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DESCRIPCION

Bacterias con la capacidad de unir metales pesados y su empleo en la detoxificaciéon de medios conta-
minados con metales pesados.

Campo de la invenciéon

Esta invencién se refiere al desarrollo de bacterias con una elevada capacidad de unir metales pesados
en su superficie y a su empleo en la recuperacién de suelos y/o medios liquidos contaminados con me-
tales pesados. Las bacterias, adaptadas al suelo y resistentes a metales pesados, bien de forma natural
o mediante manipulacién genética, han sido modificadas para producir en su superficie una proteina, o
una secuencia peptidica, con capacidad de unir metales pesados.

Antecedentes de la invencién

Bajo la denominacién de metales pesados se incluyen una serie de metales y metaloides de la Tabla
Periédica de elementos con propiedades metélicas y potencialmente téxicos. Entre ellos, Ag, As, Bi, Cd,
Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te, T1, Sb, Se, Sn y Zn son considerados elementos de cardcter téxico.

El desarrollo de actividades humanas directas o indirectas estd incrementando significativamente los
contenidos de metales pesados en los suelos. La contaminacién del suelo con metales pesados puede
aparecer como resultado de actividades de todo tipo: industriales, agricolas o de servicios. El vertido
incontrolado de residuos, las fugas accidentales de depdsitos y tuberias enterradas, la practica de opera-
ciones industriales sobre suelos mal protegidos, la aplicacion de fertilizantes y pesticidas, la incorporacién
de residuos urbanos e industriales, los riegos con efluentes de bajo nivel de calidad, constituyen el origen
de un elevado porcentaje de los suelos contaminados.

Diversas vias de migracién de los contaminantes presentes en el suelo (infiltracién, escorrentia, etc.),
pueden provocar la extensién del problema a otros medios, por ejemplo, aguas subterraneas y superficia-
les, con el consiguiente riesgo para la salud (humana y animal), la produccién agricola y los ecosistemas.

El aumento del potencial de acumulacién de metales pesados de las bacterias que residen en sitios
contaminados o en los residuos, es una estrategia atractiva para contrarrestar el efecto toxico de los iones
presentes en bajas concentraciones y que no se pueden controlar con tratamientos fisico-quimicos [Gadd et
al., (1993)]. Esto es especialmente atractivo para la contaminacién residual a largo plazo que permanece
después de la limpieza mecédnica del suelo afectado por los vertidos de residuos mineros [Grimalt et al.,
(1999); Summers, A.O., (1992)].

Por consiguiente, es necesario, por una parte, prevenir la aparicién de nuevos focos de contaminacién
de aguas y suelos con metales pesados y, por otra parte, recuperar las aguas y suelos ya contaminados.
Dentro de esta segunda vertiente de actuacion, la recuperaciéon de suelos contaminados utilizando un
agente bioldgico [biorrecuperacién] es una de las tecnologias méas prometedoras.

Compendio de la invencién

La invencién se enfrenta con el problema de recuperar un medio, sélido o liquido, contaminado con
uno o mas metales pesados mediante el empleo de agentes bioldgicos.

La solucién proporcionada por esta invencién se basa en que los inventores han observado que me-
diante el anclaje de proteinas o secuencias peptidicas con la capacidad de unir metales pesados sobre
la superficie de unas bacterias adaptadas al suelo y resistentes a metales pesados se puede recuperar
eficientemente un medio contaminado con metales pesados. El Ejemplo 2 ilustra la adsorcién de cadmio
a partir de un medio liquido por la bacteria Ralstonia eutropha MTB proporcionada por esta invencion,
mientras que el Ejemplo 3 ilustra la capacidad de dicha bacteria para contrarrestar el efecto téxico del
cadmio en suelo.

Por tanto, un objeto de esta invencién lo constituyen unas bacterias adaptadas al suelo y resistentes a
metales pesados que contienen en su superficie una proteina, o una secuencia peptidica, con la capacidad
de unir uno o més metales pesados. El empleo de dichas bacterias en la recuperacién de un medio, sélido
o liquido, contaminado con metales pesados constituye un objeto adicional de esta invencion.

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye un método para recuperar un suelo contaminado
por metales pesados que comprende poner en contacto dichas bacterias con el suelo a recuperar.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 176 082 B1

Otro objeto adicional de esta invencién lo constituye un método para tratar un efluente cargado con
metales pesados, con el fin de reducir el contenido en metales pesados en dicho efluente, que comprende
poner en contacto el efluente a tratar con dichas bacterias o, alternativamente, con biomasa no viable
procedente de dichas bacterias, muertas, estando dicha biomasa unida a un soporte sélido.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura genética de pMT(3-1 y la produccién de MTS3 en E. coli. La Figura
1A muestra el esquema del pldsmido pMT3-1 que contiene la fusién del gen mtbh. Se indican el gen lacl
y el promotor lac (plac). También estd esbozada la estructura del dominio y la topologia basica de la
proteina MT/. Se muestran las localizaciones del péptido sefial pelB (ss, no presentes en la proteina
madura), el dominio MT, el péptido E-tag y el dominio 3 de la proteasa IgA de Neisseria gonorrhoeae.
La Figura 1B muestra los resultados de la inmunodetecciéon de proteinas procedentes de las fracciones
solubles, de la membrana interna (MI) y membrana externa (ME) de las células de E. coli JCB570 (wt)
y E. coli JCB571 (dsbA) que llevan el pMTf-1 e inducidas con IPTG. Se usé el anticuerpo monoclonal
anti-E-tag para probar la presencia del hibrido MTS-1 (57 kDa) en los extractos de proteinas transferidas
tras electroforesis SDS-PAGE. La Figura 1C muestra la presentacién de MTg sobre la superficie de F.
coli. La accesibilidad de la proteina MTS en células intactas (I), sometidas a choque osmético (S) y
lisadas (L) se probé utilizando un anticuerpo monoclonal anti-E-tag en un ELISA [véase el Ejemplo 1.5].
El control negativo incluyé las células isogénicas de F. coli desprovistas del plasmido pMTj3-1.

La Figura 2 muestra la acumulacién de Cd?* por E. coli y R. eutropha. La cantidad de Cd?* unido
por las células bacterianas se determiné por espectroscopia de absorcidn atémica y estd indicada en nmo-
les de Cd?t por mg de masa celular seca. Los valores mostrados son el promedio de dos experimentos
independientes usando muestras duplicadas en cada determinacién de Cd. La Figura 2A muestra los
resultados de las células de E. coli JCB570 (wt) y E. coli JCB571 (dsbA) transformadas con pMTf-1
(4), o no transformadas (-), inducidas con IPTG en medio MJS que contenia CdCly 30 uM. La Figura
2B recoge los resultados de la acumulacién de Cd?* por las cepas de R. eutropha. Los cultivos celulares
de R. eutropha MTB y su cepa parental R. eutropha CH34 se indujeron con 3-metilbenzoato (3-MB) en
medio MJS que contiene CdCly 30 uM (izquierda) o 300 uM (derecha).

