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Diversos compuestos organicos qé_erigen' biolégigo o de sintesis

i

.

son utilizados como fuente de carbong, nit‘rbf;é:{'o', azufre, fésforo y
= ' : : ~ i -

4 P

energia por los seres vivos, siendo .ybs"mi'crbérganismos los que mas
activamente participan en la mineralizacion de estos compuestos. La
revoiucién industrial de este siglo ha generado uﬁa gran cantidad de
productos de dificil metabolizacién, estas sustancias recalcitrantes
permanecen sobre la biosfera y constituyen una fuente importante de
polucion ambiental. La recalcitrancia de los compuestos sintéticos se
debe basicamente a la presencia de estructuras quimicas o de
sustituyentes que no sé encuentran en los productos naturales, de
manera que los sitios activos de las enzimas no han tenido tiempo
para evolucionary atacar estas nuevas estructuras. En algunos Casos,
muchos compuestos de sintesis son minaralizados por los seres vivos,
sin embargo algunos se consideran contaminantes ubicuos (Daglgy, '

1986), estos €5 debido a que Su velocidad de aporte a la biosfera es |

mayor que su velocidad de degradacion. Por estos motivos, en los

a cabo estudios sobre los-

gltimos afnos Se estan llevando
.
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microorganismos que pueden metabolizar compuestos de sintesis
tanto desde el punto de vista bioquimico, para conocer las rutas que

hacen posible estas complejas reacciones, como desde el punto de

vista genético, estudiando la estructura y funcionamiento de su

material genético, con objeto de acelerar en el laboratorio la evolucién
de rutas catabdlicas que permitan eliminar eficientemente los

compuestos recalcitrantes {(Ramos y Timmis, 1987b).

Pseudomonas putida

La familia de las pseudomonadéceas es un grupo taxondmico
muy heterogéneo que se caracteriza por ser bacterias gram negativas,
de forma bacilar, con uno o varios flagelos polares, que generaimente
no forman estructuras de resistencia, como por ejemplo esporas.
Estos microorganismos son ubicuos y se pueden aislar de habitats
muy variados como son suelos, sedimentos de rios y lagos, aguas
dulces y saladas, alimentos, etc. Las bacterias dei género
Pseudomonas son ademas aerobios estrictos generalimente, aunque
se han descrito anaerobios facultativos, Y exhiben una amplia
versatilidad fisiolégica (Palleroni, 1986). Quizas la propiedad
fisiolégica que estos ultimos afos ha despertado mas interés en la
comunidad cientifica, es la enorme capacidad de las bacterias de este
género para utilizar una amplia gama de compuestos orgénicos como

fuente de carbono; por ejemplo, es de destacar que P. cepaciae utiliza

més de 150 compuestos distintos como fuente de este elemento de

L]




unos 250 ensayados (Lessie y Gaffney, 1986), incluyendo
hidrocarburos arométicos y alifaticos, carbohidratos, aminas, amidas,
aminoacidos, etc. Otra caracteristica de este género es su capacidad
de interaccionar con otros organismos ya que aproximadamente dos
tercios de ias especies que lo componen tianen relaciones
parésito/huésped con plantas y animales, destacando entre estas
Gltimas la especie P. aeruginosa por ser un parasito oportunista del
hombre en situaciones extremas como quemaduras graves O
individuos con fibrosis cistica (Palleroni, 1986).

El cbjeto concreto de nuestro estudio es la especie Pseudomonas
putida y en concreto la cepa mt-2 portando el plasmido pWWO, una
bacteria cuyo hébitat natural es el suelo y que tiene la capacidad de
mineralizar hidrocarburos aromaticos como tolueno y xilenos, primero
hasta benzoato y toluatos, y posteriormente hasta CO, y H,0. P.
putida posee dos rutas de mineralizacién de tolueno. La primera de las
rutas tiene como primer enzima la tolueno dioxigenasa descrita por
Gibson y Subramanian (1984} que es de codificacién cromosémica.
Este enzima es cabaz de oxidar tolueno para producir 3-metilcatecol
(Figura 1). La otra ruia tiene como primer enzima la tolueno
monocxigenasa que sé encuentra codificada en los pladsmidos TOL.

Este enzima oxida tolueno, m- Y p-xileno a Sus correspondientes

alcoholes bencﬂicos (Figura 1). Posteriormente el alcohol bencilico es

secuencialmente oxidadop

ara producir catecol o los correspondientes

metilcatecoles.




P. putida puede metabolizar el catecol sin sustituir, bien a través

de una fisién orto 6 inradiélica que produce el 4cido cis,cis-mucénico

6, a través ae una fision meta 6 extradidlica que produce el
semialdehido de! dcido mucénico (Figura 1). Los metilcatecoles se
metabulizan, generalmente, a través de rutas meta, ya que la fisién
tipo orto suele conducir a la acumulacién de metil-lactonas que no son
metabolizables. El pladsmido TOL arquetipo pWWO codifica una ruta
para degradacién de toluenos con sustituciones alquilicas via

metilcatecoles que se degradan por una ruta tipo meta.

El plédsmido TOL pWWO

Los estudios de Worsey y Williams (1975) demostraron que la
capacidad de P. putida mt-2 (pWWO) para degradar m- y p-xileno, y
tolueno estaba codificada en el plasmido TOL pWWO. Estudios
posteriores extendieron esta observacién a otros plasmidos de P.
putida como por ejeimple pKJ1, pDK1, pWWS53, etc (ver Assindery
Williams, 1990, para una revision).

pWWO és un plasmido de 117 Kb, autotransmisible que
pertenece al grupo de incompatibilidad IncP9 y cuyo numero ae
copias es de 2 8 4 por céluia (Williams y Murray, 1974; Worsey Y
Williams, 1975). La Fiyura 2 muestra la estructura del plasmido

pWWO (Franklin et a8/, 1981: Lehrbach et &/, 1983; Williams y

Worsey, 1976).
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FIGURA 1. Oxidacibn inicial del tolueno Yy fisién del
anillo aroméitico del catecol en P. putida pWwo. la
oxidacién del tolueno (A) puede estar mediada por la
tolueno dioxigenasa (de codificacién cromosémica) para
generar j-metilcatecol O por la tolueno monooxigenasa
(de codificacién plasmidica) para generar al &cido
bencilico, el cual posteriormente  se€ oxida
secuencialmente hasta catecol. El anillo aromético del
catecol (B) se puede romper mediante la catecol 1,2-
dioxigenasa (cromosémica) para producir el &cido cis,

cis-mucénico (£isibn orto) o por 1la catecol 2,3-

dioxigenasa (plasmidica) que conduce a la produccidn

del semialdehido del &cido mucénico (£isibn meta) .
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FIGURA 2. Esguema del plasmido pWWo. Se representan
los fragmentos de los cortes con las enzimas ECORI Y
Xhol (el orden alfabético indica el tamafio de los
fragmentos en sentido decreciente), la posicién del
operébn upper, xylCMAB; la del operdén meta,
xylDLEQFJKIH, Y la de los genes reguladcres xylS Y
xylR. Las flechas que aparecen situadas en el exterior
del pléasmido indican la posicién Yy el sentido de
transcripcién de estos genes. También aparecen
jndicadas 1las localizaciones de los genes de
transposicién ¥ replicazién presentes en este

pléasmido.




La informacién necesaria para degradar tolueno requiere 23 Kb,

las cuales forman parte de un transposén de 56 Kb denominado
Tn4651 que su vez esté contenido dentro de otro transposén mayor
de un tamaio aproximado de 70 Kb denominado Tn4653 (Tsuda et
al., 1989). Ambos transpasones pertenecen al grupo de elementos
relacionados con Tn3 y la capacidad de cada transpos6n para
moverse depende de transposasas independientes, aunque utilizan la
misma resolvasa (Burlage et a/., 1989; Sinclair y Holloway, 1991;
Williams, 1981).

La informaci6n para la degradacion de los hidrocarburos
aromaticos esta estructurada en dos operones denofninados uppery
meta, que se trascriben en el mismo sentido y que estén separados
por 14 Kb. Al menos dos genes reguladores, xylS y xylR, estén
implicados en la expresion de estos operones. Estos dos genes
reguladores se encuentran en posicién 3’ respecto al operén meta,
pero no forman parte del mismo porque el gen que estad contiguo a
este operén, el gen xy/S, se transcribe en direccion opuesta a este
(Franklin et a/., 1983; Inouye et al., 198%). El promotor del gen xyiR,

Pr, es divergente respecto al de xylS, Ps, y estos promotores se

solapan parcialmente (Assinder y Williams, 1990; Holtel et al., 1990;

Holtel et al., 1991; Mermod, 1986a; Mermod et al., 1986b; 'nouye

et al., 1987a) (Figura 3).
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FIGURA 3. Ruta catabblica de xilenos Y toluenos
codificada por el plasmido TOL PWWO de la bacteria
Pseudomonas putida. Sobre las flechas se especifican
(mediante su letra correspondiente) los genes de los
operones upper Y meta que codifican las enzimas que

actuin en cada paso.




El operén upper codifica las enzimas para la conversion de

tolueno, m- y p-xileno, y m-etiltolueno en sus correspondiantes
alcoholes, aldehidos y acidos carboxilicos (Figura 3). Este operdn
consta de al menos 5 genes estructurales, xy/CMABN (Figura 3). Los
genes xy/MA codiiican la tolueno/xileno monooxigenasa, el gen xy/B
codifica la alcohol benzilico deshidrogenasa, el gen xy/C, la
benzaldehido deshidrogenusa, y el gen xy/M codifica un polipéptido de
52 kDa de funcién desconocida. Inmediatamente, en 3’ con respecto
al promotor de la ruta existe una fase de lectura abierta cuyo
producto génico no ha sido identificado aun (Harayama et al., 1990).

El operén meta codifica las enzimas que oxidan los derivados del
4cido benzoico (toluatos) hasta intermediarios del ciclo de Krebs
(Figuras 3 y 4). La degradacion de estos compuestos se realiza
mediante la oxidaci¢n y descarboxilacién del acido benzoico para
formar catecol (0 metilcatecoles) como intermediarios cuyos anillos
aromaticos son fisionados en posicion meta para producir
semialdehidos del &cido mucénico.

Estos semialdehidos pueden seguir dos rutas, a saber, si el
catecol a metabolizar no presenta ninguna sustitucion 6 tiene la

posicion para sustituida con un grupo alquilico, siguen la ruta del

-meti!
oxalocrotonato; pero si el compuesto 3 degradar es el m metilcatecol

sigue la ruta hidrolitica.
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R T0 R DHCDH R C230 R RCUC ! HOA RCH,CHO
xylXY2Z xylL wylE xylK

FIGURA 4. Bioguimica de 1la ruta catabblica meta
codificada por el plasmido TOL pWWo de P. putida. Bajo
las flechas se especifican las enzimas con Sus
jniciales: TO, toluato 1,2-dioxigenasa; DHCDH, 1,2-
dihidroxi-3,5—ciclohexadieno-l-carboxilato
deshidrogenasa; C230, catecol 2,3-dioxigenasa; 40T, 4-
oxalocrotonato tautomerasa; 40D, 4~-oxalocrotonato
descarboxilasa; HMSH, 2-hidrrximucénico semialdehido
hidrolasa; OEH, 2-oxopent-4-enolato hidratasa;y, HOA,
4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa.




Ambas rutas convergen en el 2-oxo-pent-4-enolato que

finalmente produce intermediarios anfibélicos que conducen al ciclo
de Krebs (Figura 4). Los genes identificados como pertenecientes a
este oper6n son xy/IXYZLTEGFJQKIH que codifican las enzimas
toluato 1,2-dioxigenasa (xy/XYZ, estos tres genes constituyen el
locus génico denominado xy/D, cada gen codifica una subunidad
distinta del enzima), 1,2-dihidroxi-3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato
deshidrogenasa (xy/L), catecol 2,3-dioxigenasa (xylE), 2-
hidroximucénico semialdehido deshidrogenasa (xy/G), 2-
hidroximucénico semialdehido hidrolasa (xy/F), 2-oxopent-4-enolato
hidratasa (xyA/), 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (xyiK), 4
oxalocrotonato descarboxilasa (xy/) y 4-oxalocrotcnato tautomerasa
(xy/H). Las funciones de 'a proteinas codificadas por los genes xyIT
y xy/Q no se condcen aun (Harayama et al., 1984, 1989 y 1990).

El tamafio de las proteinas reguladoras, XyIS y XyIR es de 36,5
y 68 kDa, respectivamente. Este tamafo se ha estimado utilizando
mini- y maxicélulas (Inouye et al., 1986; Mermod et al., 1987;
Spooner et al., 1986).

Los primeros trabajos genéticos para averiguar la regulacién de
estos operones sé realizaron mediante el aislamiento de un conjunto
de mutantes usando el transpos6n TnS. El estudio de estos mutantes
permitié determinar las bases de la regulacién de esta ruta. Se

observé que la deshidrogenasa del alcohol benzilico, enzima de la ruta

i i es
Uppe‘ no se induc‘a en plesenCIa de tolueno O X||enos en mutant
'

&
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d
e xylR pero si en mutantes de xy/S; mientras que con la enzima

catecol 2,3 dioxigenasa, codificada en el operér meta, ocurria lo
contrario, su actividad se inducia si se afiadian benzoatos en el medio
de cultivo en mutantes de xy/R pero no en mutantes de xvIS.
Ademés, en mutantes de xy/S se observé que los enzimas de la ruta
meta no- se inducfan con hidrocarburos, sugiriendo un papel
concertado de los reguladores XyIR y XyIS en la induccién de la ruta
con estos compuestos (Franklin et a/., 1981; Franklin et a/., 1983;
Inouye et al., © '~ . Recientemente se ha puesto de manifiesto que
el factor sigma Ntr,, (también denominada RpoN y factor o™, ver
Kustu et a/., 1989, para una revisi6n) se requiere para la expresion del
operon upper y del gen xylS (Inouye et al., 1987a; K aler et al.,
19L9; Ramos et al/., 1987a). En contraste, la expresién desde el
promotor de la ruta meta es independiente de NtrA (K&hler et al.,
1989: Ramos et al., 1987a). Asimismo, recientemente se ha
observado la participacion de una proteina accesoria denominada IHF
(Factor de Integracion de! Huésped) en la expresion del oper6én upper
(Abril et al., 1991; Inouye et al., 1990; de Lorenzo et al., 1991).
Se ha elaborado un modelo de regulacion para estos operones
teniendo en cuenta todos los datos procedentes de estudios
realizados sobre la expresion de estos genes, tanto en la bacteria

Pseudomonas putida usando el sistema sivestre y midiendo enzimas

de las rutas degradativas, Por ejemplo la alcohn! ‘benzilico

como en E. coli 6 P.

L]

deshidrogenasa Y la catecol 2,3 dioxigenasa,




putida, utilizando fusiones de los promotores a genes cuyos productos

génicos tienen actividades enziméaticas facilmente medibles por

ejemplo la B-galactosidasa codificada por el gen /acZ (Abril et al.,
1989; Inouye et al., 1986; Ramos et a/., 1985 y 1987a). El modelo
propuesto se representa en la Figura 5 y se resume a continuacion:

Tanto el gen xy/S como el gen xy/R son capaces de activar los
operones aunque estén situados en posicién trans. La regulacion
mediada por sus correspondientes proteinas se realiza a nivel
transcripcional.

La protefna XyIR estimula la transcripcion desde Pu, el promotor
de la ruta upper, en presencia del factor sigma NtrA y de una amplia
gama de efe~tores de dicho regulador (Ramos et al., 1987a).

El regulador XylS estimula la transcripcién desde Pm, el promotor
de la ruta meta. Cuando las células se cultivan en benzoatos, la
concentracién del regulador en la célula es baja, y parece requerir la
activacién de la proteina, mediada por el efector, en el proceso
(Franklin et a/., 1981; Inouye et al., 1983; Ramos et al., 1986).

En células cultivadas en hidrocarburos, la expresion del operén
meta es independiente de benzoato. En estas circustancias, XyIR
activado por sus efectores actua sobre Ps, el promotor del gen xy/S,
provocando un aumento de la transcripcion de este gen Y.

probatiemente, la hiperproduccién de la proteina Xy!S (Inouye et al.,

1987a; Rarnos et al., 1987a).
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Para explicar la transcripciéon de la ruta meta en ausencia de '

bgnzoatos se asume l|a existencia de dos formas de la proteina XylIS

que estarian en equilibrio, una activa y otra inactiva. El

desplazamiento del equilibrio hacia la forma activa estaria mediado por
los derivados del 4cido benzoico (Ramos et al., 1986). En ausencia de
efectores, aunque se mantendria el equilibrio, al hiperproducirse XylS,
se aumentaria la concentracion total de este regulador en la célula, y,
por tanto, la concentracién subtotal de la forma activa lo que
provocaria este efecto inductor sobre Pm (Inouye et al., 1987a;
Ramos et al., 1987).

Para compietar el esquema se ha observado una regulacién
interna de la ruta al actuar la proteina XylR como represor de su
propia sintesis al unirse a Pr, el promotor del gen xy/R (Abril, et al.,
1989: Inouye et al., 1987a).

Los promotores de estas rutas, Pu, Pm, Ps y Pr, se han
caracterizado con cierto detalle y todos ellos presentan zonas de
homologia con otros promotores de Pseudomonas. Pu y Ps exhiben
tres regiones de homologia, dos de las cuales son similares a {as de
los promotores regulados por NtrA. De hecho, estas dos regiones de
homologia se localizan una en posicion -12/-24 con respecto al punto
principal de iniciacién de la transcripcion, que corresponde al sitio de

unién de la proteina NtrA (Beynon et /., 1983; Dixon, 1986; Sasse-

Dwight y Gralla, 1988), y otra en la region de -50/-70 que es

el factor IHF cuya funcién es doblar la

homéloga al sitio de unién d

21




zon
ade ADN a la que se une y asi aproximar secuencias nucleotidicas

lejanas (Abril et a/., 1991; Holtel et a/., 1990; de Loreﬁzo et al

1991). Finalmente Pu y Ps presentan homologia en la regién de -100/

-200 donde se localizan al menos dos sitios de unién para XyIR y que

actuan de igual modo que los "enhancers"” de eucariotas (Abril et al.

1991; Gralla, 1991; Holtel et a/., 1990 y 1991; de Lorenzo et a/.,
1991).

Regulacién positiva

Aunque el primer modelo de control génico que se propuso
implicaba solo un mecanismo de represién sobre los promotores
celulares (Jacob y Monob, 1961), los estudios de Englesberg sobre
los genes del metabolismo de la L-arabinosa le hicieron proponer un
modelo de regulacién positiva sobre ¢l promotor P,,, a partir del cual
se transcriben los genes que codifican las enzimas de degradacion de
este glicido (Englesberg et al., 1965, Scheif, 1989). Actualmente se
conocen muchos sistemas genéticos que utilizan activadores para
controlar su expresion ¥ el estudio de estas proteinas reguladoras ha
conducido a postular su agrupaciéon en al menos tres familias
(Englesber y Wilcox, 1974, Raibaud y Schwartz, 1984, Adhya y
Garges, 1990). Hay una familia en la que las funciones de detector de

la sefal externa de control y de activador del promotor regulado, las

realizan dos proteinas distintas, los casos mas estudiados son los

avid et al., 1988). En las otras dos

pares NtrB/NtrC vy EnzV/OmpR (D
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familias hay una sola protelna que actua tanto como sensor como

activador, son los grupos que prese.itan homologfa con las proteinas
LysR y AraC/XylS (Henikoff et a/., 1988, Henikoff et a/., 1990,
Ramos et a/., 1990a, y Ramos et a/., 1990b). Es de destacar que, en
los reguladores del grupo de LysR el sitio de reconocimiento y unién
al ADN se localiza en la regién amino terminal, mientras que en la
familia de XyIS/AraC el sitio de unién al ADN parece localizarse en la

zona carboxilo terminal (Brunelle y Schieif, 1989; Ramos et &l.,

1990b).

Objetivos de este estudic

El objetivo de este estudio es profundizar en el conocimiento del
regulador positivo XylS. Para ello se ha utilizado un acercamiento
desde el punto de vista genético a las funciones de este regulador y
a si' mecanismo de accién. Se han examinado:

1.-La interaccién de los efectores con el regulador.

2.-Los dominios funcionales de! regulador y las interacciones
entre ellos.

3.-Laestructuradela proteina utilizando algoritmos disefiados por

diversos investigadores y su comparacién con otros reguladores.




MATERIALES Y METODOS




1.-CEPAS BACTERIANAS.

En esta seccién se describen las cepas bacterianus usadas en
este trabajo, mostrandose en la Tabla 1 la relacién de estirpes de
Escherichia coli. La unica cepa de Pseudomonas putida que se empled
fue la estirpe 2440, cuyo genotipo es hsdM*, hsdR (Franklin et al.,

1981).

2..CONSERVACI6N DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS.
La conservacién a corto plazo (un mes) se realizé en estrias en LB
sblido que se mantenian a 4°C, a medio plazo (seis meses), en

picaduras en LB s6lido, manteniéndose éstas a temperatura ambiente

y, a largo plazo, en 40 % de glicerol congelades a -20° y -70°C.




TA?L% 1. Cepas bacterianas de Escherichia coli
utilizadas en este trabajo.
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3.-MEDIOS DE CULTIVO.

El medio habitual de crecimiento tanto de las estirpes de

Escherichia coli como las de Pseudomonas putida fue el medio de

Luria-Bertani (LB) (Maniatis et al., 1982), cuya composicion es la

siguiente:

BACL.:iiiiiinvvsnsne, samss o dG
Bactotriptona.......ve....109
Extracto de levadura.......59
H,0 BRRGEA. s i iipnservinesell
Bacto-agar (medio sélido).15g

Para el aislamiento de fajos en medio liquido se utilizé el medio
2xYT (Maniatis et al., 1982) que consta de:

NaCl...................Sg
Bactotriptona.........169
Extracto de levadura..109
H,0 haSta..ceesecoseessll

Para el aislamiento de placas de fagos se utilizaron cajas de Petri

con medio H y agar blando (Maniatis et al., 1982). El medio H consta

de:
Bactotriptona.........10g
Nacl...................Bg
Bacto-agar............12g

H‘zo hasta..oo-...----..ll

de los fagos sobre el medio H

#

El agar blando para la siembra

contenia:




Bactotriptona.........10g

Nacl..... .Ill..lag
Bacto-agar........

O BEBER..ccivevininnall
Cuando se requiri6 medio minimo se us6 una modificacion del
medio M9 (Maniatis et a/., 1982), cuya composicién es la siguiente:
NaH,PO, . 7TH;0¢ e eevevesess6g
KHPO,. .. .. ciiiiciin
-1 o oh SRGE AR
BaCY..:: ¢ ciiiic e
MgSO,. 7H,0. ‘o e SRR
Solucién A9......0004.2,5nl
H,0 hasta.....ce00ee00.1l
La solucién A9 contiene por litro las siguientes sales:
HBOjeeoo s cesesssss30UNg
....50mg
MnCl,.4H,0. .00 --...30Mmg
COClyesecesessessss.200mg
CuCl,.2H0.ccceees.-.10Mg
NiCl,.6Hy0ucveeees.0.20mg
NaMoO,.2H,0. . ceeee...30m9

Como fuente de carbono sé utilizé glucosa (0,5 % p/v), benzoato

y 3-metilbenzoato, estos dos ultimos a concentracién 2 mM.

Todos los medios se esterilizaron en un autoclave a una

atmésfera de presion y 1°,5°C durante 20 minutos.




4.-ANTIBISTICOS.

Los antibiéticos se prepararon en soluciones 1.000 veces

concentradas en H,0 destilada o en etanol absoluto. Los primeros se
esterilizaron mediante filtraciéon utilizando filtros estériles cuyo
didmetro de poro era de 0,45 ym. Las cencentraciones finales en el
medio fueron para E. coli (ug/mil):

Ampicilina (Ap)eeceoccces
Kanamicina (Km)..
Tetraciclina (T¢).....
Cloranfenicol (Cm).cecocee
Estreptomicina (Sm)....

Acido nalidixico (Nal)

5.-.SOLUCIONES EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.

En esta seccién se recogen las soluciones utilizadas mas
frecuentemente en este trabajo y su correspondiente abreviatura con
objeto de facilitar la posterior lectura.

Acetato potasico pH 4,8: A 60 ml de acetato potasico 5 M se le
afiadieron 11,5 mi de 4cido acético glacial y 28,5 ml de agua
destilada. La solucién final tiene una cencentracién 5 M de acético y
3 M de potasio. El pH de la solucién se ajusta con 4cido clorhidrico.
La solucién es estable a 4°C.

ARNasa: Contiene 10 mg/ml de ribonucleasa A en TE. Para
contaminacién con nucleasas especificas dé ADN,

eliminar la posible

se dejé enfriar a temperatura

la solucion se hirvié 10 minutos,
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ambiente y alicuotas de 0,5 ml se almacenaron congeladas a -20°C

Las muestras congeladas son estables durante meses.

Benzoato y sus derivados: Todos los benzoatos usados en este
trabajo se prepararon en H,0 destilada a concentracién 0,5 M. Su
disolucién completa se consigui6 afiadiendo NaOH concentrado hasta
que el pH de la solucién final fue aproximadamente 9. Estos
compuestos se esterilizaron en el autoclave a una atmésfera de
presiéon y 115°C durante 20 minutos. Las soluciones estériles son
estables a 4°C durante meses.

Cloroformc-alcohol isoamilico: Se mezcla cloroformo y aicohol
isoamflico en una proporcién 24:1. La mezcla es estable a 4°C.

Fenol &cido: Los cristales de fenol se fundieron a 60°C y la
solucién se satur6 con tampén acetato potésico 50 mM, pH 4,8. La
solucién es estable a 4°C.

Fenol-cloroformo-a'zohol isoamilico: Los cristales de fenol se
fundieron a 60°C y se mezclaron con cloroformo y alcohol isoamilico
en proporcion 24:24:1-. La solucién se saturé con Tris-CIH 1 M, pH
8,0 y, cuando la fase acuosa alcanzaba este pH, ésta se sustituyo por
una solucién 10 mM de Tris-CiH pH 8,0 suplementado con 1 mM de
EDTA.Na, (TE). La solucién final se almacena a 4°C.

Solucién de Glucosa-Tris-EDTA (GTE): Contiene glucosa 50 mM;

EDTA.Na, 10 MMy Tris-HCI 25 mM pH 8,0. La solucion se esterilizo

en el autoclave a 115°C y 1 atmoésfera de presion dufante 20

sta solucion se suplementaba con lisozima, ésta se

minutos. Cuando e ;




afadia justo antes de empezar el experimento para alcanzar una

concentracién final de 4 mg/ml.

Soluci6n de isopropil 8-D-tiogalactopiranosido (IPTG): Contiene
100 mM de IPTG. Se esteriliza mediante filtracién a través de filtros
esteriles de 0,45 ym de didmetro de poro. Estable a -20°C.

Solucién de acetato potéasico y écido férmico (KAcF): Contiene
acetato potasico 3 M y &cido férmico 1,8 M. Se esterilizé en
autoclave en las mismas condiciones descritas anteriormente. Estable
a 4°C. .

Marcador de pesos moleculares para geles de agarosa (4,): Se
digirieron 160 y| de ADN del fago A (1 ug/ul) en un volumen de 200
il con el enzima de restriccion Hindlll 6 con Hindlll y EcoRl en el
tampén universal de restriccion (TAS, ver pagina 37). Después de 2
horas a 37°C el ADN se transfirié 5 minutos a un bafio a 65°C,
afiadiéndose 280 yl de TEy 120 p de tamp6n de carga para geles de
agarosa. Se almacen6 a 4°C.

Membranas de DEAE-celulosa activadas: Las membranas de
DEAE-celulosa (Schieichery Schuell, referencia NA-45) se cortaronen

trozos Je 1 cm?y se lavaronen EDTA.Na, 10 mM, pH 7,6 durante 10
. minutos. A continuaciéon, se enjuagaron varias veces con agua
destilada y se sumergieron durante § minutos en NaOH 0.5 M,

volviéndose a enjuagar con agua destilada. Las membranas activadas

se almacenaron en agua destilada a 4°C y eran estables durante

semanas.




