es la segunda
coincidencia mencionada antes, una plaza de investigador en la Estacion
Experimental del Zaidin para el Departamento de Bioquimica, dirigido entonces
por el Dr. Lopez Gorgé. Este grupo de trabajo se ocupaba del estudio de diversos
aspectos de la fotosintesis, pero la biorremediacion era su objetivo y su encuadre
en dicho departamento fue sélo el paraguas administrativo para cubrir su situacion
profesional. Aqui inicid, o mejor, continud sus investigaciones con Pseudomonas
en estrecha relacion con el profesor Timmis, quien me comentd cuando
coincidimos en un congreso internacional de biotecnologia que no habia tenido
hasta entonces un postdoc tan brillante. Ha sido, si no el primero, uno de los

pioneros de estos estudios en Espania.

En la Estacion Experimental del Zaidin ha desarrollado la mayor parte de su
carrera cientifica, con estancias cortas en Alemania (Stuttgart y Braunschsweig) y
en la Universidad Técnica de Dinamarca en Lyngby para recibir formacion
adicional en quimica y en Biologia Sintética y Biologia de Sistemas,

respectivamente.

Humphrey Davy, presidente que fue de la Royal Society alld por los
primeros afios del siglo XIX, y, que como dato curioso le llamaban el quimico-
poeta porque en una pagina de su cuaderno de laboratorio describia el experimento
y en otra las emociones que todos sentimos en su desarrollo, sostenia la idea de

que para tener una mente filoséfica perfecta eran necesarias la imaginacion y la
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razon. Estas eran las fuerzas creativas de los descubrimientos. Como he dicho en
otras ocasiones, yo he creido siempre que para ser un buen cientifico se requieren
tres cualidades: inteligencia e imaginacion, en lo que coincido con Davy, y algo
muy importante para mi como es el afan de superacion, del que el hoy propuesto
académico no anda falto, como bien pronto lo demostré en sus afios jovenes al
Ilevarse un coche en el concurso 1, 2, 3. Y esa cualidad es buena, porque aparte de
la curiosidad inherente al cientifico, esta el prurito de ser el primero en conseguir
o llegar a una aportacion bésica o aplicada. En investigacion, a diferencia del
atletismo, s6lo hay medalla de oro para el ganador, pues la plata y el bronce no
existen. Creo que nuestro candidato cumple con estas tres exigencias, como se
puede deducir de la lectura de su denso y amplio curriculum como cientifico y
como gestor. En relacion con estas cualidades, Alexander von Humboldt, del que
precisamente celebramos ahora el 250 aniversario de su nacimiento, reconocia
que el conocimiento nunca podra matar la fuerza creativa de la imaginacion, por lo
que daba un importante peso en ciencia a esta cualidad personal, que el Dr. Ramos
puso en juego abriendo su campo de estudio a areas y temas no suficientemente
frecuentadas en su dia para sacarle el mayor jugo posible al conocimiento. En su
dedicacion por la biorremediacion, primero, y en la recuperacion o conservacion
del medio, en general, intenta cumplir con la peticion que ya en 1864 hacia George
Perkins Marsh, en su libro “Man and Nature” para que se actuara sobre ¢l planeta
que estaba en peligro por culpa de la mano del hombre. Asi escribia: “La Tierra
esta convirtiéndose a toda velocidad en un lugar inhabitable para su habitante
mas noble”, y mas recientemente, el Nobel Manfred Eigen, fallecido hace unos
meses, dijo: “No nos queda mucho tiempo para probar que no somos el producto

de una mutacion letal”.

Sin necesidad de informes de expertos de paneles sobre el cambio climatico,
estas citas muestran el alto interés del tema de trabajo que la perspicacia del

candidato le llevo a tomar en su dia, y cuyo desarrollo a lo largo de los afios es
91



dificil exponer aqui por razones de tiempo y espacio. No obstante, voy a intentar
para el conocimiento de esta audiencia esbozar ligeramente su historial, aunque
sOlo sea de pasada para completar y luego comentar lo que hoy nos ha expuesto

aqui.