La Figura 3 muestra la estructura del transposén TnMT3-1 y la produccién de MTS3 en R. eutropha.
En la Figura 3A se indican los elementos genéticos dentro del TnMT3-1: el gen mtb, el gen de resistencia
a kanamicina (Km), el gen zylS (que codifica para el activador transcripcional XylS del promotor Pm),
el promotor Pm y los extremos I y O del mini-Tn5. La secuencia sefial (ss) pelB del gen mtb también
aparece senialada. La Figura 3B muestra los resultados de la inmunotransferencia de los extractos de
proteinas de células enteras de R. eutropha MTB y su cepa control parental (CH34) ensayadas con el an-
ticuerpo monoclonal anti-E-tag para detectar la presencia de la proteina MTS. El inductor del promotor
Pm, 3-metil-benzoato (3-MB), se afiadié (+) o no (-) al cultivo bacteriano. La Figura 3C muestra los
resultados de la inmunodeteccién de proteinas, tras electroforesis SDS-PAGE y transferir, procedentes
de las fracciones solubles, de la membrana interna (MI) y membrana externa (ME) de las células de R.
eutropha MTB inducidas con 3-MB y ensayadas con el anticuerpo monoclonal anti-E-tag.

La Figura 4 muestra los resultados de la reparacién de la toxicidad por Cd?* sobre el crecimiento de
las plantas con R. eutropha MTB. Se hicieron crecer plantas de semillero de 15 dias de N. bentamiana
durante 40 dias en tierra control estéril (1), o en tierra inoculada con 10® células de R. eutropha CH34/g
(2), 0 10® células de R. eutropha MTB/g (3), crecidas previamente en medio MS que contenia citrato y
3-MB; la tierra control también se mezclé con el mismo medio [Figura 4A]. Figura 4B: se realizé el mismo
procedimiento que el descrito para la Figura 4A pero en tierra que contenia 150 pumoles de Cd%* /kg. Se
puede observar la toxicidad del Cd (compdrense las Figuras 4A y 4B) y el efecto protector de R. eutropha
MTB sobre el crecimiento de la planta (compérense las macetas 1 a 3).

Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona una bacteria con capacidad de unir metales pesados, en adelante bacteria
de la invencidn, caracterizada porque es una bacteria adaptada al suelo y resistente a metales pesados y
que contiene en su superficie una proteina, o una secuencia peptidica, con la capacidad de unir metales
pesados.

En el sentido utilizado en esta descripcién, la expresién “bacteria adaptada al suelo y resistente a
. . . ) . . . .
metales pesados” significa que la bacteria puede vivir en el suelo y que su crecimiento no se ve afectado
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por la presencia de metales pesados en las concentraciones téxicas para la mayoria de organismos y otras
bacterias, e incluye tanto a bacterias adaptadas al suelo y resistentes, de forma natural, a metales pesa-
dos, es decir, cuyo hébitat natural es el suelo, como a bacterias adaptadas al suelo que han adquirido la
resistencia a metales pesados por técnicas de ingenieria genética, por ejemplo, mediante transformacién
de una bacteria que naturalmente no es resistente a metales pesados con un sistema capaz de inducir
resistencia a metales pesados. La resistencia a los metales pesados es debida principalmente a la pre-
sencia de sistemas de bombeo de metales pesados desde el citoplasma al medio externo. Gracias a estos
mecanismos el metal pesado no se acumula en el interior de la bacteria. Entre las bacterias adaptadas al
suelo y resistentes, de forma natural, a metales pesados se incluyen bacterias pertenecientes a los géneros
de gram negativos Ralstonia y Pseudomonas, y Bacillus en gram positivos. En una realizacion particular,
la bacteria de la invencién procede de Ralstonia eutropha (anteriormente llamada Alcaligenes eutrophus)
CH34, una cepa bacteriana que estda adaptada para desarrollarse en suelos altamente contaminados con
iones metélicos.

El término “metales pesados” tal como se utiliza en esta descripcion incluye una serie de metales y
metaloides de la Tabla Periddica de elementos con propiedades metélicas y potencialmente téxicos. Entre
los metales pesados de cardcter téxico se encuentran Ag, As, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te,
T1, Sb, Se, Sn y Zn. En general, los metales pesados més significativos son Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb y Zn.
El término “metal pesado” incluye a cualquier forma quimica de dicho metal que puede estar presente
en un medio sélido o liquido.

La proteina o secuencia peptidica debe unir al menos un metal pesado, incluyendo, pero no limitando,
a Ag, As, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te, T1, Sb, Se, Sn y Zn, y sus formas quimicas
correspondientes. Ejemplos ilustrativos de proteinas con capacidad de unir uno o més metales pesados
incluyen a las metalotioneinas y a las fitoquelatinas de las plantas. Las metalotioneinas (MT) son un
grupo de proteinas de pequeﬁo tamafio (aproximadamente 60 aminodcidos) ricas en cisteina7 que estan
especializadas en la unién de metales pesados, por ejemplo, Zn?*, Cd?*, Hg?*, [Nordberg, M., (1998)].
Pueden encontrarse genes que codifican para MT en diferentes especies ammales(por eJemplo en ratén
y en humanos), vegetales, y de hongos.

La secuencia de nucleétidos que codifica para dicha proteina o secuencia peptidica con capacidad de
unir uno o mas metales pesados puede ser obtenida de cualquier fuente disponible, tanto natural como
artificial. La secuencia de nucledtidos que codifica para dichas proteinas, o secuencia peptidicas, puede ser
aislada de su fuente natural mediante el empleo de las enzimas de restriccién adecuadas o bien puede ser
obtenida por técnicas de ADN recombinante o bien puede ser obtenida por técnicas sintéticas. También
puede ser una forma polimérica de una secuencia de ADN que codifique para una proteina o secuencia
peptidica con la capacidad de unir uno o més metales pesados, asi como una variante en la que se han
reemplazado unos codones por otros con el fin de codificar para aminoacidos que aumentan la afinidad
de unién de metales pesados y/o para obtener proteinas o secuencias peptidicas que tienen afinidad por
otros metales pesados distintos a los metales pesados por los que tiene afinidad la proteina o secuencia
peptidica nativa.

Adicionalmente, el término “proteina o secuencia peptidica con capacidad de unir uno o méas metales
pesados” incluye no solo a las formas nativas y sintéticas sino, ademas, a derivados de las mismas, por
ejemplo, productos de fusién de dichas proteina o secuencia peptidica y otra proteina o péptido que
pueden proporcionar distintas funciones, por ejemplo, mejorar la estabilidad y/o actividad del agente
bioadsorbente de metales pesados. En la patentes norteamericanas US 5.824.512 y US 5.965.796 se des-
criben unas MT naturales, sintéticas y derivadas de las mismas, asi como unas secuencias de unién a
metales, respectivamente, que podrian ser utilizadas en la presente invencién. otras proteinas y secuen-
cias de unién a metales que pueden ser utilizadas en la presente invencién han sido descritas por Klemba
et al. (1995), Brown, (1997), y Bae &, Mehra, (1997). En una realizacién particular, la proteina con
capacidad para unir uno o més metales pesados presente en la superficie de la bacteria es una MT de
ratén, concretamente la MT-I de raton.

La bacteria adaptada al suelo y resistente a metales pesados que sirve de base para el desarrollo
de la bacteria de la invenciéon puede ser Gram positiva o Gram negativa. Cuando es Gram positiva,
la proteina o secuencia peptidica con capacidad de unir uno o més metales pesados estd unida sobre
el peptidoglicano bien directamente o bien mediante elementos acopladores adecuados, tipo dominios de
unién a peptidoglicano como los obtenidos de la proteina A de Staphylococcus aureus [Stahl et al., (1997)].
Cuando la bacteria es Gram negativa, el anclaje de dicha proteina o secuencia peptidica con capacidad
de unir uno o mas metales pesados sobre la membrana externa puede realizarse mediante un sistema
autotransportador o mediante cualquier otro sistema de anclaje a membrana externa, como por ejemplo
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la maltoporina o el hibrido lpp-ompA [Valls et al., (1998)]. Los sistemas de anclaje deben permitir que la
proteina o secuencia peptidica con capacidad de unién de uno o més metales pesados se manifieste sobre
la superficie de la bacteria.