Solucién de bromuro de alquiltrimetilamonio (MATAB): Contiene

2 mg/mi de MATAB en Tris-HC! 200 mM pH 8,0.

Solucién de hidréxido sédico y laurilsulfato sédico (NaOH/SDS):
Contiene NaOH 0,2 My SDS 1 % (p/v).

Soluci6n de o-nitrofenil-8-D-galactopiranésido (ONPG): Contiene
4 mg/ml de ONPG en tampén fosfato 100 mM, pH 7,0. Se almacené
a 4°C protegido de la luz.

Solucién de polietilenglicol y cloruro sédico (PEG/NaCl): Contiene
polietilenglicol 4.000 al 20 % (p/v) y NaCl 2,5 M. Se esteriliz6 en el
autoclave en las mismas condiciones descritas anteriormente y se
almacend a 4°C.

Solucién stock de acrilamida: Se preparé disolviendo 38 g de
acrilamida y 2 g de N,N’-metilenbisacrilamida en 100 ml de agua
destilada. La solucién se desionizé afiadiendo 5 g de amberlita,
agitandose durante 30 minutos. Finalmente la amberlita se eliminé por
filtracién. La solucién es estable a 4°C si se protege de la luz.

Solucién de acrilamida/urea para electroforesis desnaturalizantes:
Contiene 25,2 g de urea ultrapura, 9 ml de la solucién stock de
acrilamida, 6 ml de 10xTBE (ver pagina 37) y H,0 destilada hasta 60
ml. La solucién se calent6 a 37°C para favorecer la disolucion de la
urea. La polimerizacion de la acrilamida se obtuvo afiadiendo 300 4l
de persulfato aménico al 10 % (p/v) de preparacién extenporanea y

50 ul de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina).




Solucién de didesoxinuclestidos para secuenciar con Kienow: Se

utilizaron las mezclas comerciales "Deaza sequenciing mixes" de la
firma Pharmacia. Se almacenaron a -20°C.

Solucién de nucleétidos de elongacién de cadenas sencillas de
ADN para secuenciar con Klenow: Contiene 0,5 mM de cada uno de
los cuatro dNTPs (desoxinucleétidos). Guardar a -20°C.

Solucién de didesoxinucleétidos para secuenciar con T7
polimerasa:

a) Solucién de didesoxiguanina: deazadGTP
(deazadesoxiguanidin-5'-trifosfato)160uM; dATP(desoxiadenosin-5'-
wifosfato) 80 uM; dCTP (desoxicitosin-5'-trifosfato) 80 uM; dTTP
(desoxitimidin-5'-trifosfato) 80 uM; ddGTP (didesoxiguanidin-5’-
trifosfato) 1,6 M y NaCl 50 mM.

5! Solucién de didesoxiadenina: deazadGTP 1 60 uM; dATP 80
uM; dCTP 80 uM; dTTP 80 uM; ddATP 8 uM (didesoxiadenosin-5’-
trifosfato) y NaCl 50 mM.

c) Solucion de didesoxitimina: deazadGTP 160 uM; dATP 80
uM; dCTP 80 uM; dTTP 80 uM; ddTTP 8 uM (didesoxitimidin-5'-
trifosfato) y NaCl 50 mM.

d) Solucién de didesoxicitosina: deazadGTP 160 uM; dATP 80
uM; dCTP 80 uM; dTTP 80 uM; ddCTP 8 M (didesoxicitosin-5'-
trifosfato) y NaCl 50 mM.

Las soluciones son estables a 200




Solucion de nucleétidos de marcado para secuenciar con ADN
polimerasa del fago T7: Se prepara una solucién madre 5 veces
concentrada que contiene deazadGTP 15 yuM; dCTP 7,5 uM y ¢TTP
7,5 uM. Almacenar a -20°C.

Solucién de sacarosa-Tris-EDTA (STE): Contiene sacarosa al 16
% (p/v); EDTA.Na, 100 mM y Tris-HCI 100 mM, pH R,0.

Tampoén de cebacién (SSC): Se preparé una solucién 20 veces
concentrada que contenia NaCl 3 M vy citrato sédico 300 mM. La
solucién es estable a -20°C.

Solucién de Tris-EDTA (TE): Contenia Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 y
EDTA.Na, 1 mM. Se esterilizé en el autoclave en las condiciones
descritas anteriormente.

Tampé6n Z: Contiene Na,HPO, 0,06 M; NaH,PO, 0,04 M; KCI
0,01 M; MgSO, 0,001 My B—mercaptoetanpl 0,05 M. Almacenar a
4°C.

Tamp6n de muestra para geles de agarosa: Contiene glicerol al 30
% (p/v) y azul de bromofenol al 0,3 % (p/v).

Tampén Tris-Borato-EDTA (TBE): Se prepard una solucién madre
10 veces concentrada que contena por litro Tris 108 g; &cido borico
559y EDTA.Na,.2H,0 9,3 g. El pH final de la solucion era 8,2. La

eglucién se esterilizé6 en el autoclave en las condiciones descritas

anteriormente.

Tampbn Tris-Acetato-EDTA (TAE): Se prepard 10 veces

ontenia por litro: Tris 48,4 g: 4cido acético glacial

L

concentrado y C




11,4 mly EDTA 0,5 M, pH 8,0, 20 ml. El pH final de la solucién era

7,9. Esta solucién se esteriliz6 en el autoclave en las condiciones
descritas anteriormente.

Tampén universal para enzimas de restriccién (TAS): Contiene por
mililitro: 0,33 ml Tris-acetato 1 M, pH 7,9; 0,13 ml acetato potéasico
5M; 0,1 ml acetato magnésico 1 M; 0,05 ml DTT (ditiotreitol) 0,1 M
y 0,4 ml espermidina 0,1 M. Se almacené en alicuotas de 200 pl a
-20°C.

Tamp6n de elucién: Contiene NaCl 1 M; Tris-HCI 20 mM, pii £,0
y EDTA.Na, 0,1 M.

Tampo6n para fosfatasa alcalina: Contiene ZnCl, 1 mM; MgCl, 1
mM y Tris-HCI 10 mM, pH 8,3. Se almacené a 4°C.

Tamp6én de ligacién: Se prepar6 una solucion 10 veces
concentrada que contenia: 0,66 ml de Tris-CIH 1 M, pH 7,7%; 0,1 ml
de EDTA.Na, 0,1 M; 0,1 mi de MgCl, 1 M; 0,1 mide DTT 1 My 25
ul de ATP 40 mM. Alicuotas de 0,1 mi se almacenaron a -20°C.

Tamp6n de muestra para geles de secuenciar en acrilamida: A
100 ml de formamida desionizada COMO la soluci6n stock de
acrilamida (pégira 32), se le afiadieron 0,1 g de xilanilcianol; 0,1 @ de
azul de bromofenol y 4 mi de EDTA.Na, 0,5M pH 8,0. La solucién era
estable a 4°C.

Tamp6r. de Klenow: Se prepara una solucion 10 veces

concentrada que contenia: Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 Y MmgCl, 500

mM. Estable a -20°C.




Tam i
pPon de extensi6bn para la secuenciacion con la ADN

polimerasa del fago T7: Se i

prepar6 una solucién 5 veces concentrada
que contenia Tris-HCI 200 mM, pH 7,5; MgCl, 100 mM y NaCl 250
mM. Estable a -20°C.

Tampo6n para la ADN polinucleétidokinasa del fago T4: Se preparé
una soluciéon 10 veces concentrada que contenia Tris-HCl 500 mM
pH 7,5; MgCl, 100 nM y DTT 50 mM. Estable a -20°C.

Tamp6én de extensién para la mutagénesis dirigida: Contenia
HEPES 20C mM, pH 7,8; DTT 20 mM y MgCl, 100 mM. Estable a
-20°C.

Solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indoiii 8-D-galactopiranosido (X-
gal): Se prepar6 una solucion de X-gal al 2 % (p/v) en

dimetilformamida. Alicuotas de 1 ml se almacenaron a -20°C.

6.-ENSAYO ENZIMATICO DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA.

Tres mililitros de LB suplementados con los antibidticns
correspondientes se inocularon con la cepa de interés incubandose a
30°C durante 12-14 horas. Entonces, los cultivos se diluyeron 100
veces en 3 ml del mismo medio. Tras incubar de 4 a 6 horas, la
actividad B-galactosidasa se determiné en celulas permeabilizadas.
Para permeabilizar las células, a 0,5 ml del cuitivo se le afadieron 0,5
ml de MATAB, incubandose 20 minutos en hielo. Posteriormente, @

0,8 ml de tamp6n Z mantenido a 30°C se le afiadieron 0,1 ml de

eabilizadas y 1a reaccion se inicié afiadiendo 0,2 mi de

bacterias perm
*




ONPG, el sustrato de la enzima B-galactosidasa. Generalmente la

reaccion se detuvo 2 6 3 minutos mas tarde afiadiendo 2 ml de una
solucion 0,5 M de NaCO,. El o-nitrofeno!, producto resultante de la
hidr6lisis del ONPG, muestra un méximo de absorbancia a 420 nm.
Esta absorbancia se corrigi6 para la muestra de ensayo determinando
la turbidez a 550 nm. La actividad f-galactosidass se expresa en
unidades de Miller, 1972, de acuerdo con la siguiente formula:

DOgo=1,7 X DOss

unidades de ff-galatosidasas----=--==-==-==----- x 1000
t X V X DO

Donde t representa el tiempo de ensayo en minutos, v el volumen
de células permeabilizadas que se utiliz6 en el ensayo en mililitros,
DOgso €S la turbidez del cultivo utilizado para permeabilizar las células
y DO,z Y DOggo sON 12 absorbancia de la mezcla de reaccién a 420 y

550 nm, respectivamente.

7.-PLASMIDOS.
En esta seccion se describen los detalles més relevantes de los
plasmidos utilizados en este trabajo.
7.1. Plasmi r
n ADN para clonaci xnes posteriores.

pEMBLY: Es un derivado de pUC9 en el que sz cloné un

icaci , amp'
segmento que contiene e! origen de replicacion del fago F‘[ D




(Dente et a/., 1983). En este trabajo se usé como vector de clonacién

de alto nimero de copias (Figura 6).

PUC18/19: Son plésmidos disefiados para e! clonaje de ADN. La
diferencia entre ambos es que los sitios multiples de clonacién
("polilinkers") se orienten en sentido opuesto. Carecen del gen rop
que controla el numero de copias de los pldsmidos con el origen de
replicacién de pMB1, por lo que estan presentes en muy alto nimero
de copias (~ 200). Estos pldsmidos codifican 99 aminodcidos de la
regién amino terminal de la B-galactosidasa expresados desde P,
complementando la actividad B-galactosidasa en cepas que portan la
deleccién lacZAM15. Los pidsmidos recombinantes con inserciones
en el polilinker se reconocen en medio sélido LB suplementado con
IPTG y X-gal ya que las colonias que los portan permanecen blancas,
en contraste con las colonias que portan los vectores sin inserto nue
adquieren una coloracién azul, amp’ (Messing etal., 1983) (I v a 7).

pTZ218/19: Son plasmidos disefiados para el clonaje de ADN, la
secuenciacién de ADN con didesoxinucleétidos y la mutagénesis in
vitre con oligonucledtidos. F.st0s plésmidos se construyeron 3 partir
de pUC18/pUC19, portan el origen de replicacién del fago Flyla
secuencia que hibrida con los cebadores universales, directo y
reverso, que se utilizan en las reacciones de secuenciacion de ADN.
El nGmero de copias por célula es mayor de 200, amp' (Zoller y Smith,

1983). La seleccion de clones recombinantes se realiz6 como en

pUC18 y pUC19 (Figura 8).
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PMP220: Es un plasmido diseiiado para el clonaje de promotores,

su numero de copias es relativamente bajo (4 a 6 copias por célula).
Su origen ce replicacion se deriva del plasmido pRK2 y, por tanto,
pertenece al grupo de incompatibilidad P1 {IncP1). Este plasmido es
movilizable (mob*) pero no autotransmisible (tra), y codifica
resistencia a tetraciclina, tet’ {Spaink, resultados sin pubiicar) (Figura
9).

pKT231: Plasmido de amplio espectro de huésped que pertenece
al grupo de incompatibilidad P4 (IncP4). Es un derivado de pRSF1010,
su numero de copias por célula oscila entre 20 y 30, kan', str,
(Bagdasarian et al., 1981) (Figura 10).

pBR322: Vector de clonacién descrito por Bolivar et al., 1977. Su
ndmero de copias por célula oscila entre 20 y 50, amp’, tet' (Figura
11).

pNM185: Se construyo a partir de pKT231 clonando, en el sitio
BamHl, el gen xyIS en un fragmento Sau3A de 1,7Kb proceden’ge del
plasmido TOL pWWO. Contiene asimismo el promotor Pm en un
fragmento de 0,4 Kb en §' con respecto al gen de resistencia a
estreptomicina. Confiere resistencia a kanamicina, kan'. (Mermod et
al., 1986a).

pERD2: Derivado de pNM185 mediante mutagénesis con
etilmetanosulfonato, contiene el alelo xy/S2. (Ramos et al., 1986).

pERD352: Igual que el anterior pero con el alelo xy/S352« (Ramos

et al., 1986).
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PERD241: Igual que el anterior pero con el alelo xylS241. (Ramos

et al., 1986).

PERD12: Igual que el anterior pero con el alelo xy/S12. (Ramos

et al., 1990a).

pPERD13: lgual que el anterior pero con el alelo xy/S13. (Ramos

et al., 1990a).

pERD14: Igual que el anterior pero con el alelo xy/S14. (Ramos

et al., 1990a).

pERD254: Igual que el anterior pero con el alelo xy/S254. (Ramos
et al., 1990a).

pJLR156: Contiene un fragmento BamHI de 1,7Kb con el gen
xylS clonado en el sitio BamHi de pEMBL9Y, amp’. (Ramos et al.,
1987a).

pJLR101: Contiene el promotor del oper6n meta del plasmido
TOL (Pm) en un fragmento Pstl de 401 pb de pWWO en el sitio Pstl de
pEMBLY, amp’, (Ramos et al., 1986).

pJLR107: Derivado de pMD1405, vector de ensayo de
promotores (M. Drummond, datos sin publicar). Contiene el origen de
replicacion de pBR322 y una fusién del promotor Pm al gen lacZ
desprovisto de su promotor natural (Pm::fac2), amp'". (Ramos et al.,
1986).

pWWO: Plasmido TOL de Pseudomonas putida. IncP9, tol*, m-

+ s 4 2'
xileno*, 3-metilbenzoato . (Worsey y Willians, 1975) (kigura

pagina 14).
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pERDS: Clonaje del mutante constitutivo xylS32, obtenido por

mutagéenesis con NTG (N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina) en el sitio

BamH\ de pEMBL9Y (Zhou et a/., 1990). Este mutante contiene un

unico cambio en su secuencia nucleotidica con respecto a la
secuencia del alelo silvestre, el codén 229 cambia de AGC a ATC. En
la secuencia de aminoacidos correspondiente la serina 229 ha sido
sustituida por isoleucina.

pERDS: Igual que el anterior pero con el alelo xy/S52 (Zhou et al.,
1990). Lleva el cambio de GAT a GTT en el codén 274, lo que
produce en la proteina un cambio del aspartico 274 a valina.

7.2.-Plasmidos construidos en el curso de este trabajo.

pERD100: Es una fusion Pm::/acZ que se construy6 clonando un
fragmento Pstl de 401 pb proveniente de pJLR101 en el sitio Pstl de
pMP220, tet’, IncP1.

pERD803: Es un derivado de pKT231 con el fragmento que
codifica la zona amino terminal del alelo xy/S2 desde el sitio EcoR' al
sitio Ncol y el fragmento que codifica la zona carboxilo terminal de
xylS12 desde el sitio Ncol al sitio Hindlll. Los sitios EcoRi y Hindlll de
caua alelo se encuentran flanqueados por sitios BamHl que sé
utilizaron para el clonaje en el sitio BamHI| de pKT231, kan' . El alelo
mutante se dencmina xy/S803.

Los siguienie olasmidos se con~*ruyeron de manera similar y se

indica el urigen 0. las regiones amino Y carboxilo terminal.




pFRD804: Igual que el anterior con la regibn amino terminal de

xylS2 y la carboxilo terminal de xy/S14. El alelo m 'tante se denomina
xylS804.

PERD8O05: Igual que el anterior con Iz regién amino tcrminal de
AyIS2 y la carboxilo terminal de xy/S352. El alelo mutante se
denornira xy/S805.

pERD806: Igual que el anterior con la regién amino terminal d'
xylS2 y la carboxilo terminal de xy/S32. El alelo mutante se denomina
xylS806.

pERD807: Igua! que 2! anterior con la regién amino terminal de
xylS2 y la carboxilo terminal de xy/S52. Elale:  Jtaate se cenomina
xyiS807.

pERD808: Ig.al que el anterior con la regién amino terminal de
xylS13 y !a carbo) 0 terminal de xy/S12. El alelo mutante se
denomina xy/S808.

pERDSC Igual que el anterior con la regién amino terminal de
xylS13 y la carboxilo terminal de xy/S14. El alelo mutante se
denomina xy/S809.

pERD810: Igual que el anterior con la regién amino terminal de
xylS13 y la carboxilo terminal de xyl/S352. El alelo mutante se
denomina xy/S810.

pERD811: Igual que el anterior con la region amino terminal de

se
xylS13 y la carboxilo termina! de xy/S32. El alelo mutante

denomina xyl/S811.




PERD812: Igual que el anierior con la regién amino terminal de

xylS13 y la carboxiio terminal de xy/S52. El alelo mutante se

denomina xy/S812.
pERD813: Igual que el anterior con la regiér ¢ mino terminal de
xylS241 y la carhoxilo terminal de xy/S12. E! alelo mutante se
denomina xy/S813.
pERD814: Igual que el anterior con la regién amino terminal de
xylS241 y la carboxilo terminal de xy/S14. El alelo mutante se
denomina xy/S814.
pERD815: Igual que el anierior con la region amino terminal de
xylS241 vy la carboxilo terrainal de xy/S352. El alelo mutante se
denomina xy/S815.
pERD816: Igual que el anterior con la region amino terminal de

xylS241 y la carboxilo terminal de xy/S32. El alelo mutante se

denomina xy/S816.

pERD817: Igual que el anter or con la region amino terminal de

xylS241 y la carboxilo terminal de xyl/S52. El alelo mutante sé

denomira xy/S817.

pERD818: Derivado de pEMBL9 con xylS803 en el sitio BamH\,

amp'.

pERDb519: Igual que el anterior con xy/S804.

pERD820: lgual que e anterior con xy/S805.

pERD821: Igual que el anterior con xylS806.

pER0822: Igual que el anterior con xylS807. ,



PERD823: Igual que el anterior con xylS808.

PERD824: Igual que el anterior con xy/S809.

PERD825: Igual que el anterior con xy/S810.

PERD826: Igual que el anterior con xy/S811.

pERD827: Igual que el anterior con xy/S812.

pERD828: Igual que el anterior con xy/S813.

pERD829: Igual que el anterior con xy/S814.

pERD830: Igual que el anterior con xy/S815.

pERD831: Igual que el anterior con xy/S816.

pERD832: Igual que el anterior con xy/S817.

pERD833: Derivado de pKT231 con xy/S833 clonado en el sitio
BamH|, este alelo fue obtenido mediante mutagénesis dirigida con
oligonucleétidos (Tabla 2).

pERD834: Igual que el anterior con xylS834.

pERD835: Igual que el anterior con xy/S835.

pERD836: Igual que el anterior con xy/S836.

pERD837: Igual que el anterior con xy/S837.

pERD838: Igual que el anterior con xy/S838.

pERD839: Igual que el anterior con xy/S839.

pERD840: Igual que el anterior con xy/S840.

pERD841: Igual que el anterior con xy/S841.

pERD842: Igua! que el antarior con xy/S842.




TABLA 2 Secuencia nucleotidica de los

oligonucleétidos sintetizados para obtener mutantes en

los aminodcidos 41 y 45 del gen xylS.

Oligo- Secuencia de bascs Alelo de

nucleétido 5! =m==>31 xylS obtenido

RAM6 GGCAGGCAGCCTGCACC xylss33

RAM7 GGCAGGCGGGCTGCACC xyls834

RAMS GGCAGGCAAGCTGCACC xylss3s

CM100 AAGGGCGGGAGCCCGGCAGGC xyls836

CM101 AAGGGCGGGGGCCCGGCAGGC xyls837

CM102 AAGGGCGGGTGCCCGGCAGGC xyls83s

CM103 AAGGGCGGGCCCCCGGCAGGC xyls839

CM104 AAGGGCGGGCICCCGGCAGGC xylS840

“ CM105 CCGGCAGGCTGGCTGCACCAC xylisS84l

CM106 CCGGCAGGCAEGCTGCACCAC xylsSs42

LMW

ge indica el nombre dado en el grupo al
oligonucleétido sintetizado. En la secuencia
nucleétida se subraya el .nclebtide que da lugar al

cambio en el alelo mutante.




PERD843: Clonaje en el sitio BamHI de PKT231 de un mutante

de xy/S obtenido mediante mutagénesis con bisulfito en el sitio Ncol

(xy/S843) por la Dra L. Zhou en este laboratorio (Zhou et al., 1991).
PERD844: igual que el anterior con xy/S844.

PERD845: Igual que el anterior con xy/S845.

8.-PREPARACIONES DE PLASMIDOS A PEQUENA ESCALA.
l.as cepas que portaban el plasmido de interés se cultivaron a
30°C con agitaciéon durante 6-14 horas en medio LB supiementado
con los antibiéticos correspondientes. La preparacion de plaésmidos se
realizé de acuerdo con alguno de los siguientes métodos:
8.1.-Método alcalino.

Un mililitro y medio de cultivo se recogié por centrifugacion
(12.000 rpm, 1 minuto) en un tubo eppendorf. Tras eliminar el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 100 ul de GTE
suplementado con lisozima y, después de 5 minutos a temperatura
ambiente, se afadieron 200 i de NaOH/SDS, incub&ndose ias células
§ minutos en hielo para obtener lisis total. Posteriormente, se
afiadieron 150 u! de una solucién de acetato potasico, pH 4.8, se

gité vigorosamente 5 segundos con el tub s invertido y se mantuvo

la mezcla en hielo durante 5 minutos para neutralizar la mezcla

homogéneamente. Para eliminar los restos celulares, proteina y ADN

cromosémico, la mezcla se centrifugd 5 minutos a 12.000:rpm y el

ante se transfi-io a un tubo eppendorf al que se le afadieron

sobrenad




200 ul de fenol 4cido, tras agitar vigorosamente durante un mincto

las fases se separaron por centrifugacién (3 minutos a 12.000 rpm).
La fase acuosa se recogié y se le anadieron 200 ul de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, procediéndose como en el paso anterior
con fenol &cido. La fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo al que
se anadieron 0,8 mi de etanol absoluto. La mezcla se incub6 a -20°C
durante 30 minutos y se centrifugé 15 minutos a 12.000 rpm. El
sobrenadante se desech6 y el precipitado, conteniendo
mayoritariamente ADN plasmidico, se sec6 al vacio, resuspendiéndose
finaimente en 20 ul de TE.
8.2.-Método de hervido.

1,5 ml de cultivo se recogieron por centrifugacién como en el
apartado anterior, |as células se resuspendizron en 250 ul de STET
(mezcla de preparacion extemporanea de STE y Triton 10 % (piv)
1:1). Se afadieron entonces 25 ul de una solucién recien preparada
de lisozima (100 mg/ml) en TE. Tras ser incubadas 5 minutos &
temperatura ambiente, las muestras se hirvieron 1,5 minutos, se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 minutos y 200 4l del
sobrenadante resuliante, conteniendo mayoritariamente ADN
plasmidico, se transfirieron a otro tubo al que se le afiadieron 200 pl
de isopropanol. La mezcla se mantuvo 30 minutos a -2C°C,

centrifugdndose a 12.000 rpm durante 15 minutos. E! sobrenadante

se descarté y el precipitado sé sec6 al vacio. Finalmente, el ADN

plasmidico sé resuspendio en 400 ul de TE. Para eliminar la proteh:\a




contami nadi
nante se anadieron 200 ul de fenol-cloroformo-alcohal

isoamili i
flico y se procedié tal y como se ha descrito en el apartado

anterior.

9.-PREPARACIONES DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA.

9.1.-Método del cloruro de cesio.

Matraces de un litro de capacidad conteniendo 200 ml de LB
y los antibiéticos correspondientes se inocularon con la cepa de la
cual querfamos extraer el plasmido. Las bacterias se cultivaron
durante 10-24 horas a 30°C con agitacién. Las células se recogieron
por centrifugaciéon a 4.080g, durante 10 minutos, desechéandose el
sobrenadante. El sedimento constituido por células enteras Sse
resuspendié en 30 ml de GTE, afiadiéndose entonces 60 ml de una
mezcla recién preparada de NaOH/SDS, tras mezclar suavemente, la
preparacién se mantuvo en hielo 5 minutos. Se afadieron 45 ml de
KACF y tras mezclar invirtiendo el tubo desde el fondo a la boca
repetidas veces se mantuvo en hielo al menos 15 minutos. Esta
solucion, en la que eran visibles conglomerados, se centrif_go 15
minutos a 5.875g. El sobrenadante se filtré a través de un colador de
té metélico para retener pequefios grumosy se suplementé con 80 mi
de isopropanol (-20°C). Tras centrifugar 15 minutos a 13.218g, el

sobrenadante se desechd, drenandose el tubo, el cual se mantuvo

invertido hasta que el precipitado ¢parecia seco. El sedimento (ADN,

ARN Yy proteinas) se resuspendio en 10 ml de TE, entonces, se

-




anadieron 11 g de cloruro de cesio y 0,5 ml de una solucién de

bromuro de etidio en H,0 (10 mg/ml). Para eliminar la proteina que

aparecia en grumos con el bromuro de etidio, la muestra se centrifugé
15 minutos a 1.086g. El sobrenadante resultante se transfirié a un
tubo de ultracentrifuga y se sell6. La preparacién se centrifugéd
durante 40-48 horas a 40.000 rpm en un rotor Beckmann 50Ti
(67.000-145.000g) a 15°C con objeto de establecer un gradiente
isopicnico de cloruro de cesio. Tras .la centrifugacién los ADNs se
visualizaron utilizando luz ultravioleta de 300 nm. EI ADN
cromosémico aparece en forma de banda en la parte superior mientras
que el ADN plasmidico formd una banda a menor densidad en el
gradiente. El ADN plasmidico se extrajo utilizando una jeringa. Para
eliminar el bromuro de etidio de |a preparacion de ADN se afadié un
volumen de isopropanol al 80 % (v/v), se mezcld y se extrajo |a parte
superior en la que estaba el isopropanol con el bromuro de etidio, este
paso se repitié hasta que la fase acuosa 10 presentd coloracién. A la
tase acuosa conteniendo el ADN se le afiadieron 2 volumenes de agua
y 6 volimenes de etano! absoluto, incubandose 2 horas a -20°C. El
ADN se precipité por centrifugacion a 9.770g durante 15 minutos, el
preci, itado se secé al vacio y se disolvié en un volumen apropiado de

TE (entre 100 y 500 ul).

9.2.-Método rapido de preparacién a_gran escala.

Matraces de 250 mi de capacidad conteniendo 25 mi de LB maés los

aron con la estirpe de interés

antibig:icos correspondientes, € inocul
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y se incubaron durante 6-14 horas a 30°C con agitacion. Las células

Se recogieron por centrifugacién (5 minutos a 12.062g), vy, las
bacterias se resuspendieron en 1 ml de GTE suplementado con 4
mg/ml de lisozima. Después de 5 minutos a temperatura ambiente se
anadieron 2 ml de NaOH/SDS transfiriéndose la mezcla a un bafio de
hielo. Cinco minutos después se afiadieron 1,5 ml de KAcF, se mezclé
10 segundos vigorosamente y el tubo se transfirié de nuevo al bafio
de hielo durante al menos 5 minutos. La mezcla se centrifugé 15
minutos a 3.015g; al sobrenadante resultante se le afiadieron 8 mi de
isopropanol (-20°C) y se centrifugé durante 15 minutos a 9.770g. El
sobrenadante se decantd y el precipitado se secoy se resuspendié en
400 ul de TE, procediéndose con fenol como en las preparaciones a
pequefa escala. EI ADN plasmidico se precipité por contrifugacion
tras afiadir dos volumenes de etanol absoluto (-20°C). Finalmente, el

ADN precipitado se resuspendié en 50 ul de TE.