La investigacion del Dr. Ramos contempla principalmente la fisiologia,
genética y ecologia molecular de los microorganismos con el objetivo primordial
de entender y explotar sus propiedades en la biodegradacion y eliminacion de
contaminantes presentes en la biosfera, su utilizacion en la nutricion y defensa de
las plantas y mas recientemente, en su aprovechamiento para la obtencion de
productos industriales limpios y sostenibles como alternativa a los combustibles
fésiles. Su linea de investigacion principal se ha centrado de forma importante, en
la biologia de bacterias del género Pseudomonas, con aproximaciones recientes a
la gendmica y pan-gendmica de estos microorganismos, de lo que nos ha hablado
in extenso, y el aprovechamiento de sus particulares habilidades en diferentes
campos de la ciencia. En este sentido creo el grupo de Degradacion de Toxicos
Organicos en la EEZ-CSIC, que actualmente esta constituido por 15 investigadores
con plaza fija (cientificos y técnicos) y una veintena de estudiantes de masters, tesis
y posdoctorales de diferente origen. Desde que el Dr. Ramos se incorporé al CSIC,

ha dirigido una cincuentena de tesis doctorales.

Toda su investigacion ha sido realizada con el soporte econémico y personal
proporcionado por diferentes entidades publicas y privadas que en los Gltimos 10
anos, y valga como ejemplo, han supuesto unos fondos de 10 millones de Euros.
De alguno de las decenas de proyectos concedidos fue coordinador de mas de 70
investigadores como el denominado “Metagendma de la Peninsula Ibérica™ del
Programa Consolider Ingenio, y otros de ambito mas reducido, como los dirigidos
al estudio de la contaminacion de zonas industriales como la Ria de Huelva, por lo

que recibio en 2004 el Premio de Medio Ambiente de esta Provincia, o del Campo
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de Gibraltar. Su labor cientifica se ha difundido en mas de 250 articulos en revistas
de alto indice de impacto, que han sido citados mas de 20.000 veces, por encima
de 75 capitulos de libros y un alto nimero de conferencias en distintos foros,
ponencias y comunicaciones a congresos. Sus estudios también han dado lugar a
18 patentes licenciadas a empresas tan importantes como Dupont, Unién Espafiola
de Explosivos o Abengoa, empresa a la que estuvo incorporado con excedencia
especial del CSIC de 2013 a 2017, afio en que se reincorpord de nuevo a su Centro
de origen. Ha sido el editor y co-editor de 7 volumenes sobre el género
Pseudomonas, una serie de libros de gran aceptacion a nivel mundial, que recogen
el saber contemporaneo de este grupo de microorganismos, relevantes desde el
punto de vista ambiental, como hemos tenido ocasion de escuchar, y editor o del
cuerpo editorial de varias revistas cientificas de prestigio en el area de

microbiologia, ecologia microbiana y biotecnologia.

Desde el punto de vista de la gestion, cabe destacar algunos de los hitos méas
relevantes: asi, desde 1990 a 1995 fue jefe del Departamento de Bioquimica
Vegetal de la Estacion Experimental del Zaidin y desde 1997 a 2008, director del
Centro. La dedicacion y vision del Prof. Ramos hizo que la Estacidn experimentase
su mayor expansion en infraestructuras y personal en sus mas de 50 afios de
historia. Durante su excedencia en Abengoa dirigio en Sevilla el Departamento de
Biotecnologia de Abengoa Research, estando a su cargo un equipo de 120 personas
entre ingenieros, quimicos, bidlogos y técnicos, trabajando en el desarrollo de la
conversion de residuos agricolas y urbanos en biocombustibles y productos de alto
valor afiadido. Fuera del Centro pero dentro del CSIC, fue Coordinador de la
Comisién de Area de Ciencias Agrarias del CSIC, un 6rgano consultivo del
Presidente de la Institucion que asesora sobre la implementacién de politicas
cientificas y estrategias de investigacion dentro del area, que engloba a todos los

institutos del Organismo relacionados con temas de agricultura.
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Mencion aparte merece también su labor como asesor o su participacion en
numerosas comisiones de asesoramiento en asuntos relacionados con el medio
ambiente a diversos organismos 0 colectivos, tanto nacionales como extranjeros,
tales como, el Parlamento Espafiol y la Consejeria de Medioambiente de la Junta
de Andalucia, y el afio pasado se incorpor6 al grupo Asesor de la Union Europea
para el VII Programa marco en el area de Agricultura, Alimentos, Pesca y
Biotecnologia. Ha sido evaluador externo de muchos programas y universidades a
nivel global y miembro de varios comités cientificos de distintos centros de
investigacion. Desde mayo de 2018, el Dr. Ramos es Presidente del Area de
Agricultura, Forestal, Ganaderia, Acuicultura y Alimentos de la Agencia Estatal
de Investigacion. Profesor y organizador de cursos en numerosas universidades
espafiolas y extranjeras y, sélo como ejemplo, dentro de su labor docente, cabe
destacar que imparti0 clases sobre temas relacionados con microbiologia