Los autotransportadores son una familia muy extendida de proteinas secretadas que se encuentran en
bacterias Gram negativas y que son capaces de translocarse a través de la membrana externa sin ninguna
maquinaria proteica auxiliar [Henderson et al., (1998)]. Su mecanismo de exportacién, ejemplificado por
primera vez por la proteasa IgA de Neisseria gonorrhoeae [Pohlner et al., (1987)], implica la produccién de
un precursor proteico grande que contiene un péptido senal N-terminal que dirige el transporte a través
de la membrana interna (MI) en el periplasma. A esto le sigue la insercién en la membrana externa
(ME) del dominio C-terminal de la proteina (el colaborador o dominio 3) que, formando un barril g
anfipdtico, permite al dominio N pasajero acompanante cruzar la ME [Klauser et al., (1993); Veiga et al.,
(1999)]. Mediante el uso de esta estrategia de secrecién, y un vector mini-transposén para la integracién
cromosdmica estable del ADN [de Lorenzo et al., (1994)] se ha construido una cepa recombinante de R.
eutropha dotada de una mayor capacidad de adsorber Cd?* del medio y que produce una reduccién de
la toxicidad biolégica del metal en suelos contaminados.

Las bacterias proporcionadas por esta invencién pueden obtenerse mediante el empleo de técnicas
convencionales de ADN recombinante. Para ello, la secuencia que codifica para la proteina o secuencia
peptidica con capacidad de unir uno o mas metales pesados se clona en un vector de expresién tal como un
plasmido. En una realizacién particular, se clona dicha secuencia codificante para la proteina o secuencia
peptidica con capacidad de unir uno o méas metales pesados en el vector de expresién de manera que se
expresen como un producto de fusién con una proteina de la membrana celular o bien con un sistema de
anclaje, tal como un autotransportador. El vector de expresiéon recombinante asi obtenido se introduce,
mediante métodos convencionales, en una bacteria adaptada al suelo y resistente a metales pesados, cuya
resistencia a los metales pesados la ha adquirido bien de forma natural o bien mediante manipulacién
genética, capaz de expresar el producto de la secuencia de ADN codificante para la proteina o secuencia
peptidica con capacidad de unir uno o més metales pesados. En una realizacién particular, se pueden
insertar multiples copias de distintos vectores de expresiéon proporcionados por esta invencién en una
unica célula bacteriana. Las bacterias transformadas se someten a un proceso de induccién mediante el
empleo de los inductores apropiados de manera que expresen dicha proteina o secuencia peptidica con
capacidad para unir uno o mas metales pesados en la superficie de la bacteria.

Las bacterias de la invencién pueden ser utilizadas en la recuperaciéon de un medio, sélido o liquido,
contaminado con metales pesados.

La invencién proporciona, por tanto, un método para recuperar un suelo contaminado por metales
pesados que comprende poner en contacto una cantidad eficaz para recuperar dicho suelo contaminado
de, al menos, un cultivo de bacterias proporcionadas por esta invencién con el suelo a recuperar. En una
realizacién particular, se aplican entre 10° y 10'! bacterias/g de suelo, preferentemente 10® bacterias/g
suelo. Las bacterias de la invencién se aplican sobre el suelo a tratar por cualquier método convencio-
nal. Las bacterias pueden ponerse en contacto con el suelo a tratar bien en fase sélida o liquida, por
ejemplo, introduciendo o inyectando una suspensién de bacterias de la invencién sobre el suelo a tratar,
o bien regando el suelo a tratar con una formulacién que contiene una suspensién de las bacterias de
la invencidn; alternativamente, el suelo a tratar se puede mezclar fisicamente con las bacterias de la
invencién. Aunque resulta dificil cuantificar lo que debe entenderse por suelo contaminado con un metal
pesado, ya que ello dependerd de numerosos factores, entre los que se encuentra el metal pesado y la
forma en que se encuentra, el método proporcionado por esta invencién resulta adecuado para recuperar
suelos contaminados con metales pesados que contienen entre 0,1 pmoles de metal pesado/kg de suelo y
100 milimoles de metal pesado/kg de suelo.

La invencién también proporciona un método para tratar un efluente cargado con metales pesados, con
el fin de reducir el contenido en metales pesados en dicho efluente, que comprende poner en contacto una
cantidad efectiva de, al menos, un cultivo de bacterias proporcionadas por esta invencién con el efluente
a tratar. La reduccién del contenido en metales pesados en dicho efluente tiene por finalidad alcanzar un
nivel de metales pesados contaminantes en el efluente que no sea téxico para el medio ambiente, con lo
que dicho efluente, descargado sustancialmente de metales pesados contaminantes, puede ser vertido de
forma controlada.

Con caracter previo a poner en contacto las bacterias de la invencién con el efluente a tratar, se analiza
el efluente y se determina el pH y la existencia de los nutrientes adecuados para el crecimiento de las
bacterias de la invencién, de manera que, en caso de que no tenga el pH no los nutrientes necesarios en
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las cantidades adecuadas para garantizar la viabilidad de las bacterias se tomen las medidas oportunas
consistentes, por ejemplo, en la correccién del pH y en suplementar el efluente con los nutrientes necesa-
rios.

En una realizacién particular del método para tratar un efluente cargado con metales pesados, para
reducir su contenido en metales pesados, proporcionado por esta invencién, se contempla la posibilidad de
utilizar biomasa no viable procedente de bacterias, muertas, proporcionadas por esta invencién, estando
dicha biomasa unida a un soporte sélido. En este caso, la retirada de metales pesados del efluente com-
prende (i) matar, por métodos convencionales, por ejemplo, modificando las condiciones de viabilidad de
las bacterias en cuestién, unas bacterias proporcionadas por esta invencién, que expresan en su superficie
una proteina o secuencia peptidica capaz de unir uno o mas metales pesados, para obtener una biomasa
no viable capaz de unir uno o m4s metales pesados, (ii) unir dicha biomasa a la superficie de un soporte
sélido, (iii) poner en contacto dicha superficie que tiene unida a la biomasa, con un efluente que contiene
al menos un metal pesado de manera que dicho metal pesado se una a dicha proteina o secuencia pep-
tidica capaz de unir a dicho metal pesado, y (iv) retirar de dicho efluente el soporte que contiene unida
a dicha biomasa. La biomasa puede estar unida al soporte sélido bien por una unién covalente o no
covalente, por ejemplo, por adsorcién, etc. La patente norteamericana US 5.824.512 describe un método
para retirar metales pesados de un medio acuoso mediante el empleo de biomasa no viable obtenida a
partir de bacterias muertas capaces de unir al menos un metal pesado, estando dicha biomasa unida a
un soporte sélido. Las ensenanzas de dicha patente norteamericana se incluyen en esta descripcién como
referencia.