-0.-PREPARACION DE CELULLAS COMPETENTES

TRANSFORMACI6N DE Escherichia coli.

Las células de E. coli se transformaron mediante el método del
cloruro célcico descrito por Cohen et al., 1972. La cepa que se queria

transformar se cultivé en medio LB suplementado con lgs antibi6ticos

correpondientes durante 12-14 horas. 1 mi del cultivo se transfirié a

100 ml del mismo medic y las bacterias se cultivaron a 30°C con

que el cultivo alcanzé una fase de crecimiento

-

agitaciéon hasta




exponencial temprana (turbidez de 0,5 a 0,7 a 660 nm). Las células

se recogieron por centrifugacién a 4°C (12.062g, 5 minutos) y se

lavaron con CaCl,, 10 mM (4°C). Las bacterias se centrifugaron de

nuevo (12.062g, 5 minutos) y se siguieron dos procedimientos
distintos dependiendo del tiempo que transcurria hasta afadir el ADN
a transformar:

a) Si las células se utilizaban de 1 a 24 horas después de su
preparacién, éstas se resuspendian suavemente en 1 mi de CaCl,,
100 mM (4°C) y se repartian en alicuotas de 200 ul, conservandose
en un bafio con hielo. Tras una hora de incubaci6n, las céiulas
alcanzaban el estado de competencia.

b) Si las células se utilizaban hasta 6 meses después de su
preparacion, se resuspendianen 1 ml de CaCl, 100 mM suplementado
con 15 % (v/v) de gliceroi, se repartian en alicuotas de 200 ul y se
congelaban a -70°C.

Para transformar el ADN plzsmidico se afadia entre 1y 25 yl de
la solucion de ADN en TE (de 0,1 a 1 pg) a una alicuota de células
competentes, incubandose 45 minutos en hielo. Tras ello, las células
se sometieron a choque térmico (5 minutos a 37°C 6 2 minutos 3
42°C) y se transfirieron a un tubo de cultivo con 2 ml de LB sin
antibi6ticos, incubandose de 1 a 5 horas a 30°C en agitacion para
permitir 1a expresion ce l0s antibiéticos codificados por el plasmido

introducido. Alicuotas de 50 y 150 ul se sembraron en LB sélido




suplementado con los antibiéticos que permitian seleccionar las

células transformantes.

11.-TRANSFERENCIA DE ADN MEDIANTE CONJUGACI6N

BACTERIANA.

Esta técnica se utilizé para transferir plasmidos a P. putida (ver
Willetts y Wilkins, 1984, para una revisién). Se realizaron
conjugaciones triparentales del receptor (P. putida), la cepa donadora
portando un plasmido movilizable (mob*) no autotransferible (tra’) y
una cepa portando un pidsmido ayudador autotransferible (tra*) que
no se replica en P. putida y que es Capaz de mobilizar al plasmido
mob*, tra” de la cepa donadora. Aproximadamente 10® células de
cada una de las cepas bacterianas se mezclaron por centrifugacion y
se resuspendieronen £J-25 ul de LB, este volumen se Aepositd sobre
un filtro estéril de nitrocelulosa colocado sobre la superficie de una
placa LB sélido. Tras 12 a 14 horas a 30°C, las células presentes en
el filtro se resuspendieron en 10 m. de medio minimo sin fuente de
carbono, sembrandose al menos tres diluciones en medio sélido que

permitian seleccionar transconjugantes de la cepa receptora que

protasen €l plasmido mob* proveniente de la cepa donadora.

12.-RESTRICCIONES.
Las restricciones de ADN se realizaron en el tampon universal

35) o en los tampones

»

para enzimas de restriccion (pagina




suministrados por los fabricantes de las enzimas, generaimente

Boehringer-Manheim. Todas las restricciones se incubaron al menos

1 hora y 30 minutos a 37°C.

13.-DESFOSFORILACI6N DE ADN CON FOSFATASA ALCALINA.

El ADN ya cortado con restrictasas se suspendié en 30 ul de
tamp6n de desfosforilacién, afadiéndose 1 ul de fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (Boehringer-Manheim, 1 unidad/ul). Tras 30
minutos de incubacién a 37°C, se afadié6 1 ul de EGTA (acido
etilenglicol-bis-(8-amincetil eter) N,N,N’,N’-tetraacético) 0,5 M, pH
8,0 para detener la reaccién. Posteriormente, la solucién de ADN se
calenté 10 minutos a 60°C y se afadieron 170 ul de TE
procediéndose a realizar una extraccién con fenol-cloroformo-alcohol
isoamflico. El ADN en la fase acuosa se precipité por centrifugacion
tras afadir 400 ul de etanol absoluto (-20°C). El ADN precipitado se

resuspendié en 20 ul de TE.

14.-SEPARACI6N DE FRAGMENTOS DE ADN PCR ELECTROFORESIS
EN GELES DE AGAROSA.

ADN cortado con restrictasas se mezclé con la solucion de carga
(6:1 viv) y se deposit6 en los pocillos de un gel de agarosa 0.8 %

(p/v) en TBE 6 TAE, sumergido en una cubeta con el mismo tampon.

La separaciéon de fragmentos de ADN se realizo a 20-100 voltios. Los

' i [ i6n en una solucién
fragmentos de ADN se visualizaron tras incubac .
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con bromuro de etidio (10 ug/ml en agua, durante 10 minutos) y

exposicién del gel a luz ultravicleta (254 nm). La imagen se
impresion6 en una pelicula Polaroid 667. El tamafio de los fragmentos
se determiné utilizando como patrén los fragmentos del ADN del fago

Lambda cortados con el enzima de restriccién Hindlll 6 con ios

enzimas Hindlll y EcoRi.

15.-AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN EN MEMBRANAS DE
DEAE-CELULOSA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA.

Los fragmentos de ADN cortados se separaron
electroforéticamente en geles de agarosa de unos 2 cm de espesor.
Una vez localizado el fragmento de interés tras incubar en bromuro de
etidio y visualizarlo con luz ultravioleta, se colocé un trozo de
membrana de DEAE celulosa NA-45 activada justo delante de la
banda a extraer. Entonces se continud la electroforesis con objeto de
transferir el ADN a la membrana, una vez ligado éste a la membrana,
ésta se retir6 del gel, se limpié de restos de agarosa y se colocé en
un tubo eppendorf con 0,4 ml de tampén de elucién. El tubo se
incub6 durante 1-2 h a 68°C. La solucién de elucién con el ADN se
traté con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y a la fase acvosa libre
de restos de agarosz - le afiadio 1 ml de etanol absoluto (-20°C). La
mezcla se incub6 5 horas a -20°C y el ADN se precipité mediante

centrifugacion (12.000 rpm, 15 minutos). Tras drenar y ‘secar el




precipi‘ado al vacio, el ADN precipitado se resuspendi6 en 20 yl de
TE.

16.-LIGACIONFS DE ADN.

Los fragmentos de ADN cortados se mezclaron en una proporcion
vector/inserto de 1:3. Al volumen obtenido se le afadié6 TE hasta
alcanzar 17 pl, 2 yl de tamp6n de ligacién 10 veces concentrado y
yl de ligasa del fago T4 (Boehringer-Manheim, 1 unidad/ul). La mezcla
de reaccién se incub6 ce 8 a 14 horas a 10°C, si los extremos a unir

eran romos, 0 a 15°C si eran cohesivos

17.-SECUENCIACI6N DE ADN.

17.1.-Secuenciacién en cadena doble con el fragmento de

Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli.

La secuenciacion de ADN se llevé a cabo por el método de
terminacién de la extensién de calena por didesoxinucle6tidos
(Sanger et al., 1977), siguiendo basicamente la modificacién de la
técnica como |a describieron Hattori y Sakaki (1986). El gen a
secuenciar se cion6 en la orientacién correcta en pTZ19. El pldsmido
recombinante sé prepard a gran escala mediante el método del cloruro
de cesio 0 @ pequena escala mediante preparaciones alcalinas. Tras

sucesivas extracciones con feno|-cloroformo-alcohol isoamilico para

que el ADN quede libre de proteinas, éste se precipité con dos

ol absoluto (-2C°C) y un décimo de volumen de

volumenes de etan
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KACF. 5€ [
cF. El ADN se resuspendié en H,O bidestilada y el volumen se

ajusté de mane: que la concentraci6n fuese 2 ug en 18 ul. EI ADN
se desnaturalizé anadiendo a 18 ul de la suspensién antarior 2 i de
NaOH 2 N recién preparado. La desnaturalizacion completc se
consiguid dejando la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente: se
neutralizé anadiendo 2 ul de acetato aménico 2 M, .H 4,5 y, tras
incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se anadieron 75 ul de
etanol absoluto (-20°C) manteniéndose 15 minutos a -70°C. El ADN
se precipitdé por centrifugacion (15 minutos a 12.000 rpm), el
socbrenadante resultante de la centrifugacién se decanto, el tuho se
drend y el precipitado se sec6. Finalmente, el ADN desnaturalizado se
resuspendi6é en 30 yl de agua bidestilada.

A 3 ul de la preparacién oe ADN desnaturalizado se le
afadieron sucesivamente 1 ul del cebador unriversal para
secuenciacion (concentracion 2 yg/ml); 1,5 pl de tampdn concentrado
de Klenow y 6 ul de agua bidestilada. La muestra se calent6 15
minutos a 60°C y se dejo enfriar 15 minutos & temperatura ambiente.
En la pared del tubo eppendorf se Geposité 1 pl de *°S-0ATP
(desoxiadenosina 5'-(a-* 3)tiotrifosfato, sal trietilaménica; 10 mCi/ml)
y 0,5 pl del fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli, los
cuales se mezclarca por centrifugacion (1 segundo, '2.000 rpm).

Finalmente, se anadieron rapidamente 3 4| de soluci n de extensior

conteniendo didesoxinucleétidos premezclados como sé indica en ia

seccién 5. La reaccion de extension Sc realiz6 a 42°C durante .20




min : i inaci
utos; para evitar las terminaciones inespecificas se afadi6 1 uyl de

una mezcla de desoxinuclestidos a concentracién saturante (0,5 mM
de ca”a uno) y se incub6 de nuevo a 42°C durante 20 minutos. Las
muestras marcadas se pueden conservar hasta 24 horas a -20°C.
Justo antes de cargar el gel de secuenciacién a las muestras se les
anadieron 4 ul ael tamp6n de muestra y las mezclas se calentaron 3
minutos a 95°C para conseguir la separacién total de las cacenas.
Aproximadamente 3 pyl de cada reaccién se cargaron en geles de
secuenciacién y las cadenas con distinta extensién se separaron
mediante electroforesis a corriente fija (31 mA) y voltaje variable
(1.500 a 2.500 V). La separacién de fragmentos de distinto tamafio
ei. geles de 40 cm de longitud permitia leer entre 200 y 300 pares de
bases.
17.2.- enciacion caden ncill n_el fragmen

Klenow de la ADN polimerasa de E. coli.

17.2.1.-Preparacion de el fago auxiliar M13K07. Se extendié
una preparacion anterior de fago en medio s6lido 2xYT y, sobre él, se
sembr6 con agar blandn, 0,5 mi de un cultivo de JM101 6 71/18 con
una turbidez a 660 mayor de 0,8. Tras incubar durante 6-12 horas a
37°C, aparecieron calvas aisladas que se pasaron mediante una pipeta
pasteur estéril a 10 mi de medio liquido 2xYT. Este cultivo se incubd
entre 10y 14 ha 37°C con muy buena aireacién, centrifugdndose
repetidas veces (5 minutos a 12.062g) hasta eliminar todas las

es en el medio. El sobrenadante conteniendo los fagos

células present
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se recogid y se utiliz6 como fuente de fago ayudador durante un afio

aproxi i
proximadamente. Estas preparaciones presentaron: tulodel orden

de 5-10' unidades formadoras de placas/mil.

17.2.2.-Preparacion de cadenas sencillas del fragmento de
ADN a secuenciar. Basicamente se utiliz6 el protocolo descrito por
Maniatis et a/., 1982. E. coli 71/18 6 E. coli JIM101 conteniendo un
derivado de pTZ19, se cultivé a 37°C en medio liquido 2xYT
suplementado ccn 0,001 % (p/v) de tiamina y 150 wg/ml de
ampicilina hasta una turbidez de 0,5-0,8 a 660 nm. 2 ml de este
cultivo se transfirieron a matraces de 50 ml de capacidad y se
infectaron con el fago M13K07 con un factor de multiplicidad de
infecciéon de 10 (se asume que un cultivo de £. coli con una
D.0.460 = 1 cONntenia aproximadamente 8:108 células). Tras 5 minutos
a temperatura anihiente para facilitar la adsorcion del fago, el cultivo
se incubd a 37°C durante una hora con agitacién vigorosa (al menos
200 rpm en un incubador orbital modeio Gallemkam). 200 41 de las
células infectadas se transfirieron a un matraz de 100 mi de
capacidad conteniendo 5 ml de medio 2xYT y se cultivaron a 37°C
durante 14-18 horas. Alicuotas de 1,5 ml de los cultivos se
transfirieron a tubos eppendorfs y se centrifugaron 10 minutos a
12.000 rpm, los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos de

centrifuga repitiéndose la centrifugacion para evitar cualquier

contaminacién con células. A los altimos sobrenadantés se le

de PEG/NaCl, se mezclaron invirtiendo los tubos v,

afiadieron 200 ul




éstos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15-30 minutos

Las mezclas se centrifugaron 10 minutos a 12.000 rpm

descartandose los sobrenadantes. Los precipitados blanquecinos
conteniendo los fagos se resuspendieron en 100 4l de TE. Las

suspensiones se desproteinizaron tratdndolas varias veces con 100 ul

de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y, finalmente, a las

suspensiones de ADN se le afadieron 200 ul de etanol absoiuto
(-20°C) y 10 ul de KAcF. Tras incunar durante dos horas a -70°C los
ADNs se precipitaron por centrifugacion. Los precipitados se
resuspendieron en 50 ul de TE. En cada reaccién de secuenciacidn se
utilizaron 7,5 p! de una preparacién de ADN. El procedimiento de
dicha reaccion es idéntico al descrito anteriormente en la seccion
17.1 a partir de la adicién del cebador.
17.3.- nciacién en cadena dobl n ADN polimer

fago T7.

La preparacién del ADN y su desnaturalizacion es idéntica a
la descrita en la seccién 17.2; sin embargo, la cebacion se realizé de
la siguiente forma. A 5 ul de la preparacion de ADN desnaturalizado
se le anadieron 3 ul dC .abador universal y 2 ul de tampén de
extensién concentrado, la mezcla se calentd 2 minutos a 65°C, y se
dejé enfriar lentamente hasta temperatura ambiente, manteniéndose
al menos 30 minutos en dichas condiciones. La reaccion de extension
da por lo que se hicieron todos los pasos con celefidad. A

es muy rapi

ADN desnaturalizado con el

cada tubo conteniendo |a mezcla de
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cebador, se le afadieron en la pared 1 yl de DTT 100 mM. 2 Ul de la

mezcla de nucleétidos de extensidn (pégina 33) y 0,5 ul de *S-dATP.
Los tubos se centrifugaron para conseguir la mezcla (1 segundo,
12.000 rpm) y a continuacién se afiadieron 2 ul de ADN polimerasa
del fago T7 (13 unidades/ul) diluida un octavo en TE frio (esta
dilucion se realiza justo antes de iniciar la reaccién). La mezcla se
incubé 4 minutos a temperatura ambiente, y se repartieron en 4
alicuotas de 3,5 ul que se depositaron en 4 tubos precalentados a
37°C, cada uno de los cuales contenia 2 yl de cada una de las cuatro
mezclas de didesoxinucledtidos y desoxinucleétidos (pagina 33). Tras
incubar a 37°C durante 4 minutos la reaccién se detuvo mediante la
adicién de 4 ul de tamp6n de muestra para geles de acrilamida.
Entonces, las muestras se hirvieron para separar las cadenas y se
procedié a la separacién electroforética de los fragmentaos en geles de
poliacrilamida-urea; este procedimiento permitia leer en geles de 40

cm de longitud entre 300 y 400 pares de bases.

18.-PREPARACI6N DE OLIGONUCLEGTIDOS PARA LA REALIZACI6N
DE MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Los oligonucleétidos se sintetizaron en un sintetizador de
oligonucle6tidos (Applied Biosystem) en el laboratorio del Dr.
McCarthy durante mi estancia en el Centro Nacional de Biotecnologia

(GBF) en Braunschweig (Alemania), y se purificaron de acuerdo con

detallar recomendado por el fabricante del
.

el protocolo que pasaré a
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aparato. Al oligonucleétido sintetizado disuelto en 2 ml de hidréxido

aménico (33 %, v/v) se le afiadi6 1 ml de agua destilada. La muestra

se filtr6 a traves de una columna de purificacion del tipo

"Oligonucleotide Purification Cartridge” (Applied Biosystem)

preequilibrada con 6 ml de acetonitrilo {grado HPLC) y 5 ml de acetato
de trietilamina 2 M. Luego, se cargé la solucién con el oligonucleétido
y la columna se lavé utilizando secuencialmente 15 ml de hidréxido
aménico al 10 % (v/v), 10 ml de agua desionizada, 10 ml de &cido
trifluoroacético al 2 % (p/v), y 10 ml de agua desionizada.
Finalmente, el oligonucle6tido se eluyé con 3 ml de acetonitrilo y el
disolvente se eliminé utilizando un rotavapor. El sedimento
conteniendo el oligonucle6tido purificado se disolvié en 1 ml de agua
destilada y se determind su concentracién midiendo la densidad 6ptica
a 260 nm (D.0., =1 equivale a 50 g de ADN). La muestra es

estable a -20°C.

19.-MUTAGENESIS DIRIGIDA CON OLIGONUCLESTIDOS.
La mutagénesis dirigida de ADN con oligonucleétidos se realizé
siguiendo el protocolo descrito por Kunkel et al., 1987, con las

modificaciones de Victor de Lorenzo (comunicacion personal).

19.1.-Preparacion de cadenas sencillas de ADN gnriguggidgs en

Para preparar ADN de cadenas sencillas enriquecidas en

aron los derivados de pTZ19 portando el inserto

uracilo, s@ transform
L ]
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de interés en la orientacion correcta en la cepade £. coli CJ236. Esta

cepa presenta dos mutaciones: la mutacién dut, que produce una
deficiencia en la enzima desoxiuridin-5'-trifosfato fosfatasa, que
convierte el desoxiuridin-5'-trifosfato en desoxiuridin-5’-monofosfato,
con lo que se aumenta la concentracidn intracelular de desoxiuridin-
5'-trifosfato, y la mutacién ung, cuyo fenotipo es una deficiencia en
la enzima uracil-N-glicosidasa, la cual elimina los residuos de uracilos
que se incorporan por error al ADN., La cera con estas dos
mutaciones sintetiza ACN en el que algunas de sus desoxitimidinas se
encuentran sustituidas por desoxiuracilos. A 0,5 ml de un cultivo en
fase estacionaria de CJ236 con el derivado de pTZ19 se le anadiercn
10-50 u! de un preparado de M13K07 (concentracién aproximada
10" unidades formadoras de calvas/ml) y s€ incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos para facilitar la adsorcién d-! fago, luego,
se afadieron 15 ml de medio de cultivo 2xYT suplementado con 200
pg/mi de ampicilina. El cultivo se incub6 durante toda la noche a 37°C
con agitacién vigorcsa. La preparacioén de cadenas sencillas de ADN
se realiz6 como se ha descrito anteriormente en la seccion 17.2.2,
excepto que el paso de tratamiento con fenol se realiz6 como sigue:
primero se trataron las muestras dos veces con fenol &cido, al menos
4 veces con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y finalmente 3 veces

con cloroformo-alcohol isoamilico. Segun nuestra experiencia cuando

i icienci la
mejor es la eliminacion de proteina, mayor es la eficiencia de

mutagénesis posterior.




19.2.-Fosforilacién del oligonucleétido.

La fosforilacion del oligonucledtide utilizado para la

mutagénesis se realizé utilizando para cada reaccion: 2 yl de tamp6n

kinasa concentrado; 2 ul del oligonucleétido (aproximadamente 3C )
ng); 0,5 yl de ATP 0,1 M pH 7,0; 15,5 ul de H,0 destiladay 14 de
ADN-polinucleétido kinasa del fago T4. La reaccién se llev6ac:. oa
37°C durante 1 hora y se detuvo transfiriendo los tubos a «5°C
durante 10 minutos.

19.3.-Extension de las cadenas sencillas.

El oligonuc'26tido fosforiiado y complementario a la s ¢ denas
sencillas de ADN erriquecidas en desoxiuracilos se ul' :6 como
cebador. A cada mezcla de reaccion de fosforilac')n de los
oligonucleétidos se le afnadieron 3 4l de ADN de ce sena sencilla
enriquecida en desoxiuracilos (aproximadamente « ug) ¥ 1.3 pl de
SSC concentrado. Las mezclas se incubaro’ 2 minutos a 70°C y se
dejaron enfriar lentamente hasta tempera ura ambiente, los tubos se
transfirieron a un bafho con hielo y s mantuvieron durante 15
minutos. Para realizar las extensiones se 1nadio a cada mezcla: 10 yi
de tampodn de extension, 2 yl de una me cla equimolar de los cuatro
deoxinucledtidos a congentracién 25 mh , 1yl de ATPO,1 M, pH 7,0,
2,5 unidades de ADN polimerasa del fe 10 T4, 2 unidades de AQN
ligasa del fago T4 v agua bidestilada hi sta 100 ul. La mezcla de

reaécién se incubé 5 minutos 3 ), 5 minutes a temperatura

v ,i6n se detuvo con 6 i de EDTA

ambiente y 2 horas a 37°C. Lare
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C,25 M, pH 8,0. Para comprobar la extension, se cargd un gel de

agarosa con 10 ul de cada reaccién Y. tras la electroforesis con
bromuro de etidio (0,5 ug/ml) en TBE, se visualizé el ADN. Como
testigo de la extension, se utilizé una mezcla de reaccién en la que se
habia omitido el cebador. Generalmente, el ADN de cadena doble
aparece en una posicion retrasada con respecto al ADN de cadena
sencilla.

50 u! de las extensiones satisfactorias se transformaron en la
cepa dut®, ung® de E. coli 71/18, donde se favorece ei
mantenimiento de las cadena extendidas y, por tanto, portadoras de
las mutaciones deseadas. Las colonias aisladas de cada mutagénesis
se utilizaron para comprobar la mutacién introducida mediante

secuenciacion del ADN transformado.







1.-CARACTERIZACION DE MUTANTES PUNTUALES DE xyiS.
Previo al inicio de este trabajo, se habian aislado ocho mutantes
de xy/S (Ramos et al., 1986 y Ramos et a/., 1990a), los cuales se
seleccionaron en base a la capacidad Je la proteina reguladora
mutante de estimular la transcripcion desde el promotor de la ruta
meta (Pm), en presencia de derivados del &cido benzoico que no eran
efectores de la proteina silvestre. En la Tabla 3, se relacionan los

distintos alelos con el benzoato que se us6 para su seleccion.

13 nciacién de los mutan 1S.
La secuencia nucleotidica de las mutaciones xylS2, xylS4,
xylS241 y xylS352 era conocida (Ramos et al., 1986), y en este
trabajo se ha prccedido ala secuenciacion del resto de los mutantes,

utilizando el métods de ADN en cadena doble con el fragmento de

Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli descrito en 13 seccién 17.1

en Materiales y Métodos.




TABLA 3.

gen xyls.

Alelo

Mutaciones puntuales en distintos alelos del

NGmero

*

Cambio

perado de

aminoécido

Coddén Cambio es- Benzoato

usado en el

aislamiento

xyls2

AGG->ACG

Arg-->Thr

20H

xyls4

AGG->ACG

Arg-->Thr

4EB

xylsiz2

CGA->CTA

Arg-->Gly

2MeB

xv1513

CGC->CAC

Arg-->His

3MeB

xylS14

GAC->GTC

Asp-->Val

4MeB

xylS241

TGG->TTG

Trp-->Leu

2,4DMB

xylS254

CTC->TTC

Leu-->Phe

2,5DMB

xylS8352

Sse indican los alelos mutantes,

CCG->CGG

Pro-->Arg

los cambios

encontrados con respecto a la secuencia del gen xylS,

sus corres
de las proteinas mutantes Yy el derivad
pbenzoico que se ntilizd

Las abreviaturas usadas para
benzoatos
dimetilbenzoato; EB, etilbenzoato;

los

son:

DCB,

y OHB, hidroxibenzoato.

diclorobenzoato;
MeB, metoxibenzoato

pondientes cambios en la secuencia primaria
o del &cido
para su aislamiento.

los derivados de

DMB,




Para cada alelo mutante se secuenciaron 1.500 pares de

bases que incluian la secuencia completa que codifica el regulador

XylS. Para determinar la secuencia de los alelos mutantes, distintos
fragrmentos de éstos se clonaron en los pldsmidos pUC18 y pUC19.
Los fragmentos utilizados para secuenciar se generaron utilizando las
siguientes restrictasas: Sphl, Sphi-Hindlll, Bglll-BamHI, Bglil-Ncol,
EcoRI/-Ncol y Nco-Hindlll. La Figura 12 muestra el patrén de
restriccion del gen xy/S y la Figura 13 la estrategia utilizada en la
secuenciacién. Las Figuras 14 y 15 muestran respectivamente la
secuencia de nucledtidos del gen silvestre y de aminoécidos de la
proteina silvestre.

En la Tabla 3 se resumen los cambios encontracos en la
secuencia de ADN de los alelos mutantes y los cambios esperados en
las proteinas mutantes. Como se observa en esta tabla, en todos los
casos se encontraron mutaciones puntuales que cuando se traducian
daban lugar a cambios sencillos en la secuencia primaria de
aminoé4cidos de los reguladores mutantes.

Las secuencias nucleotidicas de los mutantes xy/S2 y xyl/S4,
eran idénticas a pesar de que en sus aislamientos se utilizé, 2-hidroxi-
y 4-etilbenzoato, respectivamente (Ramos et al., 1986 y 1987a). En

este trabajo se utilizé el alelo aislado como xylIS2.
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FIGURA 12. Patrén de restriccién del gen xyls. Se
representan las enzimas gque cortan dentro del
fragmento SaulllA de 1,7Kb que contiene el gen xylS.




FIGURA 13. Estrategia de clonacién para

secucnciacién del gen xylS y sus alelos mutantes. Se
rezpresentan los sitios de corte usados para subclonar
el gen xylS en puCc18/19. Las flechas indican la
extensién de los subclones Y la direccién de lectura
de bases de los mismos. Los sitios EcoRI y HindIII

pertenecen a los vectores de clonacién.