medioambiental al Principe Felipe, entonces heredero de la Corona de Espafia,

En el discurso que hemos escuchado al Dr. Ramos encontramos dos origenes
de su viaje por las Pseudomonas y dos caminos. Uno de los origenes comienza en
Ginebra, con los Alpes al fondo, con la utilizacion de estas bacterias en
biorremediacion, y el otro en Granada, con la Sierra Nevada de telon, donde aborda
el segundo camino con el estudio del papel de Pseudomonas en la nutricién y
defensa de las plantas. Ambos han buscado desvelar los mecanismos por los que
unos microorganismos comensales colaboran en el mantenimiento de los ciclos
biogénicos y con ello a la conservacion y buen funcionamiento de los ciclos de la

vida.

Contaminantes de origen antropogénico, exudados radicales o estreses
fisicos y biologicos implican a moléculas organicas y/o inorganicas que inducen
una serie de respuestas reflejo de la diversidad genética de Pseudomonas y su

versatilidad.
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Los avances en los afios 80 en biologia molecular permitieron la aplicacion
a los microorganismos de multitud de herramientas que posibilitaban clonar genes,
conocer su regulacion e incluso su manipulacion sin mucha dificultad en las
direcciones deseadas. Esta tecnologia ha permitido la exploracion en profundidad
del mundo de las Pseudomonas. Los primeros genes y procesos a los que el grupo
de Granada se encar6 fueron los implicados en la ruta de degradacion del tolueno
y que estaban ligados a la presencia del plasmido TOL en estas bacterias. Lo
relevante de los descubrimientos fue definir la perfecta estructura, organizacién y
regulacion de los genes implicados en la ruta bioquimica, asi como llegar a conocer
que las vias catabolicas no son entes aislados, codificados por los genes presentes
en un plasmido, sino que se integran en el metabolismo central. En este contexto
el grupo pudo describir el fendbmeno de la represion catabolica mediada por nuevas
proteinas de control global, y poner de manifiesto que los contaminantes, antes que
alimento, son sefales de alarma y que disparan mecanismos de defensa que indican
que lo prioritario es resistir en la batalla ante el enemigo. Una vez el contaminante
estd dominado se ponen en marcha los mecanismos para desintegrarlo y llevarlo a

anhidrido carbonico y agua.

El Dr. Ramos nos ha hablado de un hecho serendipitico cuando Estrella
Duque se encontrd con bacterias que crecian en tolueno casi puro que llevé desde
el aislamiento de una bacteria hiperresistente a disolventes hasta el conocimiento
de la estructura tridimensional de los reguladores clave en el proceso. El grupo de
trabajo puso de manifiesto que la primera defensa reside en las membranas que
cambian la configuracién de sus acidos grasos para poner después en marcha
sistemas elementales que permitan sobrevivir a la bacteria. Los microorganismos
que soportan ambientes hostiles necesitan regular muy finamente su metabolismo
para evitar el gasto de energia que supondria tener siempre en activo procesos sélo
necesarios en determinadas condiciones ambientales. La respuesta a la presencia

de disolventes se realiza via represion, que ha sido bien caracterizada con la
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colaboracion puntual del Imperial College. La degradacion de tolueno por
Pseudomonas requiere de la participacion de un gran nimero de moléculas y de
una amplia gama de mecanismos moleculares de activacion con una fina

regulacion de la expresion de los genes implicados.

El otro camino que relata Dr. Ramos en su discurso es el relacionado con la
nutricién y defensa de las plantas. Su origen esta en Granada y méas concretamente
en la Estacion Experimental del Zaidin, donde el llustre miembro que fue de esta
Academia, José Miguel Barea, que habia iniciado los estudios de solubilizacion de
fosfatos en el suelo por rizobacterias, empuja a nuestro hoy propuesto académico
a integrarse de pleno en una actividad propia de un Centro de Ciencias Agrarias y
le anima a estudiar como Pseudomonas se relaciona con las plantas, se establece
en laraiz y metaboliza los exudados radicales. A cambio de este alimento y soporte,
esta bacteria, que es una de las presentes en la rizosfera, proporciona a la plata
fosforo y hierro y la protege de fitopatdgenos. El dialogo quimico entre los dos
miembros del conjunto comienza cuando Pseudomonas percibe las sefiales de la
planta en forma de aminoéacidos, opinas y azucares que atraen a las bacterias a su
raiz. Alli se fija, utilizando una proteina gigante de acertado nombre LapA -lapa—
de cerca de 8.500 aminoacidos, codificada por alrededor de 25 kb de ADN, y que
sirve de fijacion a la raiz, y otra proteina relacionada, llamada LapF, que ayuda a
unir a las celulas y formar una pelicula sobre la raiz, que solubiliza nutrientes y
crea una barrera contra patogenos. Revelar estas respuestas quimiotacticas, la
adhesion a superficies y el metabolismo de exudados ha requerido de un arduo
trabajo con aproximaciones multidisciplinares y moleculares elegantes, que van
desde la utilizacion de microscopia confocal, metabolémica funcional y una amplia
gama de mutantes generados con transposones con genes lux, que iluminaban a los
mutantes que respondian a exudados, o la potente técnica IVET, que permite
detectar funciones de un microrganismo a nivel de célula sencilla. Entre todas las