La invencién se ilustra més adelante mediante un ejemplo que muestra la expresién de la MT-I de
raton sobre la superficie celular de R. eutropha CH34, cepa bacteriana Gram negativa adaptada para
desarrollarse en suelos altamente contaminados con iones de metales pesados. Para ello, la secuencia de
ADN que codifica para la MT-I de ratén se fusioné al dominio 8 del autotransportador de la proteasa
IgA de N. gonorrhoeae, que sittia la proteina hibrida (Mt3) hacia la membrana bacteriana externa. La
translocacion, presentacién en la superficie bacteriana, y funcionalidad de la proteina quimérica MT3 fue
inicialmente demostrada en E. coli antes de la transferencia de su gen codificante (mtb) a R. eutropha, ob-
servandose que la cepa bacteriana resultante, denominada R. eutropha MTB, tenia una mayor capacidad
para inmovilizar los iones de cadmio (Cd?") procedentes del medio externo [Ejemplo 2]. Asimismo, la
inoculacién en suelo contaminado con Cd?* de R. eutropha MTB disminuyé significativamente los efectos
téxicos del metal pesado sobre el crecimiento de las plantas de tabaco (Nicotiana bentamiana) [Ejemplo
3]. Aunque en el Ejemplo 3 se utiliza un inductor (3-MB) para la expresién de la MT-I de ratén en R.
eutropha MTB, debido a que el promotor utilizado en la construccién es un promotor inducible, para su
empleo en el tratamiento de suelos es mas conveniente utilizar una construccién en la que el promotor
del gen que codifica para la proteina o secuencia peptidica con capacidad para unir uno o mas metales
pesados sea un promotor constitutivo de manera que la expresién de dicha proteina o secuencia peptidica
se realice de forma continua y no dependa de la disponibilidad de un inductor. Cualquier promotor
constitutivo podria ser utilizado en dichas construcciones.

De forma mas concreta, en los Ejemplos 1-3 se describen dos sistemas que se han desarrollado in-
dependientemente para manejar los metales pesados con el fin de obtener un eficaz bioabsorbente de
metales pesados para aplicaciones in situ. Se produjo MT de ratén, una proteina quelante de metales,
sobre la superficie celular de R. eutropha CH34, una cepa Gram negativa que reside en el suelo y que esta
adaptada a ambientes contaminados con metales pesados [Mergeay, M. (1985); Tibazarwa et al., (2000);
Diels et al. (1995)]. Aunque las metalotioneinas (MT) se han expresado de varias formas en E. coli [Sousa
et al., (1998); Valls et al., (1998); Romeyer et al. (1988); Shi et al. (1992); Jacobs et al., (1989)], los
ejemplos previamente descritos constituyen el primer intento exitoso de transferencia de MT de animales
en especies bacterianas que residen de forma natural en suelos contaminados con metales pesados, y de
validacién de su eficacia para disminuir la toxicidad del metal in situ.

El despliegue superficial de polipéptidos en bacterias ha suscitado mucho interés en relacién con su
potencial para el desarrollo de vacunas vivas, biodegradacién de compuestos toxicos o bioabsorcién de
metales pesados [Stahl et al., (1997); Georgiou et al., (1997); Richins et al., (1997)]. En este contexto, la
produccién de MT sobre la superficie celular de R. eutropha, en vez de intracelularmente, constituye un
camino muy eficaz para aumentar la capacidad de unién a metales pesados de esta cepa bacteriana sin
inducir alteraciones en su fisiologia. El hecho de que los mecanismos de resistencia, conocidos para varios
metales en R. eutropha CH34, implican el eflujo activo de iones de metal pesado, desde el citoplasma
hasta el medio extracelular [Tibazarwa et al., (2000); Diels et al. (1995); Nies et al., (1989); Mergeay,
M., (1991)], provoca que estas células pueden resultar excelentes agentes destoxificantes cuando estan
dotadas de propiedades superiores de adsorcién de metales pesados sobre la superficie celular.
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Se utilizé el sistema autotransportador de la proteasa IgA de N. gonorrhoeae para la presentacién de
MT-I de ratén, ya que éste no requiere una maquinaria especial (distinta de la ruta reguladora sec) para
la secrecién de las fusiones N terminales heterélogas [Klauser et al., (1990)]. El dominio § de la proteasa
IgA dirigié muy eficazmente el hibrido MTS3 a la ME de E. coli, independientemente de la presencia de
DsbA (Figura 1B). Sin embargo, el nivel del resto MT translocado a la superficie celular se redujo en tres
veces en las cepas DsbA™T (Figura 1C). Se ha informado que los puentes disulfuro intramoleculares dentro
del dominio N-pasajero de los autotransportadores disminuye su translocacién a través de la ME [Veiga
et al., (1999); Klauser et al., (1992)]. Ya que la MT-I de ratén es una proteina de 61 aminodcidos que
contiene 20 residuos de cisteina esparcidos a través de su secuencia [Romero-Isart et al., (1999)], es posible
que DsbA catalice fortuitamente la formacién de puentes disulfuro intra/intermoleculares durante el paso
del médulo MT a través del periplasma, disminuyendo asi la eficacia global del proceso de translocacién
mediado por el autotransportador [.

La evidencia de un resto MT funcional de MTS3 se obtuvo inicialmente por la unién de metales pesa-
dos de las células de E. coli que producen MT[ sobre su superficie. Estas células unieron una cantidad
de iones Cd?T 10 veces mayor que las células control (Figura 2A). Es interesante sefialar que las células
de E. coli (pMTf-1) que tienen una enzima DsbA activa, unieron una cantidad idéntica de iones Cd?™,
que sus células mutantes isogénicas dsbA. Este resultado sugiere que el médulo MT podria unir metales
pesados con eficacia similar tanto cuando se localiza en el lado periplasméatico de la ME como cuando se
transloca a la superficie celular.

El gen mtb se inserté posteriormente en el cromosoma de R. eutropha CH34 y su expresion se indujo
por la adicién de 3-MB (Figura 3). De forma similar a E. coli, las células de R. eutropha MTB inducidas
produjeron la proteina MTS y la dirigieron hacia la ME. La produccién de la proteina MTS3 produjo un
aumento de 3 veces la capacidad intrinseca de células de R. eutropha CH34 para unir metales pesados
(Figura 2B). Se determiné una acumulacién de 42 nmoles de dtomos de Cd/mg de peso seco bacteriano,
que corresponde a un total de aproximadamente 13 pmoles de dtomos de Cd adsorbidos/litro, en células
de R. eutropha MTB crecidas en presencia de CdCly 300 uM. Aunque la bicacumulacién en este ensayo
in vitro es una de las mas altas observadas hasta el momento, la cantidad de Cd eliminada representa sélo
aproximadamente el 5% del metal total presente en el medio de cultivo. Sin embargo, los experimentos
de reparacién de la toxicidad debida al Cd (Figura 4), sugieren que la inmovilizacién de los iones de
Cd?* en una forma biolégicamente inactiva, podria ser mucho més elevada en el suelo que in vitro. Un
resultado sorprendente de estos experimentos fue que R. eutropha MTB tenia un efecto protector mucho
més elevado sobre el crecimiento de N. bentamiana que su cepa parental (Figura 4). La presencia de la
cepa MTB manipulada en suelos contaminados con Cd aumenté en 4 veces la producciéon de biomasa
y el contenido de clorofila de las plantas de N. bentamiana (Tabla 1). La morfologia macroscépica y el
tamafio de las plantas crecidas en suelos que contienen R. eutropha MTB y 150 pmoles de Cd/kg fue
comparable a los de las plantas crecidas sin bacterias con 40 pmoles de Cd/kg (no mostrados). Asi, estos
ensayos in situ implican una inmovilizacién de aproximadamente el 70 % del metal accesible a las plantas
en el suelo. El mecanismo responsable de la diferencia en los valores de la adsorciéon de metales in vitro
y en el suelo todavia no esté claro.