101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201

GATCCCCTTT
CTGGTGTTCT
TTTTGCTTGG
CAATGGGGGT
TGGCGCCTTT
GTGAACTATG
ACGCCGAGCC
CACTCTATTC
CAGAATCTTC
TGAGGGTAAT
CTCAAAGGCC
GCCGGGCGAA
ATTCAGAAGA
GATCGGGCAT
TTTCGCCGCG
TCGGGTTAGT
CAAGAGCACT
CAGCAATGTC
GAGTCGTTCA
CGGTTAGCGG
CGAGAAGCAT
TCGAAAGCAT
ATAACTGAGA
TGAAAACTAT
AATGCAAAAA

ATCCGCCAAT
CGCTTCTTAA
AAAAGTGG™C
AACCGTATAC
CTACATCACA
GATTTTTGCT
CTATGCAGTC
GCCTGRCCAA
GGATGCCTCG
CTCGCCTGGA
ATTGCCTGTG
CTATTGCTG
TTGCGAGAAA
GCAGTGACAA
CGACACAATC
TTGTGACGAA
ATGCGGGGAT
AGCCGTGAAA
ATTCATTGAG
AGCTGGCGAT
GCCGGCACCA
CCGCGCCTGC
TAGCCCTAGA
AGGAGCGCGT
GGAAGTGGCT

TCGTCGCCGA
AAAGAACGTC
ACTGATTGCA
GCATCACGTC
CCAAGCAGCC
TATTGAACGA
TCCGATTATG
GGGCGGGCGC
ACCTGTGTCG
TTAGAGACCT
GCGTGGCCAT
TCAATCCGGA
TTTATCGTTA
CAATTGGCAC
TCCAGCAACT
GCGGAACATA
CATCGCTTCC
TTTTCAGCAA
GAGAATCTCA
GATGAGTCCA
CGCCGAAGAA
TTGAACGATC
CTACGGCTTC
TCGGCGAGTT

TGCCCCGACA
TTCGTTCTGC
AMAAGGATGG
GAGATGCATT
CACATTAAAA
GAAAAGTCAG
TTAACCAGTA
CCGGCAGGCA
AATCAGCTAC
GTTATCATCT
GGCCAGGAGC
TGACCAAGCC
AATTGCCCTC
AAGCCGAGGG
CGATGGCTTT
CAAAGTCGAT
AAGCTGCTCG
AGGTAACCCG
AACGGAATAT
CGCTCGCTCT
CTACATCCGC
CCAGTGCCAA
TTACATTTGG
GCCTTCCGAC

GCACGAACTT
TTGGCGTTAT
CGCAACGTGG
TTCATCGACT
TAAGAGAACC
ATCTTCGTCC
TGTCGGTACG
GGCTGCACCA
GGCGGTAGCG
GCAAATAATA
ACTATTTTGC
GACCTGACCT
AGTGGTCCTT
AGGGTATCCG
ATCAATCTAC
GCCTCGGGTC
AAATGCTGGG
TCTTTCGAGC
CAGCCTTGAG
ACAATTTGTT
AACCGCAAGC
TGTGCGTAGT
GACGCTTCGC
ACCCTGCGTC

TGATTACGAA CGTAGCCGAA GAAGGG

FIGURA 1

plasmido pWWo0. La secuencia se determ

en tres laboratorios:

1987; Spooner et al.,
negrita correponden a la regién del
El codén ATG cCO
iniciacién de la traducciédn,
secuencia de Shine-Dalgarno,
parada de la traduccién se in

doble.
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Inouye et al., 1986 ;

1986. Los nucledtidos marcados en
promotor de xyls (Ps).
n subrayado doble
el cual estd precedido por una
subravada simple. EX codén de
dica también con subrayado

4. Secuencia primaria del alelo silvestre, xylS, del
indé independientemente
Mermod et al.,

indica el punto de




MDFCLLNEKS QIFVHAEPYA VSDYVNQYVG THSIRLPKGG RPAGRLHHRI

FGCLDLCRIS YGGSVRVISP GLETCYHLQI ILKGHCLWRG HGQEHYFAPG
ELLLLNPDDQ ADLTYSEDCE KFIVKLPSVV LDRACSDNNW HKPREGIRFA
ARHNLQQLDG FINLLGLVCD EAEHTKSMPR VQEHYAGIIA SKLLEMLGSN
VSREIFSKGN PSFERVVQFI EENLKRNISL ERLAELAMMS PRSLYNLFEK
HAGTTPKNYI RNRKLESIRA CLNDPSANVR SITEIALDYG FLHLGRFAEN

YRSAFGELPS DTLRQCKKEV A

FIGURA 15. Estructura primaria de la proteina XylS
codificada por pWW0. Para nombrar los aminodcidos se
ha utilizado el cédigo internacional que utiliza una
sola letra para cada aminodcido. La estructura
primaria se obtuvo traduciendo 1la secuencia de
nuc.eétidos del gen xylS tras analizar las posibles
fases de lectura abierta Yy el tamafio de la proteina
determinado por Inouye et al., 1986; Mermod et al.,
1987; Spooner et al., 1986).




Para denominar a las proteinas mutantes, se usé la siguiente

nomenclatura: se indica primero la proteina, XylS, seguida del
aminodacido cambiado que presenta y la posicién de dicho cambio: por
ejemplo, el alelo xy/S2 codifica la proteina XyISThr45, lo que indica

que la posicién 45 ha cambiado a Thr, en lugar de la Arg presente en

la secuencia silvestre.

1.2.-Perfil de efectores de las proteinas mutantes de XyIS.

Con objeto de deterniinar si el reconocimiento de nuevos
efectores por los mutantes de la proteina XylS conducia a una
alteracién de las interacciones reguladorlefectof, se determind el pérfil
de efectores de las proteinas mutantes mediante la capacidad de
éstas para estimular la transcripcién desde Pm utilizando fusiones
Pm::/acZ y midiendo actividad B-galactosidasa. La cepa de E. coli BK
pertando el plasmido pJLR107 (Pm::lac2) se transformé con los
plasmidos pERD2, pERD12, pERD13, pERD14, pERD241, pERD254
y pERD352, que codifican las proteinas XylSThr45, XyISGly152,
XylISHis41, XyISVal288, XylSLeu8E, XylSPhe155 y XyISArg256,
respectivamente. La actividad f-galactosidasa expresadadesde Pmse
determiné en ausencia y en presencia de 34 benzoatos que se
afadfan al medio de cultivo para alcanzar und concentracion final de
1 mM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Fn base a los perfiles ae efectores se distinguieron tres grupos

de mutantes. El primer grupo incluye un solo mutante, XylSThr45.
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Este mutante reconoce una gama de efectores mas amplia que la
proteina silvestre (Tabla 4). Por ejemplo, la proteina mutante reconoce
como efectores los siguientes benzoatos que no son reconocidos por
el regulador sivestre: 2,4-dimetil-; 4-etil-; 2,6-difluor-; 2- y 4-bromo-;
2- y 4-yodo-; 2-hidroxi-; 2-, 3- y 4-metoxibenzoato. Asimismo los
niveles de irduccién {medidos como proporcién de unidades B-
galactosidasa 2n presencia de los distintos benzoatos en el medio de
cultivo respecto al nivel basal) eran més altos que los mediados por
la proteina silvestre, incluyendo: benzoato; 2- y 4-metil-; 2-, 3- y 4-
fluor-: 4-cloro-; 3,4-dicloro- y 3-yodobenzoato.

El segundo grupo esté formado por el mutante XylISLeu88,
codificad2 por el alelo xy/S241. La principal caracteristica de este
mutante es su capacidad para mediar altos niveles de expresién desde
Pm en ausencia de efectores. De hecho, los niveles de expresion
basal mediados por XylSLeu88 en E. coli 5K (pJLR107) fueron de 6
a 8 veces mas altos que el nivel basal mostrado por el alelo silvestre,
xylS. Sin embargo es de interés sefalar que esta proteina estimulaba
niveles mas altos de transcripcion desde Pm, si al cultivo se afadia
benzoato 0 alguno de sus derivados como, por ejemplo, 2-metil-; 3,4-
dimetil- y 2-hidroxibenzoato. También, el 2,4-dimetilbenzoato,
compuesto utilizado para el aislamiento de este mutante, permitia

i i o+ : il-
incrementar 3 veces el nivel de expresion en la fusion Pm::/acZ 4-et

y 2 4-diclorobenzoato, que no son efectores de ia proteina silvetre,

eran efectores de XylSLeu88 (Tabla 4).




TABLA 4. Perfil de efectores del regulador XylS y sus

mutantes.

B-galactosidasa (nivel de induccién)
Pm::lacZ +

Proteinas mutantes

Efecto usgs 52 His Vv 88
Ninguno 1

e
1

11
7

3MB 15 19
4MB

2,3DMB
2,4DMB
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3,4DCB
3,5DCB
2BrB
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4BrB
2IB

Benzoato 10
2MB 2

=
o
|
|
|
[
wm
ol
W

wn

1
1
5
1
1
4
8
4
1

o ekl e e
0 T = I R

-
>
0 WP NN e

(=
fe
ury
o
[y
[ 8]

8]

(=)

W os e e e

(R T
& -

m »m L

1

]

-

-
{8 )

'—I
O I TR T T

bt i el e i

80




(6]

NN E B RN
NOW N =D

E. coli 5K con el plasmido pJLR107 (Pm::lacZ) se
transformdé con los siguientes derivados de pKT231:
pNM185, pERD2, pERD241, PpERD12, PpERD13, PpERD14,
pERD254 y pERD352, que portan los alelos que codifican
las proteinas: XylS, XylSThr45, XylSLeu88, XylSGlyl52,
XylSHis41, XylSval2s8s, XylSPhel55 y XylSArg256,
respectivamente. Las cepas resultantes se cultivaron
hasta fase exponencial tardia en LB con ampicilina y
kanamicina. Ulteriormente, los cultivos se diluyeron
100 veces en el mismo medioc suplementado 6 no con 1 nM
del benzoato que se indica y se incubaron 5 horas a
30°C con agitacién, ensaydndose entonces la actividad
B-galactosidasa como se ha descrito en .a seccién 1.6
de Materiales y Métodos. Los valores de actividad B-
galactosidasa representan el nimero de veces que la
actividad enzimitica fué mas alta (nivel de induccién)
que el valor basal (actividad en ausencia de efector).
Los valores basales fueron para XylS, Xy1lSThrd5,
XylSLeu8s8, Xy1SGly152, XylSHis41, XylSval2ss,
XylSPhe155 y XylSArg256 140, 280, 750, 260, 160, 145,
150 y 190 unidades de Miller, respectivamente. Las
abreviaturas usadas son: BrB, bromobenzoato; CB,
clorobenzoato; DCB, diclorobenzoato; DFB,
difluorbenzoato; DMB, dimetilbenzoato; EB,
etilbenzoato; FB, fluorbenzoato; IB, yodobenzoato; MB,
metilbenzoato; MeB, metoxibenzoato; Y. OHB,

hidroxibenzoato.




El tercer grupo de reguladores mutantes esta formado por las

proteinas XyISGly152, XyISHis41, XylSVal288, XyISPhe155 y

XyISArg256. Todas tienen un espectro de efectores relajado con
respecto al de la proteina silvestre, es decir, son capacez de estimular
la transcripciéon desde Pm en presencia de derivados de benzoato a los
que la proteina silvestre no reconoce como efectores, pero los niveles
de induccion fueron, en general, relativamente bajos con respecto a
los obtenidos con la proteina mutante componente del primer grupo,
XyISThr45.

El mutante XylSGly152 reconoce como efectores 2,4-dimetil-;
2- y 4-bromo- y 2-, 3- y 4-metoxibenzoato, compuestos que no son
efectores de la proteina silvestre. En constrate, esta proteina mutante
perdi6 la capacidad de reconocer 2-fluor- y 3,4-diclorobenzoato,
efectores del regulador silvestre, aunque conservaba la capacidad de-
reconocer otros efectores, por ejemplo 2-, 3- y 4-metilbenzoato.

El mutante XyISHis41 mostré niveles de induccién mayores
que la proteina silvestre con 3.metoxibenzoato pero perdi6 la
capacidad silvestre de inducir en presencia de 2- y 4-fluor-; 3,4-
dicloro- y 3-yodobenzoato, aunque conservaba la capacidad de
reconocer todos los monometilbenzoatos que eran efectores de XylS
(Tabla 4).

El mutante XylSVal288 present6 niveles de induccién mayores
s compuestos que se detallan 3 continuacion:

que el silvestre con lo

2,3, 2,4y 2,5-dimetil-; 2-, 3- y 4-fluor-; 3-cloro-; 4-bromo-; 3- ¥ 4-

.
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metoxibenzoato. Es de interés resaltar que los valores de induccién
con estos efectores fueron, en general, moderados, entre 2 y 9 veces
con respecto al nivel baszl. Los niveles de induccién con efectores
como 2-, 3- y 4-metilbenzoato fueron similares a los de XyIS.

El mutante XyISPhe155 presentaba niveles de activacién més
elevados que la proteina silvestre con 4-metil-; 2,4- y 2,5-dimetil-; 4-
cloro-; 2,4-dicioro-; 3-hidroxi- y 2-, 3- y 4-metoxibenzoato. Este
regulador, al igual que XylSGly152 y XylSHis41, ha perdido !a
capacidad de reconocer 3,4-diclorobenzoato como efector.

Por ultimo, el mutante XylSArg256 presentaba niveles de
induccién desde Pm més elevados que XylS cuando el medio de
cultivo se suplementaba con benzoatos disustituidos en las posiciones
3 y 5, tanto con grupos metilo como con 4tomos de cloro, aunque

perdi6 la capacidad de inducir Pm con 4-clorobenzoato como efector.

1-3--&15&@_@@@@&%&@4&5@4’&@%

r XyIS v los mutan ntuales: Cinéti in ion

Una caracteristica de la induccién mediada por XyIS activado
por sus efectores, s el largo periodo que se requiere para alcanzar los
niveles méaximos de expresion. Este efecto se habla observado
ensayando tanto actividades enzimaticas de la ruta meta del plasmido
TOL en P. putida -por ejemplo, actividad catecol 2,3 dioxigenasa-

como determinando actividad B-galactosidasa con fusiones Pm::lacZ,




con xy/S en cis o en trans, en P, putida y en E. coli (Mermod et al

1987, Ramos et a/., 1988 Abril et al., 1989),

Con objeto de estudiar la expresién desde Pm en el tiempo,
cultivos de £. co/i 5K (pJLR107) portando xy/S en pNM185 v las
alelos mutantes clonados en pKT231, se diluyeron 100 veces y, tras
anadir diversos anélogos de benzoatos a concentracién 1 mM,
se determind la variacién de los niveles de actividad g-galactosidasa
con el tiempo. Los resultados se muestran en la Figura 16.

La Figura 16 A muestra los resultados que se obtuvieron con
3-metilbenzoato, un efector comuin para la proteina silvestre y para
las mutantes. Se observoé que los distintos reguladores con 3-
metilbenzoato estimulaban la transcripcién desde Pm de manera
similar, alcanzandose los niveles méximos de actividad §-
galactosidasa tras 6 horas de induccion.

La Figura 16 B muestra un experimento similar salvo que se
utiliz6 como inductor el andlogo de benzoato con el que se habian
aislado los distintos mutantes. En la figura se observan dos tipos de
cinéticas de induccién. La induccién del mutante XylSThr45 por 2-
hidroxibenzoato que era similar a las observadas con 3-metilbenzoato,
y la de los otros mutantes con sus respectivos analogos (XylSLeu88
con 2,4-cimetilbenzoato; XylSGly152 con 2-metoxibenzoato;
XylSHis41con 3-metoxibenzoato; XylSVal288 con4-metoxibenzoato;

Xy!SPhe155 con 2 5-dimetilbenzoato y XyISArg256 con 3,5-

aso inicial de mas de una hora,

diclorobenzoato) que mostraban un retr e
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aunque los niveles maximos de induccién se alcanzaron también tras

6 horas de induccion.

1.4.-Afinidad aparente in vivo (K’,) de XvIS v sus mutantes por
benzoatos.

Aparentemente E. coli no posee un mecanismc de transporte
activo de benzoato o sus andlogos, sino que estos compuestos
alcanzan un equilibrio rapido entre sus concentraciones fueray dentro
de la célula, sugiriendo esto un mecanismo de difusidn facilitada
(Thayer y Wheelis, 1982, y Dr. S. Harayama, Universidad de Ginebra,
Suiza, comunicacién personal). Con esta premisa, se midié la
actividad g-galactosidosa de cultivos de E. coli 5K (pJLR107) con
el alelo xy/S silvestre y los distintos mutantes clonados en pKT231 a
diferentes concentraciones de los diversos benzoatos en el medio. La
Figura 17 muestra el comportamiento de los distintos alelos de xy/S
en presencia de distintas concentraciones de 3-metilbenzoato.

La representacion de los valores de actividad obtenidos, tanto
con la proteina silvestre como con las mutantes, se ajusta a una curva
de tipo hiperbélico. En el caso del regulador silvestre la induccion
semiméxima se alcanzaba a concentracién 350 uM (entre 325y 395
uM en 6 determinaciones independientes). La Figura 17 muestra los

resultados de uno de estos experimentos. Con benzoato, 2- y 4-metil-
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FIGURA 16. Expresién de actividad B-galactosidasa

desde Pm con el tiempo mediada por XylS y los mutantes
descritos en este capitulo con 3-metilbenzoato (A) y
con sus efectores especificos (B). E. coli 5K portando
el plasmido pJLR107 se transformé con derivados de
PKT231 que codifican para las proteinas Xyls (9),
XylSThr45 ([1), XylsGlyl52 (A), XylSHisd4l (@),
Xylsval2ss (M), XylSPhel55 (A) y XylSArg256 (+). Los
transformantes se cultivaron en LB suplementado con
ampicilina y kanamicina hasta fase logaritmica tardia.
Los cultivos se diluyeron 100 veces en el mismo medio
(tiempo 0) y se suplementaron con 1los distintos
benzoatos a concentracién 1mM. Los cultivos de 1la
Figura A se suplementaron con 3-metilbenzoato y los de
la Figura B con 2-hidroxibenzoato para XylSThr45; 2-
metoxibenzoato para XylSGlyl152; 3-metoxibenzoato para
XylSHis41; 4-metoxibenzoato para Xylsvalags; 2,5-
dimetilbenzoato para XylSPhel55 y 3,5-dimetilbenzoato
para XylSArg256. A los tiempos indicados, se midié la
actividad B-galactosidasa segGin el método descrito en
la seccién 1.6 de Materiales y Métodos. El 100 % de
actividad se considerd como el maximo de unidades de
Miller obtenido en cada caso.
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FIGURA 17. Efecto de 1la concentracién de 3-
metilbenzoato sobre la expresidn desde Pm por XylsS y
sus mutantes. E. coli 5K (pJLR107) portando derivados
de pKT231 que llevan los alelos xyls (©), xylS2 (0),
xylsi3 (a) Y xyls3s2 (@) se cultivé en LB con
ampicilina y kanamicina hasta fase Jogaritmica tardia.
La condiciones del ensayo fueron como en la leyenda de
1a Tabla 4, excepto que sélo se utilizé 3-
metilbenzoato a las concentaciones indicadas.




y 3-clorobenzoato se ohtuvieron resultados similares con activacion

sen.maxima a concentraciones de 350 (+40), 425 (+25), 550
(£55) y 360 (+30) uM, respectivamente (Tabla 5).

El mutante XyISThr45 mostraba mayor afinidad por benzoato
y ios derivados con un grupo retilo (2-, 3- ,y 4-metilbenzoato) que la
proteina silvestre XylIS. La K’, estimada reflej6 valores menores de 5
LM, lo que representa al menos 60 veces mas afinidad por estos
compuestos que el regulador silvestre. La Figura 17 muestra los
resultados obtenidos con 3-metilbenzoato. Los valores de K’, para 2-
hidroxi-, 4-etil- y 2,4-dimetilbenzoato, los cuales no son efectores de
la proteina silvestre, fueron =<5, 50 (x 20) y 150 (£ 30) uM,
respectivamente (Tabla 5).

El mutante XylSHis41 también presentaba mayor afinidad
aparente que la proteina silvestre XylS por 3-metilbenzoato
(aproximadamente 50 uM, que comparando con el valor de K’, del
silvestre, 350 M, indica un aumento de afinidad de unas 7 veces).
Cuando se estimé la afinidad aparente por 3-metoxibenzoato, el
compuesto von el que habfa sido seleccionado este mutante, S€
obtuvo un valor del orden de 1 a 2 mM (Tabla 5). Esta medida no
pudo ser mas precisa porque altas concentraciones de 3-
metoxibenzoato -0 de cualquier otro de los derivado del &cido

benzoico usados en esteé trabajo- eran toxicas para la bacteria y

P -
reducian considerablemente el crecimiento bacteriano; asi, por




TAB " ini
LA 5. Constante de afinidad aparente de XyIS y sus mutantes por

benzoatos.

M

XyISThedS XylSGly152 i
XylSHis41 XyiSVai288 X
8 yiSPhe155 XyiSArg256

1-21¢°
23 10

1-2 10°

-

Las condiciones para la estimacién de la K’, (uM)
fuerca las descritas en la leyenda de la Tabla 4 ¥ la
Figura 17, excepto gue se utilizaron los benzoatos
indicados en la tabla.

* indica que el compuesto no es efector de la proteina

silvestre
-= jindica valor no determinado




ejemplo, j
Jemplo, a concentracién 2 mM de 3-metoxibenzoato la turbidez del

cultivo bacteriano, medida a 660 nm, era del orden del 50 % de la
medida en ausencia del andlogo de benzoato.

Los mutantes XylSVal288 y XyiSPhe155 mostraron valores
de afinidad aparente por 3-metilbenzoato similares a los valores
obtenidos con la proteina silvestre, e el intervalo de 250 a 350 uM.
En contraste, los mutantes XylSGly152 y XylSArg256 mostraron
valores de K’, para 3-metilbenzoato en el intervalo de 1 a 2 mM. Para
estos cuatro mutantes se estimé la K’, con el benzoato que se us6
durante su aislamiento, 4-metoxibenzoato para XylSVal288; 2,5-
dimetilbenzoato para XylSPhe155; 2-metoxibenzoato para
XylSGly152 y 3.5-diclorobenzoato para XylSArg256, obteniéndose
valores de K’, que estaban en el orden de milimolar (Tabla 5). Como
se ha indicado antes, estos valores no se pudieron precisar debido al
efecto téxico de los benzoatos 3 altas concentraciones sobre el

crecimiento bacteriano.

| numer
resién Pm.
Estudios previos (Mermod et al., 1987; Ramos et al., 19873;
Inouye et al., 1987 y Ramos et al., 1990a), sugerian que un aumento

en la expresion del gen xylS, bien debido a la clonacién - n un vector

de alto nimero de copias 0 a su expresion desde el promotor sintético

ccién de la proteina X IS,
Precr S€ traducia en un aumento de la produ p yiS
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lo cual a su vez permitia expresién desde Pm en ausencia de

efectores. El alelo silvestre xylS se clon6 en pEMBLS

(aproximadamente 100 copias por célula) y se transformé en la cepa
de E. coli 5K (pERD100). La actividad §-galactosidasa expresada en
la fusién Pm::/acZ se determin6 en presencia y ausencia de 3-
metilbenzoato en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos
mostraban expresién constitutiva a partir de Pm en ausencia de
efectores, estos niveles de actividad B-galactosidasa fueron del orden
de 10 veces superiores a los determinados con la misma fusién y el
gen xyiS clonade en pKT231 (20 copias por célula). Se observo,
ademds, que en presencia de 3-metilbenzoato, el nivel de expresion
desde Pm s6lo aumentaba unas dos veces sobre el nivel basal (Tabla
6).

Los mutantes de xy/S también se clonaron en pEMBL9 y, tras
transformar la cepa E. coli 5K (pERD100) con los plasmidos
recombinantes, se determiné el nivel de actividad B-galactosidasa en
presencia y en ausencia de 3-metilbenzoato. Los resultados se
muestran en la Tabla 6.

r' afecto multicopia con los alelos xylS2, xylS12, xylS241 y
xy/S254 era muy similar al mostrado por el alelo silvestre. Por el
contrario, con el alelo mutante xy/S13 se observé que |la
hiperproduccién de la proteina XyISHis41 conducfa a un incremento

muy notable del nivel de expresién de la actividad basal 5

es 3-4 veces mas alta que

galactosidasa expresada desde Pm, esto
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la actividad mediada por el alelo silvestre en multicopia en ausencia

de efectores y del orden de 50 veces mé&s alta que la actividad
mediada por XylS 6 XyISHis41 en bajo nimero de copias. Con los
alelos mutantes xy/S14 y xy/S352 en multicopia se observé un menor
aumento de actividad B-galactosidasa expresada desde Pm. Las
proteinas XylSVal288 y XyISArg256 solo produjeron un aumento de
3 a 4 veces con respecto a la actividad mediada por la proteina XyIS
expresada a partir del alelo silvestre clonado en un vector de bajo
nimero ce copias. Es de interés senalar que todos los alelos mutantes
en multicopia produjeron un ligero aumento de actividad pB-
galactosidasa expresada desde Pm cuando el 3-metilbenzoato se
afadfa al medio de cultivo, excepto con xy/S352 que en presencia de

este compuesto medié una bajada del nivel de actividad.




TABLA 6. Efecto multicopia de

xylS y sus mutantes

sobre la expresién desde Pm.

Actividad f-gal

(unidades)

t:laczZ + Reg’ulador

Testigo

pKT231: :xylS Silvestra

pEMBLY: : xylS Silvestre

pEMBLY: :xylS2 XylSThr45

pEMBL9: :xylS12 XylSGlyl52
pEMBL9: :xylS13 XylSHis41

pEMBLY: : xylS14 Xylsvalass
pEMBL9: : xyl5241 XylSLeu88

pEMBLY: : xyl1S254 XylSPhel55
PEMBL9: : xy15352 Xy1lSArg256

E. coli 5K (pERD100) con el alelo silvestre
clonado en pXT231 y PEMBLY Y los alelos mutantes
clonados en PpEMBL9, se cultivaron hasta fase
logaritmica tardia en medio LB suplementado con los
respectivos antibiéticos. Los cultivos se diluyeron
100 veces en el mismo medio y se cultivaron durante 5
horas en presencia (+) y en ausencia (-) de 1mM de 3-
metilbenzoato. La actividad f-galactosidasa se
determiné segin el procedimiento descrito en el
apartado 1.6 de Materiales y Métodos.




2.-MUTA xyl XHIBEN M

PUNTUALES.

Con objeto de profundizar en la organizacién de los dominios
funcionales de la proteina XyIS, se decidi6 construir mutantes del
regulador que portasen dos mutaciones puntuales, una en el extremo
carboxilo terminal y otra en el amino terminal. Con esta estrategia, se
pretendia establecer si existla dominancia intralélica y si existian

interacciones entre las dos zonas de la proteina (Michén et a/., 1991).

2.1.-Construccién in vitr mutan | xylS.

La estrategia para combinar en un mismo alelo mutaciones en
las zona amino y carboxilo terminal se basa en la existencia de un
sitio de restriccion gnico para el enzima Ncol en la posicién 527 del
gen xy/S. El mapa de restriccion de xy/S se muestra en la Figura 12
(pagina 74). Los alelos utilizados para obtener los dobles mutantes
13, xylS241, xylS1 2, xylS14, xylS352, de'scritos

fueron xy/S2, xylS

en el apartado anterior y los mutantes xy/S32 Y xylS52 aislados por
(]
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la Dra. Luming Zhou en este laboratorio y descritos en Zhou et a/

1990.

Los niveles de induccién desde Pm mediados por XyiSlie229
y XylSVal274, codificadas por xy/S32 y xyIS52, respectivamente,
fueron determinados por L. Zhou y se presentan en la Tabla 7. Es de
interés senalar que ambos mutantes inducen altos niveles de
expresiéon desde Pm en ausencia de efectores, y que estos niveles se
incrementaron cuando a los cultivos se le afadian una amplia gama
de benzoatos (Tabia 7).

Para la construccién de los dobles mutantes, los &iferentes
alelos de xy/S que portaban las mutaciones puntuales se clonaron en
el plasmido pEMBLY, de forma que la orientacién del gen era con el
extremo 5’ préximo al sitio EcoRl de pEMBLY y el extremo 3’ préximo
al sitio Hindlll. Los plasmidos donadores de la mutacién en el extremo
amino terminal se cortaron con dos restrictasas: Ncol que cortaba
dentro del gen y Hindill que cortaba en el vector de clonacion fuera
del alelo xy/S. Los dos fragmentos resultantes (0,55 y 5,25 Kb) se
separaron en geles de agarosa’y el fragmento menor se aislé como se
ha descrito en la seccion 15 de Materiales y Métodos. En el caso de
los plasmidos donadores del extremo carboxilo terminal se siguid el
mismo procedimiento pero sé aislaron los fragmentos mayores e
5,25 Kb). Posteriormente sé combinaron los distintos fragmentos para

#

generar dobles mutantes mediante ligacién in vitro.




TABLA 7. Perfiles de induccién de los mutantes xylS32
Yy xylSs2.

