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Capitulo 1

Introduccion.

1.1 Degradacion de xenobioéticos.

Muchos compuestos aromaticos con uno o mas anillos bencénicos son degradados por
microorganismos del suelo y del agua (Gibson, 1984); sin embargo, la intensidad de
la actividad industrial no sélo produce enormes cantidades de ellos, sino que ademés
cada vez se producen nuevos compuestos organicos de sintesis con sustituyentes
o estructuras que no aparecen en los compuestos naturales. Estos compuestos se
denominan xenobidticos, y en general, son resistentes a cualquier tipo de ataque por
microorganismos, por lo que se acumulan en el medio ambiente, constituyendo una
fuente importante de contaminacién. Dado que desde el punto de vista evolutivo el
periodo de tiempo transcurrido desde la apariciéon de estos xenobiéticos es demasia-
do corto, las rutas calabdlicas de los microorganismos no han podido evolucionar
para permitir la utilizacién de los nuevos compuestos como fuente de materia y
energia. Sin embargo, la ingenieria genética ofrece una serie de herramientas que
permiten acelerar en el laboratorio la evolucién de rutas catabdlicas mediante la
manipulacién de genes, y asi permitir la eliminacién de xenobiéticos. Por ello, el
estudio de la bioquimica de las rutas de degradacién, asi como el estudio de la
organizacion fisica de la informacién genética que la codifica y la regulacién de su
expresion, son imprescindibles para disenar las estrategias que permitan acelerar la

evolucion de las rutas catabdlicas en el laboratorio y permitir el metabolismo de
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compuestos recalcitrantes (Ramos y Timmis, 1987).

Las bacterias de la familia de las pseudomonadaceas presentan un alto interés
por su ubicuidad, versatilidad fisiolégica y capacidad de utilizar una gran variedad
de compuestos organicos como fuente de carbono (Lessie y Graffney, 1986; Palleroni,
1986). La informacién genética que codifica estas rutas catabdlicas se encuentra en
muchas ocasiones codificada por plasmidos, lo cual constituye una ventaja no sélo
para su estudio y manipulacién, sino también para la propagacién de la informacion

entre poblaciones bacterianas.

1.1.1 Degradacion de tolueno por el plasmido TOL pWWO0

de Pseudomonas putida.

Pseudomonas putida mt-2 (pWWO) es una bacteria del suelo capaz de crecer a ex-
pensas de tolueno, m- y p-xileno, m-etiltolueno y 1,2,4-trimetilbenceno. Worsey
y Williams (1975) demostraron que los enzimas de la ruta de degradacién de es-
tos hidrocarburos estdn codificados por el pldasmido TOL pWWO (Fig. 1). Este
plasmido de aproximadamente 115kb es autotransferible y pertenece al grupo de

incompatibilidad IncP9, siendo su numero de copias por cromosoma entre 2 y 4
(Benson y Shapiro, 1978; Bradley y Williams, 1982; Nakazawa y Yokota, 1973;
Williams y Murray, 1974; Worsey y Williams, 1975).

Mediante mutagénesis con nitrosoguanidina y transposones y clonaciéon de genes
se demostrd que la informacién genética necesaria para la sintesis regulada de la ruta
de degradaciéon de tolueno estd distribuida en cuatro unidades transcripcionales
(Fig. 2) (Franklin et al., 1981; Harayama et al., 1984, 1989, 1990; Inouye et al.,
1983), agrupadas en una regién de 23kb de pWWO que forma parte del transposén
de 56kb Tn4651, contenido a su vez en el transposén de 70kb Tn4653 (Tsuda et
al., 1989). Los genes estructurales que codifican los enzimas para la degradacién de
toluenos estan agrupados en dos operones, separados por 14kb, y que se transcriben
en el mismo sentido. El operén "upper” codifica los enzimas para la oxidaciéon de
toluenos a benzoatos (Figs. 2 y 3), mientras que el operén meta codifica la ruta de

degradacién de benzoatos hasta intermediarios del ciclo de Krebs (Figs. 2 y 4). Las
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tnp T
res