Un célculo del niimero de proteinas MTS producidas por la célula R. eutropha MTB sugirié que la in-
movilizacién de Cd era un fenémeno més complejo que la simple unién del metal a la MT. La comparacién
de las senales obtenidas en inmunotransferencias con el anticuerpo monoclonal anti-E-tag, utilizando ex-
tractos de células enteras de R. eutropha MTB y una proteina E marcada de concentraciéon conocida, dio
una estimacién de un méximo de 15.000 moléculas de MT/3/célula (datos no mostrados). Ya que cada
médulo MT puede unir 7 iones metalicos divalentes, el niimero predicho de esferas de coordinacién dispo-
nibles es de aproximadamente 10°/célula. A partir de los valores obtenidos en los experimentos de unién
de Cd mostrados en la Figura 2B, se puede inferir que el contenido de cadmio es de aproximadamente
1,5 x 10% 4tomos de Cd/célula. Por tanto, el ntimero real de iones de Cd?™ unidos a la superficie de R.
eutropha MTB excede en al menos 10 veces las predicciones de un aumento de la acumulacién basada
solo en el aumento del nimero de centros de unién del metal sobre la superficie celular. También se
ha informado de conclusiones similares para otros esquemas artificiales de unién a metales [Sousa et al.,
(1998); Sousa et al., (1996)]. Estos resultados sugieren que los canales de fusién MT( de iones metdlicos
estan dirigidos hacia otras estructuras celulares que no pueden interactuar con los metales en solucién.
Dicho efecto embudo produce la multiplicacién de la capacidad nativa de las bacterias para acumular
iones metélicos en vez de la simple adicién de esferas de coordinacién sobre la superficie celular. Sin
embargo, esto todavia parece insuficiente para explicar la gran reduccién de la toxicidad metalica en el
suelo.
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Adema3s de la afinidad intrinseca de la MT por iones divalentes, la reactividad global de la cepa R. eu-
tropha CH34 (la cual precipita de forma natural los metales pesados sobre la superficie bacteriana) [Diels
et al., (1 995); Diels et al., (1999); Van Roy et al., (1997); Gilis et al., (1998)] y el proceso fisico-quimico
que la acompana, podria contribuir sinérgicamente al resultado final de la inmovilizacién del metal en
el suelo. Por consiguiente, la diferencia observada entre los ensayos in vitro e in situ podria explicarse
si las moléculas MT[ presentes sobre la superficie de las bacterias manipuladas no sélo coordinan los
iones metalicos, sino que también catalizan un proceso de precipitacién abidtica de fosfatos y carbonatos
metdlicos [Gilis et al., (1998)].

Concluyendo, estos resultados apoyan el potencial biotecnoldgico de las MT expresadas en R. eutropha
y, ademas, proporciona la evidencia directa de que el uso de bacterias resistentes a metales pesados, como
hospedadores para el despliegue superficial de proteinas de unién a iones de alta afinidad, es un método
prometedor para la generacion de correcciones bioldgicas en los suelos contaminados con esta clase de
contaminantes, dificiles de erradicar.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién y no deben ser considerados en sentido limi-
tativo del alcance de la misma.

Ejemplo 1

Produccion de MT(3 en E. coli y en R. eutropha

1. Protocolo experimental
1.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas bacterianas utilizadas fueron: E. coli JCB570 (MC1000 phoR zih1::Tn10) [Bardwell et al.,
(1991)]; E. coli JCB571 (MC1000 phoR zih12::Tn10 dsbA::kanl) [Bardwell et al., (1991)]; E. coli DH5aF’
(F’ A(lacZYA-argF)U169 deoR endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relA1 (®80dlacZ AM15) [La-
boratorios Gibco BRL, Bethesda, USA] E. coli CC118 Apir (Aara leu araD Alac X74 galE galK phoA20
thi-1 rpsE rpoB argE (Am) recA1) [de Lorenzo et al., (1994)]; y E. coli S17-1 Apir (Tp" Sm* recA thi pro
hsdR M RP4-2-Tc::Mu:Km Tn7) [de Lorenzo et al., (1994)]. Ralstonia eutropha (denominada anterior-
mente Alcaligenes eutrophus) CH34 fue donada por Max Mergeay [Mergeay et al., (1985)].

Salvo que se indique lo contrario, las bacterias se crecieron a 30°C en medio LB [Miller et al., (1992)]
liquido o en placas de agar LB 1,5% p/v suplementadas con los antibidticos apropiados [Miller et al.,
(1992)]. Se incluyé glucosa (2% p/v) en el medio de crecimiento para la represién total del promotor lac
de pMTg-1 en E. coli. La expresiéon de MTS se indujo en E. coli (pMTS-1) por transferencia de células
de cultivos en crecimiento exponencial (DO600 nm = 0,5 aproximadamente) a un medio LB fresco sin
glucosa y que contenia isopropil-1-tio-3-D-galactésido (IPTG) 0,1 mM, e incubacién posterior durante
tres horas a 30°C. Se utiliz6 ampicilina y cloranfenicol en unas concentraciones finales de 100 pg/ml y
40 pg/ml respectivamente.

La produccién de MTS3 en R. eutropha se indujo en cultivos liquidos LB y MJS mediante la adicién
de 3-metil-benzoato (3-MB) 3 mM y posterior incubacién a 30°C durante 3 horas.

1.2 Construcciones génicas

Las manipulaciones del ADN se realizaron utilizando los métodos estdndar [Ausubel et al., (1994)].
El gen MT-I de rat6n se amplific6 a partir del pldsmido pMTP [Valls et al., (1998)] por PCR usando los
oligonucleétidos Smt1 (SEC. ID. N°: 1) y Smt2 (SEC. ID. N°: 2).

Smtl: 5-CGGGCCCAGCCGGCCATGGCGGACCCCAACTGCTCCTGC-3", y
Smt2: 5’-GCGGCCCCCGACGCCGCGGCACAGACAGTGCACTTGTC-3’

El fragmento de ADN amplificado de 200 pb que contenia el gen MT-I franqueado por los sitios
Sfil, fue digerido con Sfil y ligado al fragmento de 5,2 kb obtenido con la digestién Sfil de pPvHg
[Veiga et al., (1999)]. En el pldsmido resultante, pMT3-0, los sitios Xbal y HindIIl que contenia fran-
queando al gen mtb fueron convertidos en sitios Notl en pMTS-1 [véase la Figura 1] por ligacién de
los acopladores Xbal-Notl y HindlII-Notl. El acoplador Xbal-Notl fue construido por hibridacién de los
oligonucleétidos: 5’-CTAGGCGGCCGC-3’ (SEC. ID. N°: 3) y 5-CTAGGCGGCCGC-3’ (SEC. ID. N°:
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4). De forma similar, el acoplador HindIlI-Noil fue construido por hibridacién de los oligonucledtidos:
5-AGCTGCGGCCGC-3’ (SEC. ID. N°: 5) y 5-AGCTGCGGCCGC-3’ (SEC. ID. N°: 6).

Para la construccién de pTnMTg-1, el fragmento de ADN de 1,7 kb que contenia el gen mtb fue
aislado por digestién Notl de pMT/-1y se ligd en el unico sitio Notl de pCNB1 [de Lorenzo et al., (1993)]
en la orientacién que coloca a mtb bajo el control del promotor Pm [véase la Figura 3].

1.3 Transferencia de TnMT3-1 a Ralstonia eutropha CHS/

El elemento mini-Tnb TnMTf-1 fue transferido al cromosoma de R. eutropha CH34 por conjugacién
con E. coli S17-1 Apir transformado con el pldsmido pTnMT(3-1 utilizando el protocolo descrito previa-
mente [de Lorenzo et al., (1994)]. La seleccién de los transconjugantes de R. eutropha CH34 se realizé
en placas con medio minimo M9 [Miller et al., (1992)] que contenian citrato 0,2% p/v y suplementadas
con kanamicina (1 mg/ml). Se aislaron varios clones y se buscé el fenotipo sensible a piperacilina (100
pug/ml), que indicaba que se correspondia a acontecimientos auténticos de transposicién, més que a la
integracion del pTnMT[3-1 total en el genoma.