B-galactosidasa (Unidades)

Efector ttlacz +

XylSIle229 XylSval274

Ninguno 1540 1550

2MB 7680 4470

3MB 6730 5630

4MB 8170 4775
Benzoato 4385 4725
2,4DMB 5852 3343
2,5DMB 7056 5154
2,6DMB 3097 1392

La actividad f-galactosidasa se determiné en las
condiciones descritas en la Tabla 4 excepto que se
utilizé E. coli 5K (pERD100) transformada con pERD32
y PERD52, que codifican las proteinas XylSIle229 Yy
Xylsval274, respectivamente (zZhou et al., 1990) . Los
valores indicados son unidades de Miller. 1Las
abreviaturas usadas para los benzoatos son las de la

Tabla 4.




La Figura 18 muestra la construccién de uno de estos alelos

y la Tabla 8 resume las distintas combinaciones obtenidas. Los

plasmidos resultantes se transformaron en la cepa de E. coli 71/18 y

a partir de las colonias resultantes se aisl6 ADN plasmidico. Este ADN
se corté con diversas restrictasas, Bg/l, BamH\, BstE\l, Ncol, etc, para

comprobar que el patrén de corte era correcto.

2.2.-Perfil de efectores de los mutantes dobles de xviS.

Con objeto de determinar el perfil de los dobles mutantes y
dado que el gen xy/S en multicopia presenta expresion constitutiva
desde Pm, se procedi6 a subclonar los alelos mutantes en un plasmido
de bajo numero de copias como pKT231. Para ello, a partir de los
derivados de pEMBL9 que portaban los alelos de xylS con dos
mutaciones, se aislaron los fragmentos BamH| de 1,7Kb con el alelo
xylS completo y se clonaron en el vector pKT231 previamente
cortado con BamHi.

Para determinar el perfil de efectores se utilizaron fusiones
Pm::lacZ en E. coli 5K (pJLR107) 6 ET8000 (pERD100). Células
competentes de estas dos cepas se transformaron con los plasmidos
pERD803, pERD804, pERD805, pERDE0S, pERD807, pERD8OE,
pERD809, pERD810, pERD811, pERD812, pERD813, pERD814,
pERD815, pERD816 ¥ pERD817, que codifican, respectivamente, a

las proteinas XyISThr4BGIy152. XylSThr45Val288,
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FIGURA 18. construccién de dobles mutantes de xylS. Se
representa la construccién del alelo xyls803. Las
cajas indican los alelos de xylS y la linea continua
inferior el vector pEMBL9. Los triangulos invertidos
en xyls2 Y xylsi2 indican la localizacién de las
mutaciones en 1los alelos. Las abreviaturas empleadas
para los sitios de corte con enzimas de restriccibn
son: B, BamHI; Bg, BglIl; E, EcoRI; H, HindII1I y N,

Ncol.
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Dokles mutantes de xyls y sus proteinas

Alelos parentales Alelo con dos Regulador

NH,- COOH- mutaciones mutante

puntuales

xylS2
xylS2
xyls2
xyls2
xyls2
xylsl3i
xylSi3
xylsi3
xyls13
xylsi3
xyls241
xylS241
xyls241
xyls241

xyls24l

xylS12
XxylSl4
xylsS3i52
xy1S532
xyls52
xylsl2
xylSla
xylS352
xylS32
xyls52
xylSsi2
xylS14
xylS352
xyls32

xylss52

xyls803
XxylsS804
xylS805
xy1S806
xyls807
xylssos
xy15809
xylsS810
xylssll
xyls812
xylS813
xylsglé
xyls8ls
xy15816

xyls817

XylSThr45Gly152
XylSThr45vVal2ss
XylSThr45Arg256
XylSThr45Ile229
XylSThr45vVal274
XylSHis41Gly152
XylSHis41Val28s
XylSHis41Arg256
XylSHis41Ile229
XylSHis41Val274
XylSLeu88Gly152
XylSLeu88Val28s8
Xy1SLeu88Arg256
XylSLeu88Ile229

XylSLeu88Val279

Bajo el epigrafe NH,- y COOH- se indican los
alelos que se combinaron como donadores de la regidn
amino y carboxilo terminal, respectivamente, para
generar mutantes dobles xylS. Se indican los alelos
mutantes y los requladores mutantes resultantes.




XyISThr45Arg256, XyISThr451le229, XylSThr45Vval274,

XyISHis41Gly152, XyISHis41Val288, XyISHis41Arg256,

XyISHis411le229, XyISHis41Val274, XylSLeu88Gly152,

XylSLeu88Val288, XylSLeu88Arg256, XylSLeu88lle229 y

XyISLeu88Val274. La actividad 8-galactosidasa expresada desde Pm

se determiné en ausencia y en presencia de 12 benzoatos que se
anadieron al medio a concentracién 1 mM.

Es de sefalar que todas las medidas de perfiles de induccién
de esta seccién se realizaron tanto con la fusién Pm::lacZ en el
plésmido pJLR107, como en el pldsmico pERD100. En ausencia de
efectores, los valores de actividad p-galactosidasa en E. coli
{(pJLR107, pNM185 6 pKT231::xy/S*, donde * indica un alelo con
dos mutaciones puntuales) fueron de 4 a 6 veces superiores que los
obtenidos con E. coli (pERD100, pNM185 6 pKT231::xy/S*). Esta
diferencia se atribuy6 a la diferencia en el namero de copias entre
ambos vectores. Sin embargo es de sefalar que los valores maximos
de actividad g-galactosidasa con distintos efectores fueron similares.
Para el perfil de los mutantes XyISHis411le229, XyISHis41Val274,
XylSLeu88IIe229 Y XylSLeu88Val274 que describiremos en esta
seccion, se ha usado pERD100 porque, cuando se realizaron las
medidas con pJLR107, los cuitivos presentaron una tasa de
crecimiento muy inferiorala normal. Este efecto se veia incrementado
si en el medio se afiadian benzoatos COMO 3-metil- 6 2,3

to. Ademés, las determinaciones independientes de

dimetilbenzoa
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actividad B-galactosidasa mostraban grandes oscilaciones en los

niveles basales (entre 150 y 1500 unidades). Esta situacién no se
reptiti6 en ninguna otra fase de este trabajo.

Los resultados obtenidos al determinar la actividad p-
galactosidasa expresada desde Pm con los dobles mutantes se
muestran en las Tablas 9 y 10.

En base a los perfiles de efectores se distinguieron tres grupos
de mutantes. El primer grupo lo constituyeron los mutantes
XyiSHis411le229, XylISHis41Val274, XylSLeu88lle229 vy
XylSLeuB8Val274. Todos ellos presentan la zona carboxilo terminal
codificada por los alelos xy/S32 y xy/S52 y mediaban altos niveles de
expresion desde Pm en ausencia de efectores (Tabla 9). Este caracter
es similar al de los mutantes sencillos donadores de su zona carboxilo
terminal, Xy'Slle229 y XyISVal274, pero contrasta con los niveles
basales mediados por los mutantes donadores de la zona amino
terminal, XyISHis41 y XylSLeu88, aunque el ultimo presentaba
niveles basales semiconstitutivos. Respecto a los niveles de expresion
desde Pm en presencia de efectores (Tabla 9), éstos fueron similares
en los cuatro mutantes, no existiendo diferencias considerables entre
ellos, aunque sf las habfa con respecto a los mutantes parentales con
los que se construyeron. Los mutantes dobles eran capaces de mediar
niveles de induccién mas elevados, de 2 a 3 veces, con 3-metil-, 2,4-
dimetil- y 2-hidroxibenzoato pero ninguro aumentaba la expresion

desde Pm en presencia de 3,5-dimetilbenzoato.
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TABLA 9. Perfil de

induccién de los dobles mutantes

obteni ili
nidos utilizando la zona carboxilo terminal de los

alelos constitutivos xyls32 y xylss2

Unidades de f-galactosidasa
silacz +

Thr45s
Ile229

Thr4s
Val274

His41
Ile229

His41
Val274

Leuss
Ile229

Leus8s
Val274

160 175 935 1040 1105 1085

990 920 ND ND ND ND

2740
645

2420

1865
800

1365

520 820

865 1675
180 225
265 415
135 345
480 755
1320 1450 ND

235 345 ND

E. coli 5K (pJLR107) se transformd con pERD806 Y
pERD807, y, ET8000 (pERD100) , con pERD811, PERD812, pERD816
y PERD817. Las células, portanuo los dos pléasmidos, se
cultivaron durante 5 horas a 30°C en presencia o en ausencia
de los benzoatos que se indican, a concentracién 1 mM. La
actividad p-galactosidasa se determindé como se describib en
1a seccién 6 de Materiales Y Métodos. Los valores que
aparecen son unidades B-galactosidasa expresadas' de ac?erdo
con Miller. Las abreviaturas usadas para los distintos
benzoatos son las mismas gque en tablas anteriores. ND

significa no determinado. s
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TA i i
BLA 10. Perfil de induccién de los dobles mutantes

obtenidos por combinaci
, ién de mutantes si :
de inductores alterado. simples con el perfil

B-galactosidasa (Nivel de induccién)
Pm::lacZ +

Efec- z?:dE Thr4S Thrd45 Hisd4l His4l Hisd4l Leu88 LeuS88 Leu8B
Y152 Val288 Arg256 Glyl52 Val288 Arg256 Glyl52 Val28s Arg256

tor

Ninguno 1 1 1 1 1 1 1 1
2MB 11 12 10 9 21 10 i8
3MB 51 27 26 42 33
4MB 20 12 12 22 16
2,3DMB 42 21 27 34 30
2,4DMB § 5 4 4 5
2,5DMB 6 12 12 11
2,6DCB 1 1 2 1

2

1

6

5]
[ S ]

3,4DMB 2 2
3,5DMB 1 1
20HB 4 4

' 3MeB 20 10
4MeB 3

W= NN W WL

-
wn
N T o oy S e I I R

N

E. coli 5K (pJLR107) transformada con PERDS(3,
pERD804, pERD805, pERD808, pERD809, pERD810, pPERD81J,
pERD814 y PpERD815, se cultivé durante 5 horas en
ausencia o© en presencia de los benzoatos que se
indican a concentracién 1 mM a 30°C en agitacién y se
determind la actividad B-galactosidasa tal y como se
describe en el apartado 6 de Materiales y Métodos. En
esta tabla se indican los niveles de induccidn
obtenidos respecto a los niveles basales
correspondientes due fueron, respectivamente, 130,
200. 200, 225, 165, 110, 150, 165 y 800 unidades de
Miller para Xy1lSThr45Gly152, Xy1SThr45val2sgsg,
XYISThr45Ar9256, XylSHis41Gly152, XylSHis41Val28gsg,
XylSHis41Arg256, Xy1SLeu88Gly152, XylSLeus8val2gg ¥
xYlsLeuSBArgzss. Las abreviaturas usad?s para
denominar los distintos benzoatos son las mismas gue
las utilizadas en las tablas anteriores.




El
segundo grupo lo componian los mutantes

XyISThra5Gly152, XylSThr45Val288, XylSThr45Arg256

XylSThr4b5lle229, XylSThr45Val274, XylSHis+1Gly152

XylSHis41Val288, XyISHis41Arg256, XylSLeu88Gly152 vy

XyISLeu88Val288. Todos estos mutantes presentan niveles basales

similares a los obtenidos con la proteina silvestre, XylIS (entre 100 y

225 unidades), pero presentaban un perfil de efectores mas amplio
que & silvestre, ya que reconocian como efectores benzoatos que no
son efectores del regulador silvestre, como por ejemplo 2-hidroxi-;
2,4-dimetil-; 4-1 etoxi- y especialmente 3-metoxibenzoato. Es de
sefalar que todc s estos mutantes han perdido la capacidad de
reconocer 3,4-dimetilbenzoato como efector (Tablas 9 y 10).

En el tercer grupo se incluy6 un solo mutante,
XylSLeu88Arg256 (Tabla 10). Este mutante conservé el caracter
semiconstitutivo (entre 750 y 800 unidades de nivel basal) que tenia
el mutante simple donador de la zona amino terminal, Xy!SLeu88,
pero préacticamente ha perdido la capacidad de reconocer Otros
benzoatos cCOmMoO efectores. Esta observacién contrasta con el
comportamiento de XyISLeu88Gly1 b2y XylSLeuSBVaIZSB, los cuales
presentaban niveles basales similares 2l silvestre y conservaban la

capacidad de reconocer distintos benzoatos como efectores (Tabla

10).




2.3.-Afinidad aparente de los mutantes dobles de xS por 3-
r 3-

metilben

Para caracterizar las posibles alteraciones en el sitio de unién

al efector de estas mutaciones, se procedié a determinar la afinidad

aparente (K',) de los dobles mutantes por 3-metilbenzoato. Para
estimar las K’,, se sigui6 el procedimiento descrito con los mutantes
sencillos (seccion 1.4 de Resultados). La cepa de E. coli 5K
(pJLR107) se transformé con los plasmidos pERD803, pERD804,
pERD805, pERD806, pERD807, pERD808, pERD809, pERD810,
pERD813 vy pERD814, que codifican para las proteinas,
XylSThr45Gly152, XylSThr45Val288, XylSThr45Arg256,
XylSThr45lle229, XylSThr45Val274, XyISHis41Gly152,
XyISHis41Val288, XyISHis41Arg256, XylSLeu88Gly152 vy
XylSLeu88Val288. Con los transformantes, se determiné el efecto
que la concentracion de 3.metilbenzoato tenfa sobre la actividad §-
galactosidasa expresada desde Pm. Los resultados obtenidos se
resumen en la Tabla 11. En esta determinacién no estan incluidos los
mutantes Xy!SHis41lie229, XylSHis41Val274, XyISLeu88Arg256,
XylSLeu88lle229 y XylSLeu88Val274 ya que mediaban altos niveles
basales en ausencia de efector.

Los valores de K’, para los reguladores mutantes ensayados
eran del orden de 15 a 50 uM. Como se puede apreciar, las

constantes de afinidad anarente son, en todos los casos, merores que

oteina silvestre (Tabla 5, pagina 90) y los

.

las determinadas para la pr
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TABLA
11. Constante de afinidad aparente por 3-

metilbenzoato de los dobles mutantes de xyls

5K (pJLR107) +

xylS803 (XylSThr45Gly152)
xylS804 (XylSThr4Sval2ss)
xylS805 (XylSThr45Arg256)
xylS806 (XylSThr45Ile229) 40
xylS807 (XylSThr45vVal274) 15
xyl5808 (XylSHis41Gly152) 15
xylS809 (XylSHis41Val288) 40
xylS810 (XylSHis41Arg256) 40
xylS813 (XylSLeu88Gly152) 30

xylsS8l4 (XylSLeu88val288) 50

ﬁ

E. coli 5K (pJLR107) se transformd
independientemente con los plasmidos pERD803, pERD804,
pERD805, PERD806, PERD807, pERD808, PERD809, PERD810,
pERD813 Y pERD814. Las cepas transformantes
cultivaron durante 5 horas a 30°C en agitacién
presencia de distintas concentraciones de
metilbenzoato: O, 5, 50, 500, 1.000 y 2.000 uM.
valor K/, corrcsponde a la concentracién du
metilbenzoato a la que se alcanzd la mitad de

actividad maxima.




mutantes puntuales XylSLeuB8, XyISGly152, XylSVal288 y

XyISArg256, pero superiores a las determinadas para el mutante

XyISThrd5 y del mismo orden que la calculada para el mutante

XyISHis41.

2.4.-Efecto multicopia en los mutantes dobles del gen xy/S.

Dado el distinto comportamiento de los dobles mutantes se
estudio el efecto que sobre la expresién desde Pm tenia el nimero de
copias de los alelos de xy/S. La cepa de E. coli ETB000 (pERD100) se
transformé con los plasmidos pERD818, pERD819, pERD820,
pERD821, pERD822, pERD823, pERD824, pERD325, pERD82s,
pERD827, pERD8&28, pERD829, pERD830, pERD831 y pERD832.
Todos son derivados de pEMBLY Y codifican las proteinas,
XylSThra5Gly152, XylSThr45Val288, XylSThra5Arg256,
leSThr45lI9229, XylSThr45Val274, XyISHis41Gly152,
XyISHis41Val288, XylISHis41Arg2586, XyISHis411le229,
XyISHis41Val274, XyISLeu88Gly152, XylSLeu88Val288,
XyiSLeuBBArg256, XylSLeu88lle229 vy Xyl|SLeu88Val274,
respectivamente. A todas las cepas resultar .es se les midio la
actividad g-go'artosidasa desde Pm en presenciay en ausencia de 3-

metilbenzoato en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos se

muestran en |a Tabla 12.




TABLA 12. Efecto multi i
. ticopia de los dobles
¥ylS sobre Pnm. S

5K pERD100 +

-galactosidasa
(Unidades)

=3MB

+3MB

PERD818
PERD819
pPERD820
pERD821
pPERD822
pPERD823
pERD824
pERD825
pERD826
pERD827
pERD828
pERD829
pERD830

pERD831

(Xy1lSThr45Glyl152)
(XylsThr45Valags)
(Xy1SThr45Arg256)
(XylSThr45Ile229)
(Xy1SThr45val274)
(Xy1lSHis41G1ly152)
(Xy1SHis41val288)
(XylSHis41Arg256)
(XylSHis41Ile229)
(XylSHis41val274)
(XylSLeuBBGlylSZ)
(XylSLeuSBValZBB)
(Xy1SLeu88Arg256)

(XylSLeuBBIleZZQ)

1.917

3.528

2.058

860

979

3.021

4.265

2.348

1.126

957

3.570

4,257

3.665

843

757

4.724
4.152
3.799
1.287
1.261
3.272
4.553
3.716
1.487
1.522
1.781
3.908
3.416

911

810

pERD832 (XylSLeug3val274)

E. coli ET8000 (pERD100) se transformé con los
derivados de pEMBL9Y, pERDE18, pERD819, pERD820,
pERD821, PERD822, pERD823, PERD824, pERD825, PERD826,
pERD827, PERD828, 830, pERD831 y pERD832.
Los transforman te 5 hqras a 30°C
en agitacién, en presenci ; ia ( =3MB)
de j3-metilbenzoato a concentracidén mM. Las
activicades B-galactosidasa se expresan en unldgdés de
Miller Y se determinaron como se ha descrito en

Materiales Y Métodos.

B
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Los niveles obtenidos en ausencia de efector son mas

elevados que ios niveles basales medidos cuando los alelos estaban

clonados en un vector de bajo nimero de copias como pKT231

(Tablas 9 y 10), y, las oporciones de induccién al afadir 3-
metilbenzoato al medio fueron bajas, entre 1,5 a 3 veces. Estos
resultados son similares a los obtenidos con el alslo silvestre en
multicopia y los alelos parentales también en multicopia (Ver Tabla 6,
pagina 94). Con las mutaciones dobles que conducen a un caracter
constitutivo -XyISHis411le299, XyISHis41Val274, XylSLeu88lle229
y XylSLeu88Val274- la cionacién de los alelos en multicopia no
condujo a niveles de expresion basales mas aitos que ios medidos con

los alelos en pKT231.




3.-ANALISIS DE MUTANTES DE XYLS OBTENIDOS POR

MUTAGENESIS CIRIGIDA CON OLIGONUCLESTIDOS Y

MUTAGENESIS IN VITR N BISULFITO.

Para delimitar mejor las funciones de la parte amino terminal del
regulador XylS, se generaron 10 mutantes puntuales en esta proteina
con cambios en los aminodcidos 41 y 45, ya que la evidencia
experimental obtenida anteriormente sugerfa que los residuos en
dichas posiciones podrian participar directamente en las interacciones
de la proteina con los efectores. Asimismo, fueron caracterizados 3
mutantes aislados mediante mutagénesis con bisulfito en el sitio Ncol
del gen xy/S por la Dra. Luming Zhou en este laboratorio. Proximo a
dicho sitio de restriccion se encuentra la mutacion del alelo xylS241,

descrito en la seccion 1 de Resultados. Los cambios generados en

esta seccion se resumen en las Tablas 13y 14.




TABLA 13. Cambios en la secuencia de nucledtidos del

gen xylS inducidos por mutagénesis dirigida con

oligonucleétidos y los cambios subsiguientes en 1la
estructura prinaria del regulador Xyls.

Cambio esperado

NGmero Cambio de amino&cido

xylS833 45 AGG->AGC Arg--->Ser

Xxylsg34 45 AGG->GGG Arg--->Gly

xylss35s 45 AGG->AAG Arg--->Lys

xXylsS836 41 CGC->AGC Arg--->Ser

xyls837 41 CGC->GGC | Arg--->Gly

xylsg3s 41 CGC->TGC Arg--->Cys

xylssi9o 41 CGC->CCC | Arg--->Pro

xylsge4o0 41 CGC->CTC | Arg--->Leu

xylssal 45 AGG->TGG | Arg--->Trp

xylS842 45 AGG->ATG

Arg--->Met




TABLA 14. Cambios en la secuencia de nuclebétidos del

gen xylS inducidos por mutagénesis con bisulfito y los

cambios subsiguientes en la estructura primaria del

regulador Xyls.

Cambio de

NGmero Cambio | aminodcido esperado

91 CAT->TAT His--->Tyr

89 CGT->CAT Arg--->His

GGC=->AGC Gly--->Ser




3.1.-Ai lami n

proteina XyIS.

Las mutaciones de las posiciones 41 y 45 se aislaron por

mutagénesis dirigida con oligonucleétidos siguiendo basicamente el
protocolo descrito por Kunkel et al., 1987, el cual se describe con las
modificaciones introducidas en la seccién 19 de Materiales y
Métodos. Se sintetizaron 10 oligonucledtidos de 17 6 21 bases de
longitud, complementarios salvo en una base a la zona a mutar de la
cadena codificante del alelo silvestre xy/S. La base cambiada se eligio
de tal manera que el cambio inducido en su cadena complementaria
codificase una proteina con la mutacién que se deseara en el
amino4cido diana. Tras hibridar las cadenas sencillas de la secuencia
codificante de xy/S con los oligonucle6tidos sintetizados, !a cadena
complementaria se sintetizo utilizando el oligonucleétido como
cebador. La secuencia de los oligonucleétidos utilizados como
cebadores se muestra en la Tabla 2 en la seccién de Materiales y
Métodos.

El pldsmido pTZ19::xylS se utiliz6 para realizar las distintas
reacciones que implican Ia mutagénesis: aislamiento de cadenas
sencillas uridiladas, hibridacién con el oligonucle6tido que porta ia
mutacién deseada, extension, ligacin, etc. EIl ADN resultante sé

transform6 en la cepa de E. coli 71/18 y, de esta transformacion, se

aislaron clones resistentes a ampicilina que se secuencidron para




definir cudles de ellos portaban las mutaciones deseadas en el alelo

xylS.

En todos los casos se aislaron clones con las mutaciones

buscadas con una eficiencia estimada entre el 50 y el 100 %. Los

cambios inducidos en la secuencia del gen xy/S y la proteina XyIS se

resumen en la Tabla 13.

3.2.-Aislamiento de mutantes en el sitio Ncol del gen xy/S.

En la seccion 1 de este trabajo se identificé la posicién 88 del
regulador silvestre como un posible residuo implicado en el
reconocimiento de benzoatos o en la activacién de XylS. Con objeto
de profundizar en el papel de esa regién se aprovechd la existencia de
un sitio Ncol que codificaba arninoacidos alrededor de la posicién 88
y que el corte con Ncol genera cadenas sencillas susceptibles de
ataque por bisulfito. La Dra. Zhou aisi6 en nuestro laboratorio tres
mutantes de xy/S tras tratar el pldmisdo pJLR156 cortado con el
enzima Ncol con bisulfito sédico. El ADN resultante se transformé en
la cepa de E. coli 5K y se busco entre los clones resultantes aquellos
que poftasen un plasmido que no se cortase con Ncol. La naturaleza
de las mutaciones fue determinada mediante secuenciacion y se

seleccionaron tres clones cuyos cambios se resurnen en la Tabla 14.




Para medir las posibles variaciones en el(los) sitio(s) de

interaccién con el efector, fragmentos BamHl de 1 . 7Kb que contenian

los distintos alelos de xy/S obtenidos en el apartado anterior se
aislaron de los derivados de pTZ19::xy/S y pEMBL9::xy/S descritos,
y se clonar. 1 en el sitio BamHI del vector pKT231. De este modo, se
obtuvieron los plasmidos pERD833, pERD834, pERD835, pERD836,
pERD837, pERD838, pERD839, pERD840, pERD841, pERD842,
pERD843, pERD844 y pERD845, que codifican las proteinas
XylSSer45, XylSGly45, XylSLys45, XylSSer41, XylSGly41,
XylSCys41, XylSPro41, XylSLeu41, XyISTrp45, XylSMet45,
XyISTyr91, XyISHis89 y XylSSer92. La cepa de E. coli 5K (pJLR107)
se transformé con los derivados de pKT231 obter’dos y se midi6 la
actividad p-galactosidasa expresada desde Pm en presencia y
ausencia de distintos benzoatos a concentracién 1 mM. Los valores
obtenidos se muestran en las Tablas 15, 16 y 17.

Todos los mutantes de XyIS con el aminoécido 45 cambiado
mediaban niveles basales de expresion desde Pm (Pm::/ac2) similares
a los mediados proteina silvestre XylS, asi, los niveles de
actividad B-galactosidasa en ausencia de efectores fueron de entre

150 y 350 unidades de Miller. El mutante XylSSer45 presenté unos




mutantes de Xyls au
slados po .
la posicibén 45. Por mutagénesis dirigida en

Aotiv e "
ctividad B-galactosidasa (nivel de induccién)
Pm::iacZ +

Efector S°r45 Gly45s Lys45

Trp45s Metd5s

Ninguno 1
1 1
1 1

2MB 10 9 . i

3MB 27 =

4MB 18 “

2,3DMB
2,4DMB
2,5DMB
2,6DCB
3,4DMB
3,5DMB
20HB

3MeB

4MeB

La cepa de E. coli 5K (pJLR107' se transformd
con los plésmidos pERD8” }, pERD834, PERD835, pERD841
y pERD842 que codifican los reguladores XylSSer45,
Xyl1SGly4s, XylSLys45, Xy1STrp45 y XylSMet45,
respectivamente, Yy Se cultivaron 5 horas a 30°C en
agitacioén en medio LB suplementado con los benzoatos
que se indican a concentracién 1 mM. La actividad B-
galactosidasa se determiné segin el procedimiento
descrito en la seccién 6 de Materiales y Métodos. Los
niveles basales obtenidos fueron para Xy 1SSer45,
XylSGly45, XylSLys45, XylSTrp45 y XylsSMetds: 200, 150,
215, 350 Y 240, respectivamente. Las abreviaturas
utilizadas para los distintos benzoatos son las mismas

., le en tablas anteriores. .
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niveles de induccién mas bajos con todos los benzoatos que eran

efectores de la proteina silvestre que ésta. Asf, s6lo estimul6 el nivel
de transcripcién 4-5 veces sobre el basal, en presencia de 3- y 4-
metil- y 2,3-dimetilbenzoato y entre 2 y 3 veces con 2,4-dimetil-; 2,5-
dimetil-; 2-hidroxi-; 3- y 4-metoxibenzoato (Tabla 15). Estos Gltimos
compuestos no son efectores de la proteina silvestre.

Los mutantes XylSGly45, XylSLys45, XyISTrp45 vy
XylSMet45 presentaron niveles de induccion similares al siivestre con
los comnuestos mono y disustituidos con grupos metilo o atomos de
cloro. Por zl contrario, estos mutantes reconocen 3-metoxibenzoato
como efector ya que aumentan la expresion desde Pm de 7 a 17
veces con respecto al basal. Es de interés recerder que el mutante
YylSThr45 también reconocia 3-metoxibenzoato pero, en oposicion
con este ultimo mutante, los reguladores XyISGly45 vy XylSTrp45
presentarcn niveles bajos de activacién con 2-hidroxi- y 4-
metoxibenzoato. Por otro lado, el mutante XyISLys45 reconocia tanto
2-hidroxi- como 4-metoxibenzoato (Tabla 15).