respuestaanalizadas cabe destacar el descubrimiento de las bases del
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comportamiento de Pseudomonas al ambiente oxidante de la raiz, la puesta en
marcha de rutas del metabolismo de la glucosa y aminoacidos como la lisina,
prolina y fenilalanina. Los avances en esta linea se hacen de nuevo a base de
diseccionar cada reaccién de la ruta, cada gen en el cromosoma, cada regulador
especifico y global. La vida de Pseudomonas en la raiz es un viaje en si al

metabolismo celular.

En el mundo microbiano la definicion de las especies es mucho mas
compleja que en el mundo de los eucariotas 0 de los vertebrados. Los
microorganismos viven intercambiando ADN y definir los limites de un género o
una especie no resulta trivial. Relata el Dr. Ramos que el insigne microbidlogo
argentino Norberto Palleroni, uno de los padres del uso del gen 16S como
cronémetro evolutivo, decia que la secuencia de este gen no era suficiente para
definir una especie. El trabajo del grupo aislando maultiples cepas de la especie
Pseudomonas putida ha llevado a definir el limite de esta especie: aquellas
bacterias que comparten lo que se denomina el ““core genome”, un conjunto de unos
3000 genes que definen el metabolismo y el estilo de vida de Pseudomonas. El
grupo ha puesto de manifiesto que las bacterias de este género se identifican porque
metabolizan glucosa a través de la ruta de Entner-Doudoroff, una via metabdlica
mucho mas eficiente que la clasica glicolisis. Qué lejos quedan todos estos
conocimientos de las dos especies que incluia el género Pseudomonas, P.
aeruginosa y P. fluorescens, diferenciadas por la produccién de pigmento y unas
cuantas pruebas bioguimicas, en la Microbiologia que aprendi de mi maestro don

Vicente Callao.

Falta todavia mucho camino por recorrer, pero nadie duda de que el grupo
liderado por quien hoy tenemos delante descifrard muchas de las incdgnitas que

siguen estando a la vera de la linea de investigacion que ha seguido desde que llegd
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a Granada, con el denominador comdn de Pseudomonas, para aprovechar al

maximo la potencialidad de “su bacteria”, como la llamé al comienzo.

Para un cientifico nato, como el Dr. Ramos, que pensamos ha disfrutado con
la investigacidn tocando la Microbiologia, la Bioguimica, la Biologia Molecular,
la Genética, la Fisiologia microbiana y vegetal, etc., podria hacer suya la frase que
podemos leer en el libro “Echar raices” de Simone Weil: “La verdadera definicion

de la ciencia es el estudio de la belleza del mundo”

No quiero terminar sin decir que nuestro candidato es miembro electo de las
Academias Americana y Europea de Microbiologia, y sin unirme al
agradecimiento que él ha mostrado a todas las personas con las que ha colaborado
a lo largo de su singladura cientifica hasta llegar al puerto que hoy nos redne aqui,
y especialmente quiero citar a Estrella, su colega y esposa o esposa y colega, por

el continuo apoyo recibido.

Creo que una vez conocida la trayectoria cientifica y las cualidades
personales del que hoy se presenta aqui, la decision que en su dia tomé la Seccion
de Naturales para cubrir una vacante a numerario de esta Institucion, como dije al
principio, fue totalmente acertada. Le hacen digno de ocupar ese puesto que sin
duda enriquecera a la propia Academia. Esperamos que nuestro elegido, como
buen académico, se ocupe de cumplir con nuestro primer objetivo fundacional: El
cultivo, fomento y difusién de la Ciencia y sus aplicaciones, algo que no es nuevo
para él. Y como decia nuestro Presidente en el acto de apertura de curso: “el
académico, por tanto el nuevo, tiene la obligacion de dar testimonio continuo de
lo que es y de lo que significa serlo” y asi esperamos todos que no quedaremos

defraudados.

Muchas gracias
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