1.4 Métodos para determinar las proteinas expresadas

El fraccionamiento de las células de E. coliy R. eutropha se llevé a cabo utilizando un método basado
en la solubilizacién diferencial de los compartimentos celulares con Triton X-100 1,5 %, asi como un pro-
cedimiento estdndar de centrifugacién en gradiente de sacarosa [Nikaido, H., (1994)]. La concentracién
de proteinas en las diferentes fracciones se cuantificé mediante el método de Bradford [Ausubel et al.
(1994)]. Se separaron cantidades idénticas de proteina de diferentes muestras mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico 10 % (SDS-PAGE) y se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore). Para la inmunodeteccién de la proteina MT(, la mem-
brana PVDF se incubé con el anticuerpo monoclonal anti-E-tag (1 pg/ml; Pharmacia) en tampén B
(PBS; leche desnatada 3% p/v) que contenfa Tween 20 0,1% v/v. Como anticuerpo secundario se utilizé
un conjugado IgG anti ratén-peroxidasa (0,03 U/ml; Boehringer Mannheim). La membrana se reveld
mediante una reaccién de quimioluminiscencia [Veiga et al., (1999)] y se expuso a una pelicula de rayos
X (X-OMAT; Kodak).

1.5 Ensayo de inmunoabsorcion unido a enzima (ELISA)

Para determinar el nivel de MTS3 desplegada sobre la superficie de E. coli, las células inducidas se
lavaron en PBS y se resuspendieron hasta una DO600 nm = 1,5 en PBS para obtener la muestra de
células intactas. Como alternativa, las células lavadas se resuspendieron a la misma densidad en PBS
con sacarosa 20 % p/v y EDTA 10 mM para obtener una muestra de células sometidas a choque. Para
generar una muestra de células lisadas, se resuspendieron las bacterias (DO600 nm = 1,5) en PBS que
contenfa EDTA 10 mM y se sonicaron utilizando 6 pulsos de 30 segundos en un aparato Labsonic U (B.
Branun). Todas las muestras, las células intactas, las células sometidas a choque osmdtico o las lisadas
(50 pl) se adsorbieron a las placas ELISA (Maxisorb, Nunc) durante 1 hora a temperatura ambiente, se
bloquearon con tampén B (PBS; con leche desnatada 3% p/v) durante 2 horas y se incubaron durante
1 hora en el tampén B con el anticuerpo monoclonal anti-E-tag (1 pg/ml; Pharmacia). Las placas se
lavaron a continuacién 3 veces en PBS y como anticuerpo secundario se usé un conjugado IgG anti ratén-
peroxidasa (0,3 U/ml; Boehringer Mannheim). Se desarrollaron los ELISA utilizando o-fenilendiamina
(OPD; Sigma) y se determinaron sus valores de DO492 nm.

II. Resultados
Produccion de MT3 en E. coli

Para explotar el potencial de un dominio autotransportador para situar la MT de ratén sobre la su-
perficie de una bacteria Gram negativa, se ha construido una fusién génica denominada mtb y expresada
en E. coli. Esta fusién codifica para una proteina modular (MTS) constituida por el péptido senal pelB
ensamblado en fase con la MT de ratén (7 kDa aproximadamente) y el dominio 3 (50 kDa aproximada-
mente) de la proteasa IgA de N. gonorrhoeae. Adicionalmente, a la proteina MTS se le afiadi6 un epitopo
peptidico corto (E-tag) para permitir su inmunodeteccién mediante el anticuerpo monoclonal anti-E-tag.
El pldsmido pMTf-1 (Figura 1A) lleva la fusién del gen mtb bajo el control del promotor lac de E.
coli.
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En primer lugar, se traté la localizacién subcelular del hibrido MTS. Asimismo, también se investigd
la influencia de DsbA, el principal catalizador periplasmatico formador de puentes disulfuro [Bardwell,
(1994)]. Esto es debido a que en estudios previos, se ha establecido que la oxidacién de los residuos de
cisteina en el periplasma puede evitar la exposiciéon de las proteinas pasajeras que contienen cisteinas
fusionadas al dominio 3 [Jose et al., (1996)]. Para ello, la cepa mutante dsbA de E. coli JCB571 [Bard-
well et al., (1991)] y su cepa isogénica de tipo silvestre E. coli JCB570 se transformaron con el plasmido
pMTg-1 y se indujo la expresién de mitb por la adicién de IPTG. Después de la induccidn, se recogieron
las células de FE. coli y las proteinas de las fracciones solubles, MI y ME se analizaron por SDS-PAGE, se
transfirieron y se ensayaron con el anticuerpo monoclonal anti-E-tag. Tal como se observa en la Figura
1B, se localiz6 una proteina principal del tamafio esperado para MTS (57 kDa aproximadamente) en la
fraccién ME de las células de E. coli de tipo silvestre y dsbA (pMTS-1). Es interesante sefialar que la
presencia o ausencia de DbsA no supuso una diferencia significativa en la estabilidad de MTS3 o en su
direccionamiento hacia la ME.

Para valorar si el resto MT del hibrido MT( estaba expuesto al medio externo, se llevd a cabo un
ELISA con células de E. coli intactas, utilizando el anticuerpo monoclonal anti-E-tag para detectar la
presencia del hibrido MT sobre su superficie. Asimismo, células de E. coli sometidas a choque osmético
y lisadas que producen MT( se adsorbieron sobre las placas ELISA como controles positivos para in-
munodeteccién, mientras que las células no transformadas se usaron como controles negativos. Los valores
de DO492 nm obtenidos con las células intactas frente a aquellos obtenidos con las células lisadas son
una medida de la cantidad del resto MT translocado hacia el lado externo de la ME por el dominio 3
de la IgA. Utilizando este método, se observé el reconocimiento especifico del anticuerpo monoclonal
anti-E-tag frente a las células intactas de E. coli que producen MTS (Figura 1C), lo que indica que el
resto MT estaba expuesto al medio externo. Siguiendo este criterio, las células de E. coli de tipo silvestre
translocaron en su totalidad aproximadamente el 20% de los restos de MT de las fusiones MT( hacia el
medio externo. El nivel del resto de MT desplegado sobre la superficie celular fue 3 veces superior (60 %
aproximadamente) en la cepa mutante de E. coli dsbA (Figura 1C), una caracteristica que parece estar
relacionada con el mecanismo de secrecién de los autotransportadores [Veiga et al., (1999)].

Con el fin de determinar si la expresion de MT(3 aumentaba la capacidad de las células de FE. coli
para adsorber los metales pesados in vivo, se hicieron crecer cultivos de E. coli JCB750 y E. coli JCB571,
transformados con pMT3-1, en presencia de CdCly 30 uM. A continuacién, las bacterias se recogieron y
se midi6 el contenido de Cd?* acumulado por la biomasa mediante espectrometria de adsorcién atémica.
Tal como puede verse en la Figura 2A, la produccién de MT/3 aumenté el contenido de Cd?* de las células
de E. colien 10 veces, lo que indica que el resto MT de MT(3 retuvo su capacidad de unién a los metales.
La produccién de MTS en un hospedador mutante E. coli dsbA (Figura 2A) no aumenté adicionalmente
esta acumulacién de metales, a pesar del aumento de translocacién superficial del dominio MT.

Produccion de MT3 en Ralstonia eutropha CHS3)

Las limitaciones de E. coli para sobrevivir en ambientes contaminados con metales pesados indujo
a introducir el gen mtb en la cepa R. eutropha CH34 tolerante a los metales [Mergeay, M. (1985); Ti-
bazarwa et al., (2000)]. Para ello, el gen mtb se colocé en un transposén mini-Tnb (Km") en direccién
del promotor Pm del plasmido pWWO de Pseudomonas putida, junto con el gen que codifica para su
activador transcripcional zylS [Ramos et al., (1997)]. El pldsmido obtenido, pTnMT(-1, posibilita la
integracién estable del mini-transposéon TnMT[3-1 en el cromosoma de una amplia variedad de bacterias
Gram negativas y permite la induccién de la expresién de mtb por adicién de 3-metil-benzoato (3-MB)
en el medio de crecimiento (Figura 3A).

Se insert6 el mini-transposén TnMT(3-1 en el cromosoma de R. eutropha CH34 y la produccion de
MTg se ensayd por inmunotransferencia después de la induccién con 3-MB. Tal como se puede observar
en la Figura 3B, la produccion de MT/ era estrictamente dependiente de la presencia de 3-MB en el
medio de crecimiento, lo que demuestra el estricto control del promotor Pm en R. eutropha CH34. La
cepa bacteriana de R. eutropha CH34 que lleva el mini-transposén Tn MT(3-1 integrado de manera estable
en su cromosoma ha sido denominada R. eutropha MTB y ha sido depositada en la CECT con el nimero
de depésito CECT5H5323. De manera similar al caso de E. coli, el hibrido MTS se localizé enteramente
en la fraccion ME de R. eutropha MTB (Figura 3C), lo que demuestra que la protefna hibrida habia
sido correctamente dirigida a la ME por el dominio autotransportador. Asimismo, la fusién MTS se
produjo como una banda de polipéptido individual, sin indicacién de inestabilidad o degradacién proteoli-
tica.
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Ejemplo 2
Adsorcion de Cd?* a partir del medio por R. eutropha MTB

Para investigar si la expresion de MTJ aumentaba la capacidad de las células de R. eutropha para
adsorber metales pesados, se hicieron crecer cultivos de R. eutropha MTB y su cepa parental control (R.
eutropha CH34) en presencia de CdCl,. Para estos ensayos, se utilizaron concentraciones bajas y altas de
metal pesado. En primer lugar, se usé CdCls 30 uM para comparar el comportamiento de R. eutropha
MTB con el de E. coli que expresa MTS. Ademads, se investigd la adsorcién del metal de las células
de R. eutropha MTB después del crecimiento en presencia de CdCls 300 M, una concentracién que es
inhibitoria del crecimiento de muchas otras bacterias tales como E. coli.

Para ello, se hicieron crecer las células de E. coli y R. eutropha, que contienen el gen mtb o sus
correspondientes controles, en medio LB a 30°C hasta una DO600 nm de 0,3 aproximadamente. A conti-
nuacion, se recogieron las células y se resuspendieron en medio de fosfato minimo MJS [HEPES 12,5 mM
(pH 7,1), con NaCl 50 mM, NH4Cl 20 mM, KC1 1 mM, MgCl; 1 mM, MnCl; 0,05 mM, casaminoécidos
0,8% p/v (Gibco BRL), glicerol 4 % v/v y tiamina 0,005 % p/v] suplementado con la concentracién apro-
piada de CdCl; e inductor (IPTG o 3-MB) y se incubaron adicionalmente hasta una DO600 nm de 1,5
aproximadamente. A continuacién, las células se recogieron, se lavaron con NaCl 0,8 % en HEPES 5 mM
(pH 7,1) y se secaron durante 20 horas a 65°C. El material seco se digirié durante la noche con &cido
nitrico 70 % y se midieron las concentraciones de Cd?* de la solucién resultante con un espectrofotémetro
Hitachi Z-2800 [Romeyer et al., (1988)].

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2B, en donde la medicién del contenido de Cd?*
revel6 que R. eutropha MTB aumentaba en 3 veces la ya significativa capacidad natural de adsorcién de
metales pesados de R. eutropha CH34 [Diels et al., (1995); Diels et al. (1999)]. Este aumento relativo
de 3 veces en la acumulacién de Cd?T de la cepa MTB recombinante, se produjo en presencia tanto de
CdCls 30 uM como de 300 uM, aunque los niveles de adsorcién absoluta variaban en cada caso propor-
cionalmente a los niveles basales. El nivel de adsorcién medio obtenido por R. eutropha MTB fue de
42 nmol de Cd?*/mg de células secas (Figura 2B) cuando crecia en presencia de CdCly 300 uM. Este
fenémeno se produjo sin ninguna variacién significativa en la velocidad de crecimiento de los cultivos de
Ralstonia (no mostrada) lo que indica que ni la produccién de la proteina hibrida MT/ ni el aumento en
la adsorcién de metales tuvo efectos apreciables sobre la bacteria.

Ejemplo 3
Recuperacion del suelo de la tozicidad por Cd?+

Para determinar la capacidad de R. eutropha MTB para contrarrestar el efecto téxico del Cd%* en el
suelo, se establecié un ensayo biolégico en el cual la inmovilizacién de los metales pesados en una forma
no bioactiva estaba reflejada por un efecto positivo sobre el crecimiento de la planta.

Para la inoculacién del suelo con R. eutropha, se hicieron crecer los cultivos bacterianos a 30°C en
medio liquido de Murashige y Skoog (MS) (Sigma) que contiene tampén MES 1,25 mM pH 5,8 y citrato
0,1% p/v como fuente de carbono. Los cultivos crecidos durante la noche se diluyeron 1:10 en el mismo
medio, suplementado con CdCly 300 uM en caso necesario y se indujeron con 3-MB 100 uM. Los cultivos
se hicieron crecer adicionalmente durante 18 horas a 30°C.

Para el crecimiento de las plantas, se usé tierra de turba estdndar (Gebr. Brill Substrate GmbH),
esterilizada en el autoclave y que contenia 1/3 de vermiculita. La tierra se mezcl6 1:1 (v/p) con cultivos
inducidos de R. eutropha (10® bacterias/g) [R. eutropha MTB y R. eutropha CH34], o con un medio MS
estéril que contenia el inductor, suplementado con CdCly 300 M, si asi se requeria. La concentracion
final del metal en la tierra fue de 150 pumoles de Cd/kg. El suelo tratado se distribuy6 en macetas (400
g/maceta) y a continuacién se transfirieron a plantas de semillero de 15 dias de Nicotiana bentamiana.
Se hicieron crecer las plantas en un invernadero y se regaron dos veces a la semana con 0,1 x medio MS,
MES 0,12 mM pH 5,8, citrato 0,01 % (p/v).