Entre los mutantes obtenidos cambiando la posicién 41 cabe
destacar al mutante XylSCys41. Este regulador mediaba altos niveles
de expresién desde Pm en auser . de efectores, estos niveles
basales eran de 5 a 8 veces mas altos que los descritos para el

regulador silvestre {Tabla 16). También es importante subrayar que

s6lo con 2- Y 3-metil- Y 2,3-dimetilbenzoato s€ obtuvieron

incrementos <n 13 estimulacion de la transcripcion desde Pm.
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TABLA 16. Actividad f-galactosidasa expresada desde Pm

Y mediada por los mutantes de Xyls aislados por

mutagénesis dirigida en la posicién 41.

Actividad f-galactosidasa (unidades)
de Pm::lacZ +

Gly4l Cys4l Pro4l Leu4l

Ninguno 276 1118 57 233

2MB 359 2348 2639 235
3MB 3809 3913 4072 232
4MB 358 1342 2480 229
2,3DMB 2098 3242 5033 230
2,4DMB 300 1115 661 232
2,5DMB 386 1453 1938 232
2,6DCB 274 1110 120 232
3,4DMB 62 275 1121 131 233
3,5DMB 40 270 1131 46 232
20HB 286 331 1118 1488 231
3MeB 568 469 1677 3101 230

4MeB 145 2l 1230 291 239

La cepa de E. coli SK (pJLR107) se transformd
con los 1los plasmidos pEPD836, PERD837, pERD838,
pERD839 Y pERD840 que codifican para las proteinas
Xylsserdl, XylSGly4l, Xy‘SCys415 ' XylSPro4l y
XylSLeu4l, respectivamente. Las condl?lones del ensayo
son las mismas que en la Tabla anterlor.




El regulador XyiSGly41 es un mutante que mediaba niveles

basales de expresién de Pm similares a los mediados por la proteina

silvestre, pero en contraste con todos los demas mutantes descritos
en este trabajo, tiene un patrén de efectores sensiblemente mas
reducido que la proteina silvestre (Tabla 16). El cambio de arginina a
glicina en el aminoécido 41 condujo a un regulador que sélo activaoa
Pm de forma considerable en presencia de 3-metilbenzoato y
ligeramente, esto es de 2 a 3 veces, en presencia de 3-metoxi-y 2,3-
dimetilbenzoato (Tabla 16).

Los niveles basales de expresion desde Pm mediados por los
reguladores mutantes XylSSer41 y XylSPro41 y medidos como
actividad 8-galactosidasa fueron unas tres veces menores que los que
se obtuvieron con la proteina silvestre (Tabla 16). Sin embargo, los
valores absolutos de actividad S-galactosidasa que se alcanzaron con
los distintos benzoatos fueron similares a los obtenidos con el
silvestre y los otros mutantes definidos en este apartado. Debido a
esto, los niveles de induccién fueron los méas elevados (hasta 90
veces). Estos mutantes presentaron un perfil de efectores amplio
siendo capaces de mediar altos niveles de expresion desde Pm con
2,4- y 2,5-dimetil- y 2-hidroxi- y 4-metoxibenzoato, reconociendo
también 2,6-diclorobenzoato €Omo efector. Finalmente, seria
interesante senalar que el 3,4-dimetilbenzoato, un buen efector del

regulador silvestre, s s6lo un efector débil de XyISPro41 y no pareceé

ser reconocido en absoluto por XylSSer41 (Tabla 16).
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TABLA 17. Perfil de inductores de los mutantes de xyls

aislados wmediante mutagénesis por bisulfito en el

sitio NcolI.

Actividadf-galactosidasa (unidades)
Pm::lacZ +

Efector Tyr9l His89 Ser92

Ninguno 1150 310 245

2MB ' 1080 1650 1300
3MB 990 3260 4705
4MB 970 1585 1375
2,3DMB 1150 2650 4040
2,4DMB 1100 665 510
2, 5DMB 1175 1350 1620
2,6DCB 1175 340 310
3,4DMB 995 385 330
3, 5DMB 1035 290 230
20HB 1045 725 480
3MeB 920 1695 2420

4MeB 650 350 355
La cepa de E. coli SK (pJLR107) se transformd
con los pléasmidos pERD843, pERD844 Y pERD845 que
codifican los reguladores XylTyr9l, XylSHis89 ¥y
Xylsser92. Las condiciones para el ensayo fueron larc
mismas que en la Tabla 15.




El mutante XyISLeu41 aunque mostraba niveles basales de

actividad B-galactosidasa similares a los del regulador silvesire, habla

perdido la capacidad de estimular la transcripcién desde Pm

cualquiera que fuese el derivado del &cido benzoico presente en el
medio.

Entre las proteinas aisladas por mutagénesis con bisulfito en
el sitio de restriccion del enzima ANcol del gen silvestre, se
distinguieron dos grupos. El primer grupo lo compone la proteina
XyiSTyr91 que es un regulador que presentaba niveles basales de 5
a 8 veces mas elevados que ei regulador silvestre, pero que perdia
toda capacidad de inducirse en presencia de los distintos benzoatos
anadidos (Tabla 17).

El segundo grupo lo constituian, XyISHis89 y XylSSer92,
mutantes que mediaban niveles basales de activacion desde Pm
similares a los del silvestre, pero cuyo perfil de efectores era mas
amplio que el del silvestre, reconcciendo no solo 2-, 3- y 4-metil- y
2,3-dimetilbenzoato -efectores de XylS- sino también otros benzoatos

como 2-hidroxi-; 2,5-dimetil- y 3-metoxibenzoato (Tabla 17).

3.4.-Afinidad aparente por 3-metilbenzoato_de los mutantes
ri n ién.
Fara determinar |a naturaleza de las interacciones entre los

aminoacidos mutagenizados de la proteina XylIS 'y el efector, se midio

ente (K’,) de las proteinas mutantes

la constante de disociacién apar
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por 3-metilbenzoato. La cepa de E. coli 5K (pJLR107) se transformé

con los plasmidos pERD833, pERD834, pERD835, pERD836,

PERD837, pERD838, pERD839, pERD841, pERD842, pERD844 y

PERDB845. En las células transformantes se determind la K’, para 3-
metilbenzoato como se ha descrito en el apartado 4 de la seccién 1
de Resultados. Los resultados obtenidos con los mutantes descritos
en esta seccion se muestran en la Tabla 18.

En base a los valores de K’, se distinguieron 3 grupos de
mutantes. Los mutantes XylSGly45, XylSLys45, XylSSer41 vy
XyISGly41, al igual que los mutantes en la zona Ncol XyISHis89 y
XylSSer92, presentaban valores de K’, que oscilaban entre 200y 500
uM, valores similares a los de la proteina silvestre, XylS ( ~350 yM).

Las mutaciones que conducen a los cambios Cys41, Pro41,
Trp45 y Met4b presentan una afinidad por 3-metilbenzoato al menos
dos veces méas elevada que la proteina silvestre, entre 40 y 100 uii,
aunque ninguna alcanzaba los valores obtenidos por el mutante
XyISThrd5, descrito en la seccion 1 de Resultados, en el que dicho
cambio en la posicién 45 aumentaba la afinidad hasta valores de K’,
menores de 5 uM

Pcr dltimo, para el mutante XylSSer45 se midieron valores de

K’_ del orden 700 uM, por lo que lo consideramos en un grupo aparte,
1 ]

ya que ha perdido al menos | mitad de la afinidad por 3-

s ]
metilbenzoato comparado con la proteina silvestre.




TABLA 18, ini
Afinidad aparente por 3-metilbenzoato de

muta
ntes de XylS descritos en la seccién 3 d
e

Resultados.

%

5K p(JLR1
( 07) + K’, por 3MB (uM)

PERD833 (XylSSer45) 450
PERD834 (XylSGly45)
PERD836 (XylSSer41l)
pPERD837 (XylSGly41)
PERD808 (XylSCys41l)
PERD839 (XylSPro4l)
PERD840 (XylSLeu4l)
pERD841 (XylSTrp45)
pERD842 (XylSMetd5)
pERD844 (XylSHis89) 40

pERD845 (XylSSer92) 40
f

La cepa de E. coli 5K (pJLR107) se transformd
con los plasmidos pERD833, pERD834, pERD835, PERD836,
pERD837, pERD838, PERD833, pERD841, pERD842, PERD844
y PpERD845, que codifican los reguladores mutantes
XylSsSer45, XylSGly45, XylSSer4l, XylSGly4l, XylSCys4l,
XylSProdl, XylSLeu4l, Xy1STrp45, XylSMet45, Xy1lSHis89

y XylSSer92, respectivamente. Las condiciones para la
son las descritas en la leyenda

determinacién ée la K’
Tabla 5 de la seccién 1 de

de la Figura 1f y de la
Resultados.




4.-ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DE LA PROTEINA XYLS Y SUS
MUTANTES.

A pesar de los esfuerzos realizados en distintos laboratorios no
ha sido posible purificar la proteina XylS. Por ello, no se dispone de
datos sobre la estructura de la misma.

Con objeto de establecer algunos puntes en relacién a la posible
estructura de este regulador hemos utilizados distintos algoritmos
desarrollados por otros investigadores y recogidos en los programas

comerciales PC-GENE (Universidad de Ginebra)y GCG (Universidad de

Wisconsin).

4.1.-Compos .idn aminodcidica.
Para lograr esta informacion, se uso la seccion del PC-GENE

que predice las posibles nsecuencias de lectura abiertas” (open

reading frames) Y las traduce en Su correspondiente secuencia de

aminoécidos. Ademds, paracada secuencia de aminoéacidos estima no




s6lo la composicién amino4cidica sino también el punto isoeléctrico

tedrico y la vida media.

El peso molecular estimado para XyIS es de aproximadamente
36 kDaltons (Inouye et al., 1987; Mermod et al., 1987). De las
posibles fases de lectura, sélo aquélla que asigna 321 residuos
aminoacidicos a XylS (PM= 36.502 Da) se ajusta a dicho peso
molecular. La secuencia deducida para la proteina silvestre XylS se
representa en la Figura 15 de la seccién 1 de Resultados.

La vida media se estim0 de acuerdo con el algoritmo de
Bachmair et al., 1986. Si el regulador silvestre conserva la primera
metionina, la vida media se estimé en 20 horas. Sin embargo, si el
primer aminodacido en la proteina madura es el aspértico codificado
por el segundo codén, la vida media determinada es de 3 minutos. La
informacién de la que se dispone sobre los intentos de purificar la
proteina y sobre experimentos de marcaje de la misma con metionina
radiactiva, sugieren que la metionina codificada en primer lugar se
pierde en la proteina madura (Birgit KeBler, comunicacion personal).

El punto isoeléctrico estimado para XylIS es de 7,54.

En todos los mutantes descritos anteriormente, la
composicién de aminoacidos y la secuencia varia en las posiciones
sefaladas.

El punto isoeléctrico de todos las proteinas mutantes estuvo

en el intervalo entre 6,99, para XyISHis42Gly152, ¥ 7,78, para

XyISArg256, leSLeu88Arg256 y XylSval288.
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4.2.-Flexibilidad de la proteina.

Para predecir |a flexibilidad de la proteina en cada punto se
uso el programa "Flexpro” que se bata en el algoritmo descrito por
Karplus y Schulz, 1985.

Este método considera tanto la flexibilidad de cada
aminoacido per se, como la de los que lo rodean en la secuencia
primaria de la proteina. Existe un valor normalizado para cada
amindacido que gira en torno a 1, si dicho valor ¢s mayor que 1, el
aminoacido se considera flexible y, si es menor, rigido. Los
aminoacidos considerados como rigidos son: alanina, valina, leucina,
isoleucina, tirosina, fenilalanina, triptéfano, cisteina, metionina e
histidina. Las zonas de mayor flexibilidad de la proteina silvestre se
resumen en la Tabla 19y, en la Figura 19, se representa la flexibilidad
relativa en cada punto de la proteina. La regién entre los residuos 37
y 43, donde se encuentran varios de las mutaciones descritas en este
trabajo, representa la zona de maxima flexibilidad.

Se efectud el mismo analisis con los mutantes descritos en
apartados anteriores de Resultados y en todos, salvo la proteina
XyISHis41, la regién de mayor flexibilicad relativa fue la zona entre
los residuos 37 y 43. En el regulador XyISHis41, el cambio de la
posicién 41 (Arg-->His) hace que la zona comprendida entre los

aminoéacidos 37 a 43 gane en rigidez (flexibilidad relativa = 1,063),

siendo la regién de 206 a 212 la més flexible en esta proteina.




TABLA 19. Regiones de mayor flexibilidad de 1a

proteina XylS de acuerdo con el programa "Flexpro".

Secuencia

Pro-Lys-Gly-Gly-Arg-Pro-Ala
Phe-Ser-Lys-Gly-Asn-Pro-Ser
Leu-Asn-Glu-Lys-Ser-Gln-Ile
Glu-Leu-Pro-Ser-Asp-Thr-Leu
Ala-Gly-Thr-Thr-Arg-Lys=-Asn
His~-Lys~Pro-Arg-Glu-Gly-Ile
Arg-Gly-His-Gly-Gln-Glu-His
Tyr-Ser-Glu-Asp-Cys-Glu-Lys
Arg-Asn-Arg-Lys-Leu-Glu-Ser

Leu-Gly-Ser-Asn-Val-Ser-Arg

B indica el valor de flexibilidad estimado de
acuerdo con el algoritmo de Karplus y Schultz, 1985.




Flexibilidad relativa

120 190

Aminoacidos (posicidn)

FIGURA 19. Flexibilidad relativa de la proteina XylS.
Se representan los valores de flexibilidad relativa
obtenidos en cada punto de la proteina mediante el

programa wFlexpro". En ordenadas se representa 1la

flexibilidad relativa y en abcisas la posicién de cada
ndican posiciones mas

aminodcido. Los valores mayores 1i
flexikles. El1 punto de mAxima flexibilidad aparece

sefialado por una linea discontinua.




aralelamente, en los dobles mutantes sdlo presentaron

variacién los cinco que portaban el cainbio de arginina a histidina en
|a posicién 41 de la proteina, XyISHis41Gly152, XyISHis41Val288,
XyISHis41Arg256, XyISHis4111e229 y XyISHis41Val274, siendo esta
variacion en la flexibilidau de fa proteina similar a la de Ia proteina
mutante sencilla, XylS41.

Los mutantes aislados por mutagénesis con bisulfito,
Xy STyr91, XvISHis89 y XyISSer92, s6lo presentaron diierencias en
la flexibilidad de la regién que va desde el aminoacido de !a posicién
89 hasta el que ocupa la posicion 95. La regiéon en general pasa a se:
mas rigida, la flexibilidad decrecié de 1,047 a valores ligeramente
im‘erfores, por ejemplo, 1,035 para XyISHis89.

Por ultimo, en ios mutantes aislados por mutagénesis dirigida
con oligonucleétidos en las posiciones 41 y 45 de la proteina
sil- re, descritos en la seccion 3 de Resultados, se dieron todas las
opc.ces posibles. Todos los reguladores que presentan cambios en
la posicion 45, XylSSer45, X;lSGly45, XyISLys45, XylSTrp45 y
XylSMet45, y la proteina con la mutacion XylSLeu41. no presentaron
cambios de flexibilidad apreciables. Para XylSSer41, XylSGly41 y
YyISPro41 se predijo un aumento en la flexibilidad de la zona, siendo
el cambio de la arginina silvestre a serina el mas flexible, y el camhio
a prolina el que menos S€ diferencié de la proteina sivestre (Tabla

20). En la p oteina XylSCys41, se produjo el mismo e‘ect. queen




TABLA 20. Flexibilidad relativa de XylS y los mutuntes

en la posicién 41 aislados por mutagénesis dirigida

con oligonucledétidos.

Proteina Zora considerada Valor de flexibilidad

Desde Hasta

Xy1lS

XylSSer4l
XylSGly4l
XylSPro4l
XylSLeudl

XylSCys4l




XyiSHis41,

una bajada d. flexibilidad hasta pasar al cuarto lugar

segun el orden establecido en la Tabla 19,

4.3.-Estructura secundaria.

Se us6 el algoritmo de Garnier et al., 1978, para predecir
estructuras secundarias: a-hélice, hoja piegada en 8, giro y estructura
no definida. Este & goritmo predice, con un 56 % de confianza, la
estructura secundaria de proteinas cuya estructura terciaria es
conocida por difraccién de Rayos X (Garnier, 1990).

Para cada aminodacido de una secuencia, el algoritmo calcula
cuatro ecuaciones, una para cada estado conformacional. Los valores
asociados con cada aminoacido se basan en estudios de proteinas de
las que s¢ conoce su estructura terciaria por cristalografia v en los
que se relaciona dicha estructura terciaria con la estructura primaria.

En la Tabla 21 se representa la estructura secundaria
deducida para XylS. De acuerdo con ei algoritmo de Garr i >r et al.,
1978, se predice que en a-helice hay 138 aminoéacidos (lo que
representa un 42,9 %), en hoja plegada 8 114 (35,5 %), en giro 38
(11,8 %), y sin estructura definida 31 (9,6 %). La regién amirio
terminal de XylIS es rica en hoja plegada 8 (desde el aminoécido 12
hasta el 74), mientras que la region carboxilo terminal es rica en o-
hélice (desde el aminodcido 167 hasta el 321). En contraste, la zona

que queda entre esta dos no tiene una estructura predominante. De

cién de Levitt y Chothia (1976) la proteina

L

acuerdo con la clasifica
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21. Estructura secundaria de la proteina
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Se representa la estructura de la proteina XylS
de acuerdo con el algoritmo de Garnier et al. (1978).
Las letras representan las cuatro estructuras
consideradas: H, a-hélice; E, hoja plegada en g: T,
giro; y €, 2ona sin estructura definida. Las zonas con
5 6 més ami. >Acidos con la misma estructura secundaria

se sefialan con letras en negrita.




Xyl
YIS pertenece a! grupo llI, las protefnas a + B, las cuales poseen un

dominio en a-hélice y otro en hoja plegada 8.

En la zona carboxilo terminal se localiza una zonas en a-hélice-
giro-g-hélice (HTH) entre las posiciones 230 y 250. Aunque el giro de
las posiciones 230/250 no es evidente usando el algoritmo de
Garnier, si se predice al utilizar el algoritmo de Chou y Fasman (1979)
que predice un giro entre las posiciones 240 y 243, cuya secuencia
es Ser-Pro-Arg-Ser. Este tipo de estructura se ha asociado con zonas
de unién al ADN. Al ser XylS un regulador que actia sobre Pm
aparentemente sin nesesidad de ninguna otra proteina, se supone la
existencia de una zona de contacto entre ambos elementos que se
localizaria en estas regiones (Pabo y Sauer, 1984; Zvelebil et al.,
1987).

Apoyando esta hip6tesis, en el mutante puntual XyiSlle229
(Zhou et al., 1990), el cambio que conduce a un fenotipo cons:itutivo
se localiza adyacente a esta region.

En todos los mutantes descritos se efectué el mismo analisis.
Los efectos fueron locales y, en el caso de los mutantes dobles,
aditivos. Los cambios mas bruscos fueron detectados en las regiones
desde el aminoécido 85 a 95 y desde el 145 al 155, donde algunas

mutaciones COMoO XylSLeu88 pueden provocar la aparicién de grandes

zonas de giro.




4.4 .-indice de hidropatia.

Los aigoritmos de Klein et a/. (1985) y Kyte vy Doolittle

(1982) se utilizaron para predecir el indice de hidropatia a lo largo de

la proteina XylS. Este indice sugiere las zonas que quedan en el

exterior (hidrofilizc-! y en el interior de la estructura terciaria

(hicrofébicas).

Los célculos se realizaron asignando a cada aminoéacido un
valor normalizado de acuerdo a sus caracteristicas y calculando la
media de intervalos de 9 residuos, asignandose el valor obtenido al
aminoacido qiie ocupaba la posicion central. Se calculé el valor para
todas las posiciones de la proteina y si el resultado obtenido es mayor
que -5, la prediccién es de zona hidrofébica.

En la Figura 20, se representa el indice de hidrofobicidad
obtenido en cada zona de la proteina XylS.

En la regién amino terminal se aprecia la existencia de una
zona hidrofébica desde el residuo 50 hasta el 90. En la zona carboxilo
terminal el valor global de hidropatia desde la posicion 200 hasta la
321 es ligeramente menor que -5, por lo que se sugiere que esta zona
es predominantemente hidrofilica. Por el contrario, en la zona central
se suceden pequefias regiones que muestran una u otra caracteristica

sin una definicion general clara. En los distintos mutantes s€ aprecian

cambios muy localizados y de €sCaso margen.




Hidrotobicidad
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FIGURA 20. Indice de hidropatia de la proteina XylS.
Se representan los valores que predice el algoritmo de
Kyte y Doolittle para la hidropatia de los distintos
puntos a lo largo de toda la proteina XylS (ordenadas)
frente a la posicién de cada aninodcido (abcisas). Los
valores superiores a -5 indican regiones hidrofébicas.




4.5.-Similitud con otras proteinas.

La comparacion de la secuencia de amino4cidos de la proteina
Xy!S se realizé con las secuencias archivadas en el banco de datos
"Swiss protein release 13" (Amos Bairoch, Universidad de Ginebra,
Suiza) asi como con secuencias publicadas por otros autores ¢
suministradas a este grupo previamente a su publicacién.

El andlisis de similitud se realizé utilizando algoritmo de
Needleman y Wunsch (1970) con las modificaciones de Feng et al.
(1985) tal y como se recoge en el programa P-compare del paquete
comercial PC-GENE (Intelligenetics, Inc). El algoritmo comparz las
proteinas dos a dos, y calcula un valor de similitud. S, mediante un
sistema matricial que considera la semejanza de los diferentes
amino&cidos entre si. La comparacién de proteinas se realiza mediante
la seleccion al azar del puntd de iniciacién, repitiéndose el
procedimiento entre 10 y 100 veces. Si el valor de similitud, S, es
mayor o igual a 3 se considera que las dos proteinas comparadas
presentan homologia significativa.

Utilizando este algoritmo Ramos et al. (1990) encontraron que
XylS es homologa con las proteinas de E. col: AraC, RhaS, RhaR,
MelR y Rns, VirF de Yersinia enterocolitica y AraC de Erwinia
carotovora. Los nuevos andlisis revelaron que otras protelnas como

VirF y M5 de E. coli, AdaA de B. subtilis, XylS1, XylS2 y XylS3

codificadas en el plasmido TOL pWW53, ¥ XylS del plasmido pDK1

eran homélogas con AraC y/o XylIS (Tabla 23). 5




TABI‘A 2 L] i i i g

Xyls
|

“ Xyls )

rAuC (% ]

Rhas 10

RhaR

MelR

VirF

Se especifican los valores de similitud, S,
obtenidos al comparar las proteinas que se indican
utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970).
En negrita, se sefialan las comparaciones en las que el
valor de similitud fue mayor o igual que 3. XylS
indica la proteina codificada por el plasmido pWWO Yy
XylSD aquella codificada por el plasmido pDK1. VirF es
la proteina de E. coli.




A cu vez, todas las secuencias anteriores se compararon con

el LT [ ran .
banco de datos “"Swiss Protein" y secuencias recogidas de la

literatura no inclqidas en dicho banco de datos.

Estos analisis revelaron homologia de las proteinas XyIS1,
XylS2, XyIS3 y XyIS de pDK1 con el regulador TetD de Tn10 (S entre
3,8 v 7, Tabla 23), y de RhaR con la proteina MGMT de origen
humano (S =4,2, dato no mostrado).

Dentro de este grupo de reguladores es de interes senalar la
distincién de dos subgrupos, en unc de ellos todos los miembros entre
si presentan un indice de similitud mayor de 3, e incluye los
reguladores Xy!IS de pWWO y pDK1, XylS1 y XyIS3 de pWwW53, AraC
de E. coliy E. carotovora, RhaR, RhaS y MelR de E. coli, y VirF de Y.
enierocolitica y de E. cali. El otro subgrupo incluye reguladores cuyo
valor de similitud no fue siempre mayor que 3 con las del grupo
anterior y lo forman las proteinas, XylS2 de pWWH53, TetD de Tn10,
AdaA de B. subtilis y Rns y M5 de E. coli.

El algoritmo de Needlemany Wunsch indica la similitud global
entre dos proteinas. Para encontrar si la homologfa se distribuye de
manera uniforme o si se restringue a determinadas zonas se efectud
el alineamiento de estas proteinas utilizando la seccion "Pileup” del
programa GCG desarrolado en I3 Universidad de Wisconsin y que
utiliza una simplificacion del algoritmo desarrolado por Feng y Doolittle
(1987). Este método alinea las proteinas progresivamente, esto es,

( mo una sola proteina
empieza alineando dos y toma el resultado cO ’
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para alinea’ |a siguient2 y asi sucesivamente. Adem4s, inserta huecos

para optimizar el alineamiento. Es de sefalar que para evitar
distorsiones introducidas por una misma proteina de distintas fuentes
se utiliz6 una secuencia de AraC y VirF en ambos casos de £. coli, y
XylS de pWWO, por lo que en total se utilizaron 10 secuencias de

aminoécidos incluyendo la de TetD.

El alineamiento resultante de la proteinas que componen la
familia Xy!S/AraC se muestra en la Figura 21.

Una vez alineadas las proteinas y para definir la(s) zonal(s) de
mayor homologia se derivé una secuencia consensus, utilizando el
siguiente criterio: para cada posicién se toma un aminodacido como
cuonsensus si aparecia en la misma posicién en al menos 4 de la
proteinas y en el resto aparecia al menos una vez un aminoacido
perteneciente al mismo grupo. Los g@rupos de aminoacidos
considerados son: (3) serina (S), treonina (T), prolina (P), alanina (A)
y glicina (G), (b) asparragina (N), aspartico (C), glutamico (E) y
glutamina (Q), (c) histidina (H), arginina (R) y lisina (K), (d) metionina
(M), isoleucina (I}, leucina (L) y valina (V), (e) fenilalanina (F), tirosina
(Y) y triptéfano (W), ¥ (f) cisteina (C). La secuencia consensus se
representa en la Figura 21.

La secuencia consensus revel6 que la méxima homologla de
e concentra en la zona carboxilo terminal de las

estas proteinas s

mismas, concretamente entre las posiciones 220 y 321 de XylS.

s alrededor de las posiciones 105

Ademas, existen dos pequeiias zona
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y 195 de XylS que en todas estas proteinas son ricas en aminoacidos

del grupo de 1a leucina.




FIGURA 21. Alineamiento y

proteinas de 1la familia

proteinas se indican por

iniciales de 1la especie

secuencia consensus de las

XylS/AracC.

Las distintas

81 nombre seguidas de las

a la gue pertenecen.

La
proteina XylS. utilizada es 1la codificada por el

pldsmido pWWO y las proteinas AraC y VirF las de E.

coli. En la parte inferior del alinamiento y en letra

negrita se representa la secuencia consensus.
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La expresién del operén que codifica la ruta meta del plasmido
TOL de la bacteria Pseudomonas putida se regula positivamente desde
su promotor, Pm, por el producto del gen xylS, la proteina XylIS. La
transcripcién desde Pm, tanto en P. putida como en E. coli, se

estimula en presencia de efectores como benzoato y diversos

derivados de éste con grupos metilo, etilo y a4tomos de fluor, cloro y

bromo (Franklin et a/., 1983; Inouye etal., 1981; Ramos et al., 1986;
Worsey et al., 1978) o por la hiperproduccién de la proteina XylS.
Esta hiperproduccion puede ser debida:

a) A la estimulacién de la transcripcion desde Ps, el promotor del
gen xylS, por la proteina XyiR, el regulador de la ruta Upper, en
presencia de sustratos de esta ruta como tolueno y m- y p-xilenos
(Inouye et al., 1987a; Ramos et al., 1987a).

b) Al incremento del nimero de copias del gen xy/S en E. coli

mediante clonacién en vectores con alto nadmero de copias como

pEMBL9Y (Ramos et al., 1987a).




c) A la clonacién del gen xy/S bajo el control de promotores de

expresion fuerte como P, (Inouye et al., 1987b; Spooner et al.,
1987).

Para averiguar si el mecanismo de activacién de esta proteina
sobre Pm se debia a un proceso de regulacién transcripcional sobre
Ps, o a una modificacién posterior en la proteina sintetizada, Ramos
et al. (1987) determinaron los niveles de ARN mensajero del gen xyIS
en células de 2. putida (pWWO) cultivadas en glucosa y en benzoato.
En glucosa el nivel de expresion del operon meta es muy bajo
(actividad catecol 2,3-dioxigenasa del orden de 5 a 10 unidades/mg
de proteina), y en benzoato, la expresién del operon es alta (tasa de
actividad de catecol 2,3-dioxigenasa del orden de 7.000 unidades/mg
de proteina). Los niveles de sintesis del ARN mensajero resultaron ser
bajos y similares en ambos casos, representando la velocidad de
sintesis del orden del 0,2 % del total de ARN mensajero sintetizado
por la célula. Esto sugiere que la estimulacion de la transcripcion
desde Pm es dependiente de benzoz o y probablemente implica la
activacion de XylS per este 4cido carboxflico aromético. Es de interés
sefalar que se han aislado en este trabajo mutantes de XyIS
(XylSLeud1 vy XylSTyr91) que, en presencia de benzoato, NO
estimulan la transcripcion desde Pm. Esto indica que esta proteina se
e sine qua non para la estimulacion de la transcripcién desde

requier

Pm y confirma los resultados de Franklin et al. (1983) obteriidos con




mutantes de xy/S que llevaban insertados el transpos6n Tn5 dentro
del gen.

Hugouvieux-Cotte-Pattat et a/. (1991) estudiaron el efecto de la
fase de crecimiento celular en la expresién desde Pm. Sus resultados
mostraron que, utilizando fusiones de Pm al gen /acZ desprovisto de
su promotor natural, tanto en £. coli como en P. putida la activacién
mediada por XyIS en ausencia de efectores era débil en células que
estaban en fase exponencial temprana, y fuerte en fase exponencial
tardfa. Este efecto se mantenia en mutantes de E. coli defectivos en
los genes relA, crp y cya, indicando que ni el AMP ciclico ni la
guanosina 5’-difosfato 3'-difosfato (ppGpp) estan implicados en este
fenémeno. Resultados similares aunque con grandes fluctuaciones se
han obtenido en este laboratorio. Este efecto podria deberse a la
acumulacién de la proteina XylS dentro de la célula en fases tardias
de crecimiento producida por un nivel de expresion constante aunque
a bajo nivel del gen xy/S desde su promotor Ps. Esta hipétesis
explicaria el efecto que se obtiene al clonar xy/S en un vector

multicopia o al expresarlo desde un promotor fuerte.

Interaccién de la proteina XylS con moléculas efectoras.
Con objeto de estudiar las interacciones de XylS con Sus

efectores se realizaron ensayos de activaciéon de la transcripcion

desde Pm tanto en P. putida como en E. coli, utilizando fusiones de

ifi i - idasa,
este promotor al gen que codifica el enzima p-galactosid :
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desprovisto de su promotor natural; o en P. putida, midiendo el

enzima de la ruta meta catecol 2,3-dioxigenasa en presencia de al
menos 50 anélogos del 4cido benzoico (Ramos et al., 1986). Los

resultados obtenidos fueron similares en todos los casos,

decidiéndose entonces medir la induccién desde Pm en E. coli
portando fusiones de Pm a /acZ, ya que la determinacién de actividad
requiere no sélo menores voliumenes de cultivo al realizarse en células
permcabilizadas sino también menores periodos de tiempo.

Una de las caracteristicas de la molécula de benzoato es que su
estructura es plana y simétrica. Por ello, se analizaron las
sustituciones que en esta molécula eran permisivas, es decir, grupos
o 4tomos que eran admitidos como sustituyentes en la molécula de
benzoato para que permitiesen la activacion por XylS de la expresion
desde Pm. Estos andlisis revelaron que la posicion 1 del benzoato s6lo
permite sustituciones por grupos carboxilos o aldehidos (M. A. Abril,
resultados sin publicar; Ramos et al., 1986). De las posiciones 2, 3
y 4 de la molécula efectoré, la posicién 3 es la mas flexible ya que
XylS es capaz de reconocery activarse con derivados del benzoato
que portan grupos metilo y etilo, y 4tomos de fluor, cloro, bromo y
yodo en esta posicién. En contraste, las sustituciones en las
posiciones 2 6 4 son mas restrictivas ya que sélo admiten como

sustituyentes el grupo metilo y 4&tomos de cloro y bromo (Ramos et

al., 1986 y 1990; Tabla 4 de Resultados).




También se utilizaron benzoatos disustituidos en las posiciones

2,3; 2,4y 3,4. Los resultados obtenidos mostraron que compuestos

como 2,3- y 3,4-dimetil- y 2,3- y 3,4-diclorobenzoato eran efectores
de XylS pero no asi las correspondientes bisustituciones en las
posiciones 2 y 4. Esto sugiere asimismo la mayor permisibilidad de la
posicién 3 en las sustituciones. Con objeto de determinar si el sitio de
unién de efectores es simétrico, se utilizaron como efectores
benzoatos bisustituidos en las posiciones 2,5; 2,6 y 3,5. Ninguno de
los benzoatos bisustituidos en esas posiciones actuaron como
efectores de Xy!S, incluso cuando los sustituyentes en la posicion 6
fueron atomos de fluor. Dado que el tamaiio de los atomos de fluor
e hidrégeno son similares, se sugiere que la imposibilidad de
sustituci©~ de esta posicion no implica meramente un impedimento
estérico.

Ramos et al. {1986) establecieron la siguiente premisa: Si la
proteina XylS interacciona con las moléculas efectoras, debe ser
posible aislar reguladores mutantes gue sean capaces de reconocer
benzoatos que no activan al regulador silvestre. Mediante el
establecimiento de un sistema de seleccion directa ampliamente
descrito por Ramos Y Timmis (1987) se aislaron mutantes que se
activaban por benzoatos que no eran reconocidos por XylS. La

secuenciacién de estos mutantes revelo cambios puntuales en XylS

y ello demostré univocamente que la proteina XylS interaciona con los




efectores. El andlisis de estos mutantes permiti6 deducir otras

caracteristicas del sitio de unién al efector:

i) El aislamiento de mutantes de XyIS que reconocen benzoatos
no efectores del regulador silvestre con sustituyentes en la posicién
2, se da con una frecuencia mas alta que el de los que presentaban
dichas sustituciones en la pusicibn 4 del anillo aromaético; la
frecuercia de obtencibn de mutantes que reconocen 2-
metoxibenzoato (aproximadamente 10° utilizandoetilmetanosulfonato
como agente mutagénico) es superior a la de los que reconocen 4-
metoxibenzoato (menor de 107 con el mismo procedimiento). Este
dato vuelve a indicar la ausencia de simetria en el sitio de unién al
efector de la proteina XylIS (Ramos et al., 1990).

ii) Dado que se han aislado mutantes que reconocen 2,5-dimetil-;
2,6-dimetil- y 3,5-diclorobenzoato, se sugiere que ei &atorno de
hidrégeno en las posiciones 5 y 6 del efector no es un requerimiento
sine quanon para la activacion de XylS, salvo que las alteraciones de
los mutantes permita [a introduccién de &tomos O grupos mas
voluminosos que participen en la estabilizacién de las interacciones
(Ramos et al., 1986 y 1990).

ii) Para la posicion 1, no se han encontrado mutantes que

reconozcan compuestos como el tolueno o el alcohol benzilico, por lo

que es posible gue el grupo carboxilo del benzoato 0 el carbonilo del
benzaldehido presentes en esta posicion sean imprescindibles para el

reconocimiento de los efectores por XylS.
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Localizacion de los distintos dominios funcionales de la proteina XylS

La secuenciacion de los mutantes obtenidos en este trabajo y de
otros obtenidos en este laboratorio, reveld que en todos los casos se
encontraron mutaciones puntuales distribuidas a lo largo de la
estructura primaria (Figura 22). Los mutantes secuenciados por otros
y sefalados en la Figura 22 son XylSLeu37, que permite el
reconocimiento de efectores como 3-hidroxibenzoato, ademas de
mostrar altos niveles de actividad en ausencia de efectores (Zhou et
al., 1991), asi como XylSLeu229 y XylSVal274 (Zhou et al., 1990,
Tabla 7 de Resultados).

Como se aprecia en la Figura 22, el sitio de reconocimiento de
efectores parece estar constituido por diversos segmentos separados
en la secuencia de aminoécidos. La zona carboxilo terminal presenta
una estructura secundaria predominantemente en a-helice, y la zona
amino terminal, en hoja plegada B. Si el sitio de unién del efector
estuviese definido por estos segmentos de manera que en la
estructura terciaria estuviesen préximos, darfan lugar a un sitio
asimétrico que en principio podria explicar las caracteristicas del perfil

de efectores de |a proteina silvestre, XylS.
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FIGURA 22. Localizacién de los aminodcidos cambiados
en distintos mutantes de XylS y su relacién con la K/,
por 3-metilbenzoato. Los tridngulos cerrados indican
mutaciones que conducen a proteinas con el perfil de
efectores alterado (PEA) Y los tridngulos abiertos a
las gque presentan fenotipo constitutivo (C). En la
parte superior de la figura, se indican para cada
mutante con el perfil de efectores alterado, el
penzoato utilizado durante su aislamiento y en la

inferior la K’, por j-metilbenzoato. Las
aturas utilizadas para denominar los benzoatos
y Figuras anteriores.

parte

abrevi
son las mismas en Tablas




La afinidad aparente por 3-metilbenzoato de las proteinas
XyISHis41, XylSThr45, XylSCys41, XyISTrp45, XyISMet45 (descritas
en este trabajo) y XylSLeu37 y XyISGly44 (descritas en Zhou et a/.,
1991) resulté ser entre 2 y 50 veces mayor que la afinidad de la
proteina silvestre por este compuesto. Estas proteinas presentaban las
mutaciones en la zona de méxima flexibilidad teérica del regulador
silvestre. El hecho de que mutaciones en esta region incrementen la
afinidad por 3-metilbenzoato sugiere una interaccion directa de esta
zona con las moléculas efectoras.

Paralelamente, en la proteina AraC de diverso: organismos, cComo
E. coli o S. typhimurium, que presenta grandes zonas de homologia
con XylS, se han realizado diversos estudios genéticos y bioquimicos
para determinar los dominios funcionales de! regulador. Brunelle y
Schleif (1989) y Lauble et a/. (1989) propusieron la participacion de
la parte amino terminal de la proteina en la unién a la L-arabinosay en
la dimerizacion de la proteina, mientras que éen la unién al ADN
estarfan implicadas tanto las zonas amino como carboxilo terminal. En
la estructura secundaria de esta proteina existen dos zonas en a-
hélice-airo-a-hélice que van desde la posicion 196 a la 215y desde
la 245 a la 264. Brunelle y Schieif (1989) determinaron que en la

zona de 195 a 21 5 existen diversos amino4cidos que contactan con

mientras que nNo existen indicios de la participacion

el promotor a7a,

de la zona de 245 a 264 en dicha union.




En la zona carboxilo terminal de Xy!S también se habian aislado

mutantes con el perfil de efectores alterado, que codificaban las
proteinas XyIlSVal288, XylSPhe155, XyISGly152 y XylSArg256.
Estos dos ultimos reguladores presentaron una K', més elevada por 3-
metilbenzoato, es decir, una menor afinidad por este compuesto; lo
que podria indicar que parte de esta regién colabora, al menos, en la
estructura del sitio de unién.

El aislamiento en este laboratorio por la Dra. Zhou de mutantes
constitutivos con cambios puntuales localizados en las posiciones 229
y 274 de XylS, indica la unién directa de XylS al promotor Pm; y la
localizacién de los cambios en la regién carboxilo terminal de las
proteinas mutadas, sugiere la participacion de esta zona en la unién
del regulador al ADN. La participacion de esta region en las
interaciénes con Pm se ve apoyada por la existencia de dos zonas con
estructuras en a-helice-giro-a-hélice, tipicas de unién al ADN, en las
posiciones 230/250 y 282/301 (Mermod et al., 1987; Ramos et al.,
1990a). Estas estructuras son altamente homoélogas a las ya
presentes en la proteina AraC de E. coli en las posiciones 196/215 y
245/264, presentando ambos reguladores los residuos mas
importantes de estas estructuras COmo son aminoacidos hidrofébicos
presentes en los puntos de contacto que se predicen para ambas

hélices (Brunalle y Schleif, 1989; Ramos et al., 1990a; Zhou et al.,

1990).




Otro dato a favorable a la participacion de esta regién en la unién
a Pm, es el hecho de que al clonar el gen xy/S en un vector como
pTZ19 que presenta mas de 200 copias por célula, se obtuvieron
clones que han perdido totalmente la capacidad de estimular la
transcripcién desde el promotor Pm y, al secuenciarios, presentaron
una deleccién de unos 50 pb en la regién que codifica la zona de
230/250 en la proteina (Luming Zhou, datos sin publicar).

)

Papel de algunos residuos de la zona amino terminal en las funciones
de la proteina

Para clarificar el papel de la zona amino terminal de XylS, se
aislaron todos los mutantes posibles del gen xy/S mediante
mutagénesis dirigida con oligonucledtidos, cambiando sélo una base
de los codones que codifican los aminoacidos gque ocupan las
posiciones 41y 45, y, mediante mutagénesis con bisulfito en el sitio
unico de restriccion Ncol, que se encuentra préximo a la zona del gen
que codifica la posicién 88 de la proteina, obteniéndose cambics en
las posiciones 89, 90 y 91.

La arginina de la posicion 45 de la protein3 silvest’?e se cambib a
serina, glicina, lisina, triptofano y metionina. Todos los reguladores
mutantes, menos el que tenia el cambio a serina, presentaron un

espectrode reconocimiento de efectores similar al silvestre con ligeras

a XylSSer45 presenté un espectro similar al

variaciones. La protein

i ivaci ignificativamente
silvestre pero con niveles de activacion desde Pm significat g
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mas bajos, aunque la afinidad por 3-metilbenzoato era sélo

ligeramente inferior a la del silvestre. La afinidad por 3-metilbenzoato
de los reguladores XylSSer45, XylSLys45 y XyISGly45 era similar a
ia determinada para el regulador silvestre. Los otros mutantes con
cambios en esta posicién, esto es, XylSTrp45 y XylSMet45
presentaron valores de K’, entre 3 y 6 veces inferiores a XyIS.

Dado que determinadas sustituciones de la Arg45 por residuos
como treonina, triptéfano y metionina conducen a un incremento en
la afinidad por 3-metilbenzoato, se sugiere que este residuo
interacciona con las moléculas efectoras. El hecho de que estos
cambios permitan el reconocimiento de compuestos como el 2-
hidroxi- y el 4-etilbenzoato, no nos permite discernir si este residuo
ir.ceracciona directamente con alguna de esas posiciones. La falta de
datos estructurales no permite interpretar cémo el cambic de carga
afecta al posible sitio activo, pero en principio parece plausible excluir
efectos de tipo estéricos, ya que el volumen de la cadena lateral en
los mutantes con mayor afinidad es muy variable, por ejemplo
tript6fano y treonina.

La arginina de la posicién 41 de XyIS se cambié a serina, glicina,
cisteina, prolinay leucina. En las proteinas mutantes, se encontraron
varios fenotipos: (a) perdida total de funcién (XylSLeu41), (b) nivel de
activacién alto en ausencia de efectores sobre Pm (XylSCys41), (c)

nivel basal de activaciébn mas bajo que el silvestre,* aunque

efectores silvestre Y los niveles méximos de

conservando el perfil de
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induccion (XylSSer41 y XyISPro41), y (d) pérdida de reconocimiento

de los benzoatos con sustituciones en ia posicién 2 o en la 4
(XylSGly41). La informacién recogida implica 4 fenotipos distintos en
los 5 mutantes aislados. Esto sugiere la participacion de este residuo
en mas de una funcion de la proteina: Podria ser el nexo de unién
entre el centro de reconocimiento del efector y la cadena de
transmisién de sefal, o tener una participacién directa en el sitio de
unién al efector. Es de interés sefalar que la pérdida total de actividad
del mutante que presenta el cambio de arginina a leucina indica una
anulacién total del sitio de unién al efector o de la cadena de
transmisién de sefal. Es destacable que, aunque este ultimo mutante
presenta el cambio mas hidrofébico de los obtenidos, esta mutacién
no produce ninguna alteracion en la flexibilidad teérica de este
fragmento de la proteina mutante. Los altos niveles basales
encontrados con la proteina XyISCys41 y los bajos niveles basales
acompainados de la alta capacidad inductora de las proteinas
XylSSerd1 y XyISPro41, sélo se explican si este residuo participa
activamente en la cadena interna de transmisién de sefial de la
proteina. Apoya esta hip6tesis el hecho de que, cuando el gen xylS13
-que codifica la proteina XyISHis41- se clon6 en un vector como
pEMBL9 con alto numero de copias (unas 100 copias por célula), el
nivel basal de actividad p-galactosidasa medida a partir de una fusién
Pm::lacZ en E. coli era 3 6 4 veces superior al obtenido con el gen

rior a los niveles obtenidos
silvestre, y del orden de 50 veces supe >
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cuando estaba clonado en un vector como PKT231 cuyo nimero de
copias es de 20 por célula. Para finalizar, este aminodcido podria estar

implicado en las interacciones de este regulador con posiciones

distintas de la meta en las moléculas efectoras, ya que la proteina que

presenta el cambio de arginina 41 a glicina (el aminoacido de menor
volumen), pierde drésticamente la capacidad de reconocer
compuestos monosustituidos en las posiciones 2 y 4, y s6lo reconoce
los benzoatos con sustituciones permisivas en la posicién 3. Ademas,
este mutante reconoce efectores disustituidos si la posicion 3 es una
de las ocupadas.

En la seccién 1 de Resultados se describié un mutante puntual,
XyISLeu88, que presentaba niveles dr expresion basal mas altos que
los de la proteina silvestre. Ademas este mutante exhibia un perfil de
efectores alterado, ya que 2,4-dimetil-, 4-etil-, y 2,4-diclorobenzoate,
compuestos que no son efectores del regulador silvestre, eran
reconocidos por XylSLeu88. Esta doble capacidad puede indicar una
doble funcionalidad: Este residuo puede participar directa 0
indirectamente en la uni6n al efector y al ADN 6 estar localizado
dentro de una hipotética cacena de transmisién de sefial de un
dominio a otro dentro del regulador.

Respecto a los mutantes obtenidos con bisulfito localizados en
el sitio Ncol del gen xy/S, podemos encontrar dos grupos distintos en

los reguladores producidos: La proteina XylSTyr91 presentaba niveles

ivacion desde Pm ‘e el
.

basales cinco veces mas altos de act
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silv i i
estre, pero estos niveles no se incrementaron en presencia de

ninguno de los benzoatos utilizados, sugiriendo que este regulador o
bien no reconocia a los benzoatos o su unién no conducia a activacién
alguna del regulador. En cuanto a las proteinas XyISHis89 y
XylSSer92, que mediaban niveles basales similares a la silvestre y
exhibian asimismo un espectro de efectores similar, mostrando
alrededor de 9 veces mas afinidad por 3-metilbenzoato que la proteina
silvestre. El conjunto de estos datos apoyan la participacion de esta
zona en una hipotética cadena de transmision de seiial del sitio de
unién del efector hacia el sitio de unién al promotor, al exhibir
distintos fenotipos asociados a la misma regién o en la region de

unién al efector.

Interaccion entre los distintos dominios del regulador XylS

Para intentar esclarecer las posibles interaciones entre las zonas
amino y carboxilo terminal se construyeron dobles mutantes in vitro
con los genes xy/S2, xylS13 y xylS241 que codifican los reguladores
XylSThr45, XyISHis41 y Xy!SLeu88 todos ellos con el cambio en la
zona amino terminal Y, los genes xy/S12, xylS14, xylS352, xylS32
y xy/S52 que codifican las proteinas XyISGly152, XylSVal288,
XylSArg256, XylSile229, XylSVal274, respectivamente, todas ellas
con el cambio en la zona central o en la carboxilo terninal. Se
ombinaciones posibles para obtener mutantes

realizaron las 15 ¢C

una mutacion en cada extremo de la proteina. El anélisis

dobles con

161




de los niveles basales de estimulacién de la transcripcion, el perfil de

efectores, la afinidad aparente por 3-metilbenzoato y el efecto
multicopia revelaron:

i) La existencia de una dominancia del fenotipo constitutivo en los
cambios en las posiciones lle229 y Val274 sobre las posiciones His41
y Leu88 pero no sobre la Thr45. Si la zona carboxilo terminal fuese
la implicada en la unién a Pm y la zona amino terminal fuese la
implicada en la unién al efector y ambas zonas actuasen
independientemente, las mutaciones que afectasen a la unién con el
ADN deberian de ser intramolecularmente dominantes sobre las de
otras zonas de la proteina que participen en la unién al efector. El
anélisis de estos mutantes indican que esta hipétesis no se cumple,
ya que el fenotipo del residuo 45 es dominante sobre el mostrado por
el residuo 229 o el 274 en los dobles mutantes. .

ii) La mayoria de las combinaciones de las mutaciones en los
residuos His41, Thra5, Leu88 con los residuos Gly152, Arg256 vy
Vval288 condujo a mutantes con un fenotipo similar, excepto en el
caso del regulador XylSLeu88Arg256 que detallaremos
posteriormente. Estos mutantes presentaban niveles basales de
expresion similares a los del silvestre. Ademas, la afinidad por 3-
metilbenzoato era unas 10 veces mayor que la que presenta la

proteina silvestre con valores de K', que oscilan entre 15 y 50 uM. Es

de destacar, no obstante, el mutante XyiSThr45VaI288 que no

i i arentales si lo hacfan.
reconoce 4-metoxibenzoato mientras que sus p ;

162




La proteina XyISLeu88Arg256 es la tinica que conserva el caracter

semiconstitutivo de XylSLeu88, ya que este caracter presenta un
fenotipo recesivo en las combinaciones del cambio en la posicién 88
con los cambios en las posiciones 152 y 288.

El hecho de que combinaciones de distintos residuos permita
establecerrelaciones de dominanciaintramolecular, conllevencambios
en la afinidad por 3-metilbenzoato y alteren el perfil de efectores
sugiere que estas regiones interaccionan en la activacién de XyIS y en

la mediacién de la transcripcién desde Pm.

Comparacién con otras proteinas

La comparacién de la estructura primaria de este regulador con
el banco de datos "Swiss Protein Release 13" (A. Bairoch,
Universidad de Ginebra) revelé una gran homologfa de XyIS con otros
reguladores positivos que constituyen la denominada familia de
XylS/AraC. Casi todas las proteinas que integran esta familia estan
implicadas en la regulacién del metabolismo de diversas fuentes de
carbono como arabinosa, ramnosa, melibiosa, xileno, etc, pero hay
otros miembros que intervienen en procesos distintos, por ejemplo las

proteinas Rns de E. coli y VirRF de E. coliy. enterocolitica que

participan en procesos de patogénesis, la proteina AdaA de B. subtilis

que activa la respuesta a |3 mutagénesis alquilante, 6 tienen una

funcién desconocida hasta ahora (Cornelis et al., 1989; Henikoff e?

al. 1990; Ramos et al, 1990b). En los componentes de esta familia
L]
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una sola proteina realiza las funciones de unién al efector y de unién

al promotor regulado por eila debiendo existir en todas ellas dominios

funcionales para estas dos acciones.

Todos los miembros conocidos hasta ahora presentan estructuras
alineadas de a-hélice-giro-a-hélice en su zona carboxilo terminal
excepto RhaR y MelR que presentan estructuras en a-hélice-bucle-a-
hélice (HLH) (S. Busby, comunicaciér personal; Tobin y Schleif,
1989). Todas las proteinas con funcién conocida son reguladores y
todos los genes analizados que las codifican se transcriben
divergentemente respecto al promotor sobre el que ejercen su
mecanismo de regulacién (Henikoff et al., 1990; Tobin y Schleif,
1990).

Al efectuar el alineamiento de las proteinas de la familia (ver
Figura 21) se observé que la homologia no se distribufa por igual a lo
largo de ia secuencCia de aminoéacidos, sino que esta se restringia
preferentemente a la zona carboxilo terminal. Este dato sugiere la
participaciéon de la region amino terminal preferentemente en el
reconocimiento de efectores y la de la zona carboxilo terminal en Ia
unién al ADN. Esto sugiere ademdas que si todas estas proteinas
actuan de la misma forma, la unién de estos reguladores a Sus

correspondientes promotores Y sus mecanismos de activacion de la

imi i nién
transcripcion pueden ser similares, pero no sus mecanismos de u

i tre si:
a sus respectivos efectores, ya que éstos son diferentes entre

etc (Cass y Wilcox, 1986;

arabinosa, benzoato, ramnosa, melibiosa,
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Lee et al., 1987; Ramos et a/., 1986 y 1990b; Shleif, 1972; Schieif

y Lis, 1975; Schleif y Favreau, 1982; Sheppard et al., 1979:
Sheppard, 1986; Vermersch et a/., 1990). En contrapartida, es de
resefar que se puede inducir la ruta de catabolizaci6n de la arabinosa
en E. coli en presencia de AraC y determinados derivados del 4cido
benzoico como o- y p-amino-, p-hidroxibenzoato, etc (Kline et al.,
1984) y se han medido ligeros indices de activacién desde Pm en
presencia de XylIS y arabinosa (C. Michan, datos sin publicar).

Hay otra pequeia regién donde estas proteinas presentan gran
homologia, que se localiza alrededor de la posicion 105 de XylS
donde se situan varios residuos de leucina seguidos. La existencia de
estas leucinas puede estar relacionada con mecanismos de unidn
proteina/proteina (Abel y Maniaﬁs, 1989), ya que en todas las
proteinas de esta familia con un mecanismo de actuacion conocido,
éste se realiza mediante la formaci6én de homodimeros. En XylS no se
han encontrado todavfa evidencias de ello.

Henikoff et al. (1990) llevaron 3 cabo un andlisis recurrente de
homologia y adscribieron a esta familia proteinas como OGT, PhoO y
M6 de E. coli, Xp550 de Streptomyces lividans y TetD de Tn10, y
Hakura et al. (1991) por un sistema similar describié homologia de
OGT y Ada de E. coli con Ad. de Salmonella typhimurium, AdaA,
AdaB y Dat de Bacillus subtilis Y MGMT una proteina alquilante
humana. Al comparar estas protefnas una a una con los componentes

: ili i dleman Yy
de la familia XylS/AraC utilizando el algoritmo de Nee :
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Wunsch (1970), se encontré que ninguna de estas proteinas excepto

AdaA pertenecian a la familia ya que el valor de significancia era
menor que 3. Sin embargo, la proteina RhaR de E. coli presenta
homologia con MGMT de H. sapiens y ésta presenta homologia con
AdaB y Dat de B. subtilis, OGT de E. coli y Ada de S. typhimurium,
lo que puede indicar una relacién ancestral entre estos dos grupos de
proteinas reguladoras.

El aislamiento de mutantes de XylS y su anélisis molecular ha
permitido diseccionar su organizacién funcional. Estos mutantes se
han utilizado ademés en la expansién de rutas metabdlicas para el
catabolismo de p-etilbenzoato (Ramos et al., 1987) y p-etiltolueno
(Abril et al., 1989) y recientemente en la construccion de bacterias
controladas biolégicamente {Contreras et a/., 1991). Es de esperar
que el aislamiento de nuevos mutantes permita profundizar en el
conocimiento de la estructura y funcién de este regulador de la

transcripcion en |a bacteria del suelo Pseudomonas putida.







1. La degradacién de benzoato y toluatos codificada por el oper4n
meta presente en el plasmido TOL pWWO de la Dbacteria
Pseudomonas putida, se regula positivamente a nivel transcribcional

por el producto del gen xylS, la proteina XylS.

2. La proteina XyIS parece existir en dos estados conformacionales,
uno inactivo en el cual no estimula la transcripcién desde el
promotor del operon meta, Pm, y otro activo en el que media la
transcripciéon desde Pm. El 4cido benzoico y otros efectores de esta

ruta desplazan el equilibrio hacia la forma activa.

3.La superproduccién de la proteina XyiS conduce a un incremento

de la transcripcion desde Pm independiente de la presencia de

efectores de la ruta.

4. El sitio de unién al efector de XylS se compone de al menos tres

i i ia primari ina: una
regiones noO contiguas en la secuencia primaria de la prote ;
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en la zona amino terminal desde la posicién 37 a la 45, otra en la

region central alrededor de la posicion 155 y otra en la zona

carboxilo terminal que puede incluir residuos entre las posiciones

229 a la 288.

5. El segmento de la secuencia primaria comprendido entre ‘as
posiciones 230 y 250 exhibe estructura en a-hélice-giro-a-héiice y

parece ser la region implicada en el reconocimiento de Pm.

6. Utilizando dobles mutantes se ha establecido que la acci6n de los
dominios de unién al efector y al ADN en XylS no son

independientes.

7. El regulador XylS pertenece a una familia de proteinas,
denominada familia XylS/AraC, que comprende protelnas
pertenecientes a distintos microorganismos como Pseudomonas
putida, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Bacillus subtilis,

Erwinia carotovora, Salmonella tiphymurium y el transposén Tn10.




BIBLIOGRAFiA




ABEL, T. y MANIATIS, T. (1989). Action of leucine zippers. Nature

341, 24-25.

ABRIL, M. A., MICHAN, C., TIMMIS, K. N. y RAMOS, J. L. (1989).
Regulator and enzyme specificities of the TOL plasmid-encoded
upper pathway for degradation of aromatic hydrocarbons and
expansion of the substrate range of the pathway. J. Bacteriol. 171,

6782-6790.

ABRIL, M. A, BUCK, M. y RAMOS, J. L. (1991). Activation of the
Pseudomonas TOL plasmid upper pathway operon. J. Biol. Chem.

266, 15832-15838.

ADHYA, S.y GARGES, S. (1990). Positive control. J. Biol. Chem.

265, 10797-10800.




AMEMURA, M., MAKINO, K., SHINAGAWA, H. y NAKATA, A

(1986). Nucleotide sequence of the phoM region of Escherichia coli:

four open reading frames may constitute an operon. J. Bacteriol

168, 294-302.

ASSINDER, S. J. y WILLIAMS, P. (1990). The TOL plasmid:

determinants of the catabolism of toluene and the xylenes. Adv.

Microb. Physiol. 31, 5-69.

BACHMAIR, A., FINLEY, D. y VARSHAVSKY, A. (1986). /n vivo

half-life of a protein is a function of its amino-terminal residue.

Scienc2 234, 179-186.

BAGDASARIAN, M. R., LURZ, RUECKERT, B., FRANKLIN, F. C. H.,
BAGDASARIAN, M. M., FREY, J. y TIMMIS, K. N. (1981). Specific
purpose plasmid cloning vectors. Il. Broad host range, high copy
number, RSF1010-derived vectors, and a host-vector system for

gene cloning in Pseudomonas. Gene 16, 237-247.

BEYNON, J., CANNON, M., BUCHANAN-WOLLASTN, V. y
CANNON, F. (1983). The nif promoters of Klebsiella pnetimonia?

have a characteristic primary structure. Cell 34, 665-671.




BOLIVAR, F., RODRIGUEZ, R. L., GREENE, P. J., BETLACH, M. C

HEYNEKER, H. L., BOYER, H. W., CROSA, J. H. y FALKOW, S
(1977). Construction and characterization of new cloning vehicles

II. A multipurpose cloning system. Gene 2, 95-113.

BOYER, H. W. y ROULLAND-DUSSOIX, D. (1969). A

complementary analysis of the restriction and modification of DNA

in Escherichia coli. J. Mol. Biol. 41, 459-472.

BRAUS, G., ARGAST, M. y BECK, C. F. (1984). Identification of
additional genes on transposon Tn10: tetC and tetD. J. Bacteriol.

160, 504-509.

BRUNELLE, A. y SCHLEIF, R. (1989). Determining residue-base
ineractions between AraC protein and aral DNA. J. Mol. Biol. 209,

607-622.

BURLAGE, R. S., HOOPER, S. W. y SAYLER, G. S. (1989). The

TOL (pWWO) catabolic plasmid. Appl. Environ. Microbiol. 55, 1323-

1328.

CASS, L. G. vy WILCOX, G. (1986). Mutatic s in the araC
regulatory gene of Escherichia coli BIr that arte 5t repressdr and

activator functions of AraC protein. J. Bacteriol. 166, 892-900. :

171




COHEN, S. N., CHANG, A. C. V. y HSU, L. (1972).

Nonchromosomal antibiotic resistance in bacteria: Genetic

transformation of Escherichia coli by R-factor DNA. Proc. Natl

Acad. Sci. USA €69, 2110-2117.

CGRNELIS, G., SLUITERS, C., LAMBERT DE ROUVROIT, C. y

MICHIELS, T. (1989). Homology between VirF, the transcriptional
activator of the Yersinia virulence regulon, and AraC, the

Escherichia coli arabinose operon regulator. J. Bacteriol. 171, 254-

262.

CHOU, P. Y. y FASMAN, G. D. (1979). Conservation of chain

reversal regions in p.c.-11s. Biophys. J. 26, 367-384.

DAGLEY, S. (1986). Biochemistry of aromatic hydrocarbons
degradation in Pseudomonads. En: The bacteria. A treatise on
structure and function. Vol. X: The Biology of Pseudomonas. J. R.

Sokatch (ed.), Academic Press Inc. pp 527-556.

DAVID, M., DAVERAN, M. L., BATUT, J., DEDIEU, A.
DOMERGUE, J., GHAI, J., HERTIG, C., BOISTARD, P.y HAHN, D.

(1988). Cascade regulation of nif gene expression in Rhizobium

meliloti. Cell 54, 671-683.




DEMPLE, B., SEDGWICK, B., ROBINS, P

TOTTY, N,
W
ATERFIELD, M. D. y LINDAHL, T. (1985). Active site and

= i
omplete sequence of the suicidal inethyltransferase that counters

alkylation mutagenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 2688-2692

DENTE, L., CESARINI, G. y CORTESE, R. (1983). pEMBL: a new

family of single stranded plasmids. Nucl. Acids Res. 11, 1645-
1655.

DIXON, R. (1986). The xy/ABC promoter from the Pseudomonas
putida TOL plasmid is activated by nitrogen regulatory genes in

Escherichia coli. Mol. Gen. Genet. 203, 129-136.

ENGLESBERG, E., IRR, J. POWER, J. y LEE, N. (1965). Positive
control of enzyme synthesis by the gene C in the L-arabinose

system. J. Bacteriol. 90, 946-957.

ENGLESBERG, E. Yy WILCOX, G. { 74). Regulation: positive

control. Ann. Rev. Genet. 8, 219-242.

FENG, D. F., JOHNSON, M. S.y DOOLITTLE, R. F.{19€3). Aligning

amino acid sequences:. comparison of commonly used methods. J.

Mol. Evol. 21, 112-125.




FENG, D. F. y DOOLITTLE R. F. (1987). Progressive sequence

alignment as a prerequisite to correct phylogenetic trees. J. Mol

Evol. 25, 351-360.

FRANKLIN, F. C. H., BAGDASARIAN, M., BAGDASARIAN, M. M.,
y TIMMIS, K. N. (1981). Molecular and functional analysis of the
TOL plasmid pWWO from Pseudomonas putida and cloning of the
genes for the entire regulated aromatic ring meta cleavage pathway.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 7458-7462.

FRANKLIN, F. C. H., LEHRBACH, P. R., LURZ, R., RUECKERT, B.,
BAGDASARIAN, M. y TIMMIS, K. N. (1983). Localization and
functional analysis of transposon mutations in regulatory genes of

the TOL catabolic pathway. J. Bacteriol. 154, 676-685.

GARNIER, J., OSGUTHORPE, D. J. y ROBSON, B. (1978). Analysis
of .he accurancy and implications of simple methods for predicting

the secondary structure of globular proteins. J. Mol. Biol. 120, 97-

120.

GARNIER, J. (1990). Protein structure prediction. Biochemie 72,

513-524.




GIBSON, D. T. y SUBRAMANIAN, V. (1984). Microbial degradation

of aromatic hydrocarbons. En: Microbiai degradation of organic

compounds. D. T. Gibson (ed.), Marcel Dekker Inc. pp 181-252.

GRALLA, J. D. (1991,. Transcriptional control-lessons fro:1 an E.

coli promoter data base. Cell 66, 415-418.

HAKURA, A., MORIMOTO, K., SOFUNI, T. y NOHMI, T. (1991).
Cloning and characterization of the Salmonella typhimurium ada
gene, which encodes 0%-methylguanine-DNA methyltransferase. J.

Bacteriol. 173, 3663-3672.

HANAHAN, D. (1983). Studies on transformation of E. coli with

plasmids. J. Mol. Bioi. 166, 557-580.

HARAYAMA, S., LEHRBACH, P. R. y TIMMIS, K. N. (1984).
Transposon mutagenesis an-' sis uf meta cleavage pathway operon

genes of the TOL plasmid of Pseudomonas putida mt-2. 3

Bacteriol. 160, 251-255.

HARAYAMA, S., REKIK, M., WUBBOLTS, M., ROSE, K. LEPPIK, R.
A. y TIMMIS, K. N. (1989). Charaterization of five genes in the

upper-pathway operon of TOL plasmid pWWO from Pseudomonas




putida and identification of the gene products. J. Bacteriol 111

5048-5055.

HARAYAMA, S y REKIK, M. (1990). The meta cleavage operon of

TOL degradative plasmid pWWO comprises 13 genes. Mol. Gen.

Genet. 221, 113-120.

HATTORI, M. y SAKAKI, Y. (1986). Dideoxy sequencing method

using denatured plasmid templates. Anal. Biochem. 152, 232-238.

HAYAKAWA, H., KOIKE, G., y SEKIGUCHI, M. {1990). Expression
and cloning of complementary DNA for a human enzyme that

repairs 0°-methylguanine in DNA. J. Mol. Biol. 213, 739-747.

HENIKOFF, S., HAUGHN, G. W., CALVO, J. M. y WALLACE, J. C.
(1938). A large family of bacterial activator proteins. Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 85, 6602-6606.

HENIKOFF, S., WALLACE, J. C. y BROWN, J. P. (1990). Finding

protein similarities with nucleotide sequence databases. Meth.

Enzymol. 183, 111-132.

HOLTEL, A., ABRIL, M. A., MARQUES, S., TIMMIS, K. N. ¥y

RAMOS, J. L. (1990). Promoter-upstream activator sequences areé

176




required for expression of the xy/S gene and upper-pathway operon

on the Pseudomonas TOL plasmid. Mol. Microbiol. 4, 1551-1556

HOLTEL, A., TIMMIS, K. N. y RAMOS, J. L. (1991). Identification

of XyIR and IHF binding sites in the 0°*-dependent TOL plasmid xy/S

gene promoter. Enviado & prensa.

HUGOUVIEUX-COTTE-PATTAT, N., KOHLER, T., REKIK, M. y
HARAYAMA, S.(1991). Growth-phase-dependentexpressionofthe
Pseudomonas putida TOL plasmid pWWO catabolic genes. J.

Bacteriol. 172, 6651-6660.

INOUYE, S., NAKAZAWA, A.y NAKAZAWA, T. (1981). Molecular
cloning of gene xy/S of the TOL plasmid: evidence for positive
regulation of the xy/DEGF operon by xy/S. J. Bacteriol. 148, 413-

418.

INOUYE, S., NAKAZAWA, A.Y NAKAZAWA, T. (1983). Molecular
claning of the regulatory gene xy/R and operator-promoter regions

of the xy/ABC and xy/DEGF operons of the TOL plasmid. J.

Bacteriol. 155, 1 192-1199.

INOUYE S., NAKAZAWA, A.Y NAKAZAWA, T. (1986). Nucleotide

utida
sequence of the regulatory gene xylS on the Pseudomonas puti :

177




TOL plasmid and identification of the protein product. Gene 44

235-242,

INOUYE, S., NAKAZAWA, A. y NAKAZAWA, T. (1987a).
Expression of the regulatory gene xy/S on the TOL plasmid is

positively controlled by the xy/R product. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 84, 5182-5186.

INOUYE, S., NAKAZAWA, A. y NAKAZAWA, T. (1987b).
Overproduction of the xy/S gene product and activation of the

xyDLEGF operon on the TOL plasmid. J. Bacteriol. 169, 3587-
3592.

INOUYE, S., NAKAZAWA, A. y NAKAZAWA, T. (1989). Cloning
and sequence analysis of the ntrA (rpoN) gene of Pseudomonas

putida. Gene 89, 145-152.

JACOB, F. y MONOD, J. (1961). Genetic regulatory mechanism in

the synthesis of proteins. J. Mol. Biol. 3, 318-356.

KARPLUS, P. A. Y SCHULZ, G. E. (1985). Prediction of chain

flexibility in proteins. Naturwissenschaften 72, 212-213.




KEMP, E. H., MINTON, N. P. y MANN, N. H. {1987). Complete

nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the M5

polypeptide gene of Escherichia coli. Nuc. Acids Res. 15, 3924.

KLEIN, P., KANEHISA, M. y DELISI, C. (1985). The detection and

classification of membrane spanning proteins. Biochim. Biophys.

Acta 815, 468-476.

KLINE, E.L., WEST, R. W,, INK, B. S., KLINE, P. M. y RODRIGUEZ,
R. L. (1984). Benzy!l derivative facilitation of transcription in
Escherichia coli at the ara and /ac operon promoters: metabolite

gene regulation (MGR). Mol. Gen. Genet. 193, 340-348.

KODAMA, K., NAKABEPPU, Y.y SEKIGUCHI, M. (1989). Cloning
and expression of the Bacillus subtilis methyltransferase gene in

Escherichia coli ada cells. Mutat. Res. 218, 153-163.

KSHLER, T., HARAYAMA, S., RAMOS, J. L. y TIMMIS, K. N.
(1989). Involvement of Pseudomonas putida RpoN ¢ factor in

i ic functi iol. 171, 4326-
regulation of various metabalic functions. J. Bacteriol. 171

4333.




KUNKEL, T. A., ROBERTS, J. D. y ZAKOUR, R. A. (1987). Rapid

and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic

selection. Meth. Enzymol. 154, 367-382.

KUSTU, S., SANTERO, E., KEENER, J., POPHAM, D. y WEISS, D.
(1989). Expression of (ntrA)-dependent genes is probably united by

a common mechanism. Microbiol. Rev. 53, 367-376.

KYTE, J. y DOOLITTLE, R. F. (1982). A simple method for

displaying the hydropathic character of a prrtein. J. Mol. Biol. 157,

105-132.

LAUBLE, H., GEORGALIS, Y. y HEINEMANN, U. (1989). Studies on
the domain structure of the Salmonella typhimurium AraC protein.

J. Biochem. 185, 319-325.

LEE, N., FRANCKLYN, C. y HAMILTON, E. P. (1987). Arabinose-
induced binding of AraC protein to aral, activates the araBAD

operon promoter. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 8814-8818.

LEHRBACH, P. R., MCGREGOR, 1., WARD, J. M. y BRODA, P.
(1983). Molecular relationships between Pseudomonas INC P-9

degradative plasmids TOL, NAH, and SAL. Plasmid 10, 164-174.

L]




LESSIE, T. G. y GAFFNEY, T. (1986). Catabolic potential of

Pseudomonas cepacia. En: The Bacteria. A treatise on structure and

function. Vol. X: The Biology of Pseudomonas. J. R. Sokatch (ed.)

Academic Press Inc. pp 439-482.

LEVITT, M. y CHOTHIA, C. (1976). Structural patterns in globular

proteins. Nature 261, 552-558.

de LORENZO, V., HERRERO, M., METZKE, M. y TIMMIS, K. N.
(1991). An upstream XyIR- and IHF-induced nucleoprotein regulates
the o®*-dependent Pu promoter of TOL plasmid. EMBO J. 10, 1159-

1168.

MACNEIL, T., MACNEIL, D. y TYLER, B. L. (1982). Fine structure
deletion map and complementation analysis of the ginA-ginL-ginG

region in E. coli. J. Bacteriol. 121, 1302-1313.

MANIATIS, T., FRITSCH, E. F.y SAMBROOK, J. (1982) Molecular

cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Press. Cold Spring

Harbor, New York.

MANOIL, C. ¥y BECKWITH, J. (1985). TnphoA: a transposon probe

for protein export signals. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8129-

8133.




MERMOD, N. (1986a). Etude de I'expression de genes cataboliques

chez Pseudomonas. Tesis doctoral n°® 2202 de Chéne-Bougeries

Ginebra (Suiza).

MERMOD, N., LEHRBACH, P. R., DON, R. H. y TIMMIS, K. N.
(1986b). Gene cloning and manipulation in Pseudomonas. En: The
Bacteria. A treatise on structure and function. Vol. X: The Biology

of Pseudomonas. J. R. Sokatch (ed.), Academic Press Inc. pp 325-

356.

MERMOD, N., RAMOS, J. L., LEHRBACH, P. R. y TIMMIS, K. N.
(1986¢). Vector for regulated expression of cloned genes in a wide

range of Gram-negative bacteria. J. Bacteriol. 167, 447-454.

MERMOD, N., RAMOS, J. L., BAIROCH, A. y TIMMIS, K. N.
(1987). The xy/S gene positive regulator of TOL plasmid pWWO:
identification sequence analysis and overproduction leading to

constitutive expression of meta cleavage operon. Mol. Gen. Genet.

207, 349-354.

MESSING, J., GRONENGORN, B., MULLER-HILL, B. vy
HOFSCHNEIDER, P. H. (1977). Filamentous coliphage M13 as a

cloning vehicle: insertion of a Hindlll fragment of the /ac regulatory




region in M13 replicative form in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci USA

74, 3642-3646.

MESSING, J. (1983). New M13 vectors for cloning. Meth. Enzymol
101, 20-78.

MILLER, J. H. (1972). Experiments in molecular genetics. Cold

Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, New York.

MICHAN, C., KESSLER, B., de LORENZO, V., TIMMIS, K. N. y
RAMOS J. L. (1991). Strick requeriment of the DNA-binding domain
and the effector binding pocket for an active XylS positive

regulator. Enviado a prensa.

MOROHOSHI, F., HAYASHI, K., ¥ MUNAKATA, N. (1989). Bacillus
subtilis gene coding for constitutive 0°-methylguanine-DNA

alkyltransferase. Nucl. Acids Res. 17, 6531-€543.

MOROHOSHI, F., HAYASHI, K. y MUNAKATA, N. (1990). Bacillus

subtilis ada operon encodes two DNA alkyltransferases. Nucl. Acids

Res. 18, 5473-5480.

NAKABEPPU, Y., KONDO, H., KAWABATA, S., IWANAGA, S. Y

SEKIGUCHI, M. (1985). Purification and structure of the intact Ada

183




regulatory protein of Escherichia coli K12, 0°-methylguanine-DNA

methyltransferase. J. Biol. Chem. 260, 7281-7288

NEEDLEMAN, S. B. y WUNSCH, C. P. (1970). General methods
applicable to the search for similarities in the amino acid sequence

of two proteins. J. Mol. Biol. 48, 443-453.

PABO, C. *. y SAUER, R. T. (1984). Protein-DNA recognition.

Annu. Rev. Biochem. 53, 2923-321.

PALLERONI, N. J. (1986). Taxonomy of the Pseudomonads. En:
The bacteria. A treatise on structure and function. Vol. X: The
Biology of Pseudomonas. J. R. Sokatch (ed.), Academis Fress Inc.

pp 3-26.

POTTER, P. 1., WILKINSON, M. C., FITTON, J., CARR, F. J.,
BRENNAND, J., COOPER, D. P. y MARGISON, G. P. (1987).
Characterization and nucleotide sequence of ogt, the 0°¢-

alky 'guanine-DNA-alkyltransferase gene of E. coli. Nuc. Acid. Res.

15, 9177-9193.

RAIBAUD, O. ¥y SCHWAFTZ, M. (1984). Positive control of

transcriptional initiation in bacteria. Ann. Rev. Genet. 18, 173-206.




RAMOS, J. L., STOLZ, A., REINEKE, W. y TIMMIS, K. N. (1986)

Altered effector specifities in regulators of gene expression: TOL
plasmid xy/S mutants and their use to engineer expansion of the

range of aromatics degraded by bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci.

1ISA 83, 8467-8471.

RAMOS, J. L., MERMOD, N. y TIMMIS, K. N. (1987a). Regulatory
circuits controlling transcription of TOL plasmid operon enconding

meta-cleavage pathway for degradation of alkylbenzoates by

Pseudomonas. Mol. Microbiol. 1, 293-300.

RAMOS, J. L. y TIMMIS, K. N. 11987b). Experimental evolution of

catabolic pathways of bacieria. Microbiol. S ., 228-237.

RAMOS, J. L., WASSERFALLEN, A., ROSE, K. y TIMMIS, K. N.
(1987c). Redesigning metabolic routes: manipulation of TOL

plasmid pathway for catabolism of alkylbenzoa'es. Science .. ..

593-596.

RAMOS, J. L., GONZALEZ-CARRERO, M. y TIMMIS, K. N. (1988,.

Broad-host range expression vectors containing manipulated meta-

cleavage pathway regulatory elements of the TOL plasmid. FEBS

Lett. 226, 241-246.




RAMOS, J. L., MICHAN, C., ROJO, F., DWYER, D. y TIMMIS, K.

. N. (1990a). Signal-regulator interactions. Genetic analysis of the
effector binding site of xy/S, the benzoate-activated positive

regulator of Pseudomonas TOL plasmid meta-cleavage pathway

operon. J. Mul. Biol. 211, 373-382.

RAMQOS, J. L., ROJO, F., ZHOU, L. y TIMMIS, K. N. (1990b). A

family of positive regulators related to the Pseudomonas putida TOL
plasmid XyIS and the Escherichia coli AraC activators. Nuc. Acids

Res. 18, 2149-2152.

SANGER, F., NICKLEN, S. y COULSON, A. R. (1977). DNA
sequencing with chain termination inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 74, 5463-5467.

SASSE-DWIGHT, S y GRALLA, J. D. (1988). Probing the
Escherichia coli ginALG upstream activation mechanism in vivo.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8934-8938.

SCHLEIF, R. (1972). Fine-structure deletion map of the Escherichia

coli L-arabinose opu/on. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69, 3479-3484.




SCHLEIF, R. y LIS, J. T. (1975). The regulatory region of the L-

arabinose operon: a physical, genetic and physiological study. J

Mol. Biol. 95, 417-431.

SCHLEIF, R. F. y FAVREAU, A. (1982). Hyperproduciion of araZl

protein from Escherichia coli. Biochemistry 21, 778-782.

SCHLEIF, R. F. (1989). The L-arabinose operon. En: Escherichia col:
and Sa/monella typhimurium. Cellular and molecuiar biology. Vol |l

F. C. Neidhardt (ed.), AMS, Washington D. C. pp 1473-1481.

SCHOLLMEIER, K. y HILLEN, W. (1984). Transposon Tn10 contains
two structural genes with opposite polarity between tetA and

IS10;. J. Bacteriol. 160, 499-503.

SHEPPARD, D. E., ELEUTERIO, M. vy FALGOUT, B. (1979).
interaction between mutant alleles of araC of the Escherichia coli

B/r L-arabinose operor.. J. Bacteriol. 139, 1085-1088.

SHEPPARD, D. E. (1986). Dominance relationships among mutants

alleles of regulatory gene araC in ine Escherichia coli B/r L-arabinose

operon. J. Bacteriol. 168, 999-1001.




SINCLAIR, M. I. y HOLLOWAY, B. W. (1991). Chromosomal

insertion of TOL transposon in Pseudomonas aeruginosa PAQ. J.

Gen. Microbiol. 137, 1111-1120.

SPOONER, R. A., LINDSAY, K. y FRANKLIN, F. C. H. (1986).
Genetic, functional and sequence analysis of the xy/R and xy/S

regulatory genes of the TOL plasmid pWWO. J. Gen. Microbiol.
132, 1347-1358.

SPOONER, R. A., BAGDASARIAN, M. y FRANKLIN, F. C. H.
(1987). Activation of the xy/DLEGF promoter of the TOL toluene-
xylene degradation pathway by overproduction of th2 xy/S

regulatory gene product. J. Bacteriol. 169, 3581-3586.

TANO, K., SHIOTA, S., COLLIER, J., FOOTE, R. S. y MITRA, S.
(1990). Isolation and structural characterization of a CONA clone
encoding the human DNA repair protein for 0°%-alkylguanine. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 87, 686-€90.

THAYER, J. R. ¥ WHEELIS, M. L. (1982}, Active transport of

benzoate in Fseudomonas putida. J. Gen. Microbiol. 128, 1749-

1753.




TOBI
BIN, J. F. y SCHLEIF, R. F. (1990). Purification and properties of

RhaR, the positive regulator of the L-rhamnose operons of

Escherichia coli. J. Mol. Biol. 211, 75-89.

TSUDA, M., MIANEGISHI, K. I. y INO, T. (1989). Toluene
transposons Tn4651 and Tn4653 are class Il transposons. J

_ Bacteriol 171, 1386-1393.

VERMERSCH, P. S., TESMER, J. J. G., LEMON, D. D. y QUIOCHO,
F. A. (1990). A Pro to Gly mutation in the hinge of the arabinose-

binding protein enhances binding and alters specificity. J. Biol.

Chem. 265, 16592-16603.

VIEIRA, J. y MESSING, J. (1982). The pUC plasmid an M13mp7-
derived system for insertion mutagenesis and sequencing with

synthetic universal primers. Gene 19, 259-268.

WILLETTS, N. y WILKINS, B. (1984). Processing of plasmid DNA

during bacterial conjugation. Microbiol. Rev. 48, 24-34.

WILLIAMS, P. A. Y MURRAY, K. (1974). Metabolism of benzoate

and the methylbenzoates by Pseudomonas putida (arvil’a) mit-2:

Evidence for the existence of a TOL plasmid. J. Bacteriol. 120,

416-423.




WILLIAMS, P. A. y WORSEY, M. J. (1976). Ubiquity of plasmids in

coding for toluene and xylene metabolism in soil bacteria: evidence

for the existence of new TOL plasmids. J. Bacteriol. 125, 818-828
WILLIAMS, P. A. (1981). Catabolic nlasmids. TIBS 6, 23-26.

WORSEY, M. J. y WILLIAMS, P. A. (1975). Metabolism of toluene
and the xilenes by Pseudomonas putida (arvilla) mt-2: evidence for

a new function of the TOL plasmid. J. Bacteriol. 124, 7-13.

WORSEY, M. J., FRANKLIN, F. C. H. y WILLIAMS, P. A. (1978).
Regulation of the degradative pathway enzymes coded for by the
TOL plasmid (pWWO) from Pseudomonas putida mt-2. J. Bacteriol.

134, 757-764.

Y ANiSH-PERRON, C., VIEIRA, J y MESSING, J. (1985). Improved
M13 phage cloning vectors and host strains: nucleotide sequences

of the M13mp18 and pUC19 vectors. Gene 33, 103-109.

ZHOU, L., TIMMIS, K. N.'y RAMOS, J. L. (1990). Mutations leading
{o constitutive expression from the TOL plasmid meta-cleavage
pathway operon are located at the C-terminal end of the positive

regulator protein XylS. J. Bacteriol. 172, 3707-3710.




ZHOU, L., GALLEGOS, M. T., MICHAN, C., TIMMIS, K. N. y

RAMQOS, J. L. (1991). Amino acid substitutions of the XyIS positive
regulator of the TOL plasmid toluate catabolic operon that alter

effector specificity and lead to high basal induction levels. Enviado

a prensa.

ZOLLER, M. J. y SMITH, M. (1983). Oligonucieotide-directed
mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors. Meth.

Enzymol. 100, 468-500.

ZVELEBIL, M. J., BARTON, G. J., TAYLOR, W. R. y STERNBERG,
M. J. E. '1987). Prediction of protein secundary structure and
active sites using the alignment of homologous sequences. J. Mol.

Biol. 195, 957-961.