tnp A ‘ﬂ thp S

Figura 1: Esquema del pldsmido TOL pW WO de Pseudomonas putida. Se representan
los mapas de restriccién del plasmido con las restrictasas EcoRI y Xhol; los fragmentos se
nombran por orden alfabético de acuerdo con su tamano en orden decreciente. Se indica
la localizacién de los genes que codifican las transposasas y resolvasas de los transposones
Tn4651 y Tn 4653 tnpA, tnpT, tnpS y res) y la regién de transferencia (Tra) y replicacién
(Rep). Asimismo se sefiala la regién que contiene a los operones ”upper”, meta, y los genes
reguladores zylR y zylS, indicando las flechas el sentido de la transcripcién de estas unidades
transcripcionales.
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dos unidades transcripcionales zy/lR y zylS codifican las proteinas reguladoras que
controlan la transcripcién de los operones ”upper” y meta respectivamente (Franklin
et al., 1980; Inouye et al., 1981). Los dos genes reguladores son adyacentes al operén
meta (Franklin et al., 1983; Inouye et al., 1983), y sus promotores, Ps y Pr, se
transcriben divergentemente (Fig. 2) (Inouye et al., 1986; Mermod et al., 1986;
Ramos et al., 1987a; Spooner et al., 1986).

El operén meta contiene trece genes estructurales que codifican los enzimas para
la degradacién de benzoatos (Fig. 4). Mediante oxidacién y descarboxilacién de
los benzoatos se obtienen catecoles como intermediarios, cuya fisién meta produce
semialdehidos del acido mucénico. Estos ultimos pueden seguir dos vias alterna-
tivas, de hidrélisis o descarboxilacién, que convergen en el 2-oxo-pent-4-enolato, y
finalmente, se obtienen intermediarios anfibélicos del ciclo de Krebs (Harayama y
Rekik, 1990).

1.1.2 Organizacion del operén ”upper”.

La degradaciéon de tolueno y xilenos a través de las rutas codificadas por el pldsmido
TOL pWWO comienza por la oxidacién progresiva del grupo metilo del anillo

aromatico hasta benzoato y toluatos (Fig. 3).

Al menos tres enzimas forman parte de la ruta "upper”: la tolueno monooxige-
nasa (TO), que oxida el hidrocarburo aromdtico a su alcohol bencilico correspon-
diente; la alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH), que oxida el alcohol aromaético
a su aldehido correspondiente; y por ultimo, la benzaldehido deshidrogenasa (BZDH),
que oxida el benzaldehido a su correspondiente acido carboxilico. El operén que
codifica la ruta catabdlica comprende 8kb del pldsmido TOL pWWO (Fig. 1)
(Harayama et al., 1986; Kell et al., 1987; Lebens y Williams, 1985). Mediante
mutagénesis con transposones y clonacién de fragmentos del operén en vectores
de expresion y analisis en maxicélulas de los productos de la transcripcion de los
fragmentos clonados, se han asociado actividades enzimaticas y polipéptidos a los
genes de TOL (Harayama et al., 1989). El primer gen de la ruta, zylC, codifica un
polipéptido de 57kD identificado como BZDH (Fig. 2). Los genes adyacentes a éste,
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< operon“upper’' —-> < operon meta —><-requladores>
Pu|xyl CMA B N Pm|xyl XYZLTEGFJQKTH | S |Ps|Pr| R
HL e > ’ & O G —

Figura 2: Organizacién de los genes estructurales y reguladores de las rutas
catabdlicas del plasmido TOL pW WO0. Los genes que codifican los enzimas para la
oxidacién de tolueno y xilenos a benzoato y toluatos estan agrupados en el operéon ”upper”,
y los que codifican los enzimas para la oxidacién de benzoato y toluatos a intermediarios del
ciclo de Krebs, en el operén meta. Los genes reguladores zylR y zylS son unidades trans-
cripcionales independientes. Los dos operones estan separados por una distancia de 14kb
(linea discontinua). Las flechas indican el sentido de la transcripcién desde los promotores
Pu, Pm, Ps y Pr. El orden de los genes es de acuerdo con Harayama et al.(1984, 1989) y

Harayama y Rekik (1990).
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CH3 CH,OH CHO COOH
NAD* NADH_ANAD* NADH

\_N N\

S .
R, R, R, R,
Ry 10 R)  BADH Ro  BzDH Ro
(xyl MA) (xyl B) (xyl C)

| e

xyl C M A B N ‘

Figura 3: Oxidacién de tolueno/xilenos a través de la ruta "upper” codificada
por el plasmido TOL pