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Esta Congreso, rota bianualmente en diversos paises de gran desarrollo
cientifico. Retine a mis de 300 conferencistas de alto nivel cientifico
desde 1986.

Esta vez, el comité crganizador corresponde al Dr. Alain Filloux, del
laboratorio “Molecular Microblology and Patogénesis of Pseudomonas
aureginosa”, perteneclente al CNRS e R

Contenidos {
Sessions ;

Session 1: Genomics (Vicior de Lorenzo)
Session 2: Transport and secretion (Alain Filloux)
Session 3. Chemotaxis and Mobility {Reuben Ramphal) «
Session 4: Global gene regulation (Andrée Lazdunski) - o
Session 5: Physiology and Metabolic versatility (Juan Luis Rarnos)“

Session 6: Genetic adaptation (Maia Kivisaar)

Session 7: Biofilms and lifestyles {Soren Molin)

Session 8: Cystic Fibrosis (Sophie de Bentzmann}) oS
Session 9: Enzymes and bintransformations (Karl-Erich Jaeger) P
Session 10: Host-bacterium Interaction (Carol Bender) tbrig s
Session 11: Bacterial cell surface and resistance (Pierre Comelis)
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Difundir resultados experimentales obtenidos en una Pseudomonas
silvestre, aislada desde el Valle de Aconcagua-Chile, y que posee
capacidad de biodegradar el herbicida simazina.

2) Ampliar los conocimientos sobre mecanismos regulatorios en ofras
Pseudomonas degradadoras de compuestos xenobidticos.

3) Aumentar los conocimientos sobre factores que influyen en la aplicacién
bacteriana a ambientes contaminados con xenobibticos, desde una
perspectiva de biorremediacion.

4) Interaccionar cientificamente con pares cientificos de todo el mundo, en
términos de la versatilidad de aplicaciones de bacterias del género
Pseudomonas, con el fin de mejorar el desarrollo cientifico en Chile

Numero de asistentes: 498

Representacién por nationalidades

Presentadores: 64

Invitados: 43
Charlas cortas: 21

%30

Sex Ratio

Objetivo General

Evaluar la capacidad de degradar simazina por
Pseudomonas sp. P41 desde estudios de regulacién de
genes catabblicos.
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Objetivo General

Mandelbaum & 2f, 1993

Radosevich o af, 1995

Sttruthers er af, 1998
Yanse-Kontchou & Gschwand, 1995

Evaluar la capacidad de degradar simazina por
Pseudomonas sp. P41 desde estudios de regulaclén de
genes catabélicos.

Aislamiento se hacen usando el compuesto como Gnica fuente de N o C.

La influencia de 1a fuente de carbono es importante en mejorar cl use de la atrazina y
sus metabolitos como fuetttes de nitrdgeno.
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Catabolic gene detection in Pseudomonas sp. P41 HE

Pseudomonas sp. P41

ATZ genes
MW C ABCDEF
————————

- - atzA 527 pb
fourd - alzB 523 pb
Piaig 1: pd1 E - atzC 832 pb
= - atzD 572 pb
mu‘:-"q aelsion PROB=9%; E SAmETsm
\PRAT : -
S0 914 = ateF 302 po
DIST=1 29 =

PCR analysis with primers designed 10 amplify imtemal regions of atzA (A), atzB (B), atzC
(C), atzD (D), atzE (E) and atzF (F) in Pseudomonas ADP, A, (as positive control) and
Pseudomonas sp.P41, B. Values to the left of the gel indicate sizes for PCR products of
Pseudomonas sp. ADP.
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Culture media Minimal medium containing simazine as sole nitrogen
source was used (Mandelbaum, et al., 1893)

Regulacifn de 1a ruta de degradaci6n de simazina Pseudomonas sp. P41

1. Degradacién

2. Gene expresién

3. Ensayos de actividad
4. Anilisis de secuencias

5. Estabilidad de los genes catabélicos




1. Degradation

Growth conditions
N sources used as induction

NH, o
NH, -simazine] High nitrogen

NO,
NO, - simazine | Nitrogen limitation

Serine

Simazir]e . Metabolites
Cyanuric acid

Degradation of simazine after growth using
differents nitrogenated compounds

Fig. 1 Calibration curve
with simazine {225 nm).
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Resting cell assays of simazine degradation usiung Psewromonas sp. P41, The strain was
grown in different nitrogen sources as indution conditiuons.

RT-PCR of P41 grown in N sources

MM ADN P41 C  NH, NH,/Bim NO, NG3/8im Blm Acc

-1 -2 L -1 -2 1.1 .3 1 -1 -3

MM ADNP41 C  NH, NH,/8im NO, NO3{Sim Bim Acc
— -—
-1

MM ADN P41 C NH, NH,/Bim RO, NO3/8im Sim Acc
- -—
1 R o R o B g 2 atzC

RT-PCR of P41 grown in N sources } 4
atzD
MM ADN P41 16 < WH, NH,/Blm RO, NO3/8lm 8im Acc

1323 123 13 3

Procedure

1} Each reaction was realized using cDNA 20 cycles.
2) cDNA dilutions 1, 1/10 and 1/100 were carried out in each of treatments tested.

(numbers 1-3 in the picture).




B gal assays of P41

@ P41 pMPOI04 W P41 pMPO202 O P41 pMPO204
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NH4 NH4 / Sim NH4/Acc ACC Serina

Miiller units

Induction conditions

Intergenic region atzR- atzD

i

ADP-1 plasmid is sequenced (U66917)

Purified
Cloned
Secuenced

atz01 v atzD2 primer
F-GAGCAGGGTGAGACAGGCGGTGC-Y

S-CGATGGATCCCCAGGGCTGTGGC-3

Testing amplification conditions

PCR gradient: 65°C “annealing”

Recognition sites

Posible Posible
atzR sitio AtzR sitio NHrC Posible promotor o™ arzb
TGCACCANNNTGGTGCA TTGACANNNNANNNNNNNNNNNNTATAAT
GCAAGATOGGTGCCGGA AGOCGGCAGTCAAGT GUGCAGGGCGOCGTIAAGCT
CLITCTAGCCACGUCCTAL COGCCCTCAQTTCACGLGTCOCGUCGCAATTCGA
CGTTNNNNNCACGGT l TAATATNNANNNNNNNNRNNNNNNACAGTT
Posible promotor o™ | ‘ Posible promotor o’

Conclusiones E@

@ La degradacion de simazine is regulada
- Es inducida durante el crecimiento en simazine y acido
cianfirico
- Eg reprimida bajo dicién de nitrégenc abundante.
- Es derada te inducida d te e] creclmineto en nitrate.

Notar:
Suelos agricolas son ricos en nitrato debido a rutinas de fertilizacion.

*+ Los genes atzA, atzB y atzC son expresados
constitutivamente.

*+ La expression del operon atzD estd regulado por fuentes
de N.

Pseudomonas sp. P41 tiene un regulador (orf99) muy
simllar al atzR deacrito en Pseudomonas sp. ADP)

- Nitrogeno limitante induce atzR y éste la expresion del operdn.




Important factors in simozine studias 1 regulation E"@‘

Insertion
sequences a1 ¢
P AT A

Physical circular map of the catabolic plasmid pADP-1 from
Pseudomonas sp. strain ADP. (Ref. Martinez et al,, 2001),

Halo dissapared when Pseudomonas sp. P21 lost the atzA gen
Atz

Otros casos de regulacién

de compuestos xenobidticos

PstyA Degradacién de estireno —— Fuentes de carbono Estireno
styABCD
Alk Degradacién de alcanos —_— Fuentes de carbono Estireno

atzD Degradacién de atrazina —— F. Preferenciales de N Cianurico

La degradacién de metabolitos de estireno y del estireno en s, estan regulados
por un sistama de dos componentes llamado StySR, el cual funciona como
activador transcripcional de genes en Pseudomonas putida CA-3.

Este sistema funciona de manera similar a como funciona la regulacién de los
genes TodS y TutC para el catabolismo del tolueno en Pseudormonas putida F1 y
en Thauera sp. Cepa T1, respectivamente.

Ohtsubo, et aI (T ohoku Unwersrty Katahrra Sendal) demostraron que en
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