La toxicidad del cadmio se ensay6 inicialmente en plantas de N. bentamiana crecidas en suelos que
presentaban un aumento creciente del contenido de CdCl; (no mostrado). Estos experimentos revelaron
que 150 pmoles de la sal Cd/kg de suelo disminuyeron considerablemente el crecimiento de la planta y
provocaban una clorosis severa, dos rasgos tipicos de la toxicidad con Cd?*2, [Ouzounidou et al., (1997)].
Este contenido de metal se us6 para otros experimentos ya que todavia permitia un crecimiento lento de
la planta.
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Para investigar el efecto de las diferentes cepas de R. eutropha sobre el crecimiento de la planta, se
transfirieron las plantas de semillero de N. bentamiana a suelos estériles estandar o contaminados con
cadmio, inoculados por separado con 10® bacterias/g de R. eutropha MTB inducida, la cepa CH34 o una
solucién salina estéril que contenia el inductor. Después de 40 dias de crecimiento en un invernadero,
se observé una reduccién de los efectos toxicos del metal pesado en las plantas en presencia de R.
eutropha MTB en el suelo (Figura 4B). Los experimentos control en suelos a los que no se les habia
afiadido Cd2" indicaron que la presencia de bacterias no alteraba el crecimiento de la planta (Figura
4A). Ademsds, se observé un efecto significativamente protector de la cepa de tipo silvestre R. eutropha
CH34. Probablemente, esto se debid a la capacidad inherente de acumulacién de metales pesados de
la cepa CH34 [Diels et al., (1995); Diels et al., (1999); Van Roy et al., (1997)]. Estas observaciones
fueron cuantificadas y confirmadas midiendo la biomasa de las plantas y el contenido de clorofila de las
hojas, para lo cual se homogeneizaron las hojas en acetona:agua (9:1) y se determiné la DO600 nm. El
coeficiente de extincién usado para la clorofila fue 34,5. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
1. Tomados en su conjunto, estos datos indican que la produccién de MTg sobre la superficie celular de
R. eutropha MTB aumenté la capacidad ya existente de inmovilizacion de metales pesados de esta cepa
bacteriana, a lo que sigui6 un mayor efecto protector sobre el crecimiento de N. bentamiana en suelos
contaminados.

TABLA 1
Efecto del CdCly y de R. eutropha sobre el crecimiento de N. bentamiana

Tratamiento del suelo Biomasa planta (g) Clorofila (mg/g)

Bacteria Cd

Ninguno Si 0,53 £+ 0,36 0,40 + 0,25
R. eutropha CH34 Si 1,29 + 0,39 0,81 £ 0,31
R. eutropha MTB Si 2,37 + 0,37 1,41 + 0,25
Ninguno No 17,65 + 2,05 2,22 + 0,10
R. eutropha CH34 | No 15,52 + 1,69 2,50 + 0,08
R. eutropha MTB No 14,55 + 2,37 2,38 + 0,05

En la Tabla 1 se recogen los valores medios de 4 experimentos independientes en el dia 55 posterior a
la germinacién de la planta. La biomasa indica el peso himedo de la parte aérea de la planta, en gramos.
El contenido en clorofila se indica como mg de pigmento por g de planta (peso himedo). En donde se
especifica, el suelo fue inoculado con 10® bacterias/g y suplementado o no con 150 pymoles de CdCly/kg.

Depdsito de microorganismos

Un cultivo de la cepa Ralstonia eutropha MTB ha sido depositado en la Coleccién Espanola de Cul-
tivos Tipos [CECT], con sede en Burjasot (Valencia), el dia 23 de Mayo de 2000, correspondiéndole el
numero de depdsito CECT5323.
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria con capacidad de unir metales pesados, caracterizada porque es una bacteria adap-
tada al suelo y resistente a metales pesados que contiene en su superficie, al menos, una proteina o una
secuencia peptidica con la capacidad de unir uno o mas metales pesados.

2. Bacteria segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados es una bacteria adaptada al suelo y resistente, de forma natural, a metales
pesados.

3. Bacteria segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados es una bacteria adaptada al suelo que ha adquirido la resistencia a metales
pesados mediante manipulacién genética de una bacteria que no es resistente, de forma natural, a metales
pesados, para introducir en ella un sistema capaz de inducir resistencia a metales pesados.

4. Bacteria segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados, es una bacteria Gram positiva.

5. Bacteria segin la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados, es una bacteria Gram negativa.

6. Bacteria segin la reivindicacién 5, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados, es una bacteria del género Ralstonia o Pseudomonas.

7. Bacteria segin la reivindicacién 6, caracterizada porque dicha bacteria adaptada al suelo y re-
sistente a metales pesados es la bacteria Ralstonia eutropha CH34.

8. Bacteria segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque dicho metal
pesado se selecciona entre Ag, As, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Te, T1, Sb, Se, Sn y Zn, sus
especies i6nicas correspondientes y sus mezclas.

9. Bacteria segtun la reivindicacién 8, caracterizada porque dicha proteina con capacidad de unir
uno o mas metales pesados es una metalotioneina.

10. Bacteria segun la reivindicacion 9, caracterizada porque dicha proteina con capacidad de unir
uno o mas metales pesados es la metalotioneina I de ratén.

11. Bacteria segun la reivindicaciéon 1, caracterizada porque la secuencia que codifica para dicha
proteina o una secuencia peptidica con capacidad de unir uno o mas metales pesados, que se expresa en
la superficie de la bacteria, se encuentra bajo el control de un promotor inducible.

12. Bacteria segun la reivindicaciéon 1, caracterizada porque la secuencia que codifica para dicha
proteina o una secuencia peptidica con capacidad de unir uno o mas metales pesados, que se expresa en
la superficie de la bacteria, se encuentra bajo el control de un promotor constitutivo.

13. Bacteria segun la reivindicacién 1, caracterizada porque el anclaje de dicha proteina o secuen-
cia peptidica con capacidad de unir uno o mas metales pesados sobre la membrana externa se realiza
mediante un sistema autotransportador.

14. Bacteria segun la reivindicacion 13, caracterizada porque dicho sistema autotransportador es la
proteasa IgA de Neisseria gonorrhoeae.

15. Bacteria segun la reivindicacion 1, caracterizada porque es Ralstonia eutropha MTB, depositada
en la CECT con el nimero de depdsito CECT5323.

16. Un método para recuperar un suelo contaminado por metales pesados que comprende poner en
contacto una cantidad eficaz para recuperar dicho suelo contaminado de, al menos, un cultivo de bacterias
con capacidad de unir uno o mas metales pesados, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, con el
suelo a recuperar.

17. Un método para tratar un efluente cargado con metales pesados, con el fin de reducir el contenido
en metales pesados en dicho efluente, que comprende poner en contacto una cantidad efectiva de, al
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menos, un cultivo de bacterias con capacidad de unir uno o mas metales pesados, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, con el efluente a tratar.

18. Un método para tratar un efluente cargado con metales pesados, con el fin de reducir su contenido
5 en metales pesados, comprende las etapas de:

(i)

(ii)
(iii)

matar bacterias con capacidad de unir uno o més metales pesados, segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 15, para obtener una biomasa no viable capaz de unir uno o mas metales pesados,

unir dicha biomasa a la superficie de un soporte sélido,

poner en contacto dicha superficie que tiene unida a la biomasa, con un efluente que contiene al
menos un metal pesado de manera que dicho metal pesado se una a dicha proteina o secuencia
peptidica capaz de unir a dicho metal pesado, y

retirar de dicho efluente el soporte que contiene unida a dicha biomasa.
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(D Int. CL7:  C12N 1/21, CO7K 14/825, CO2F 1/28

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A REN, L. et al. "Expression of the mouse metallothionein-I gene 1-18

conferring cadmiun resistance in a transgenic cyanobacterium”,
FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, 1998, Vol. 158, paginas 127-132.
Todo el documento.

A ERBE, J.L. et al. "Expression of mouse metallothioniein in the 1-18
cyanobacterium Synechococcus PCC7942”, JOURNAL OF INDUSTRIAL
MICROBIOLOGY, 1996, Vol. 17, paginas 41-46. Todo el documento.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacién de la solicitud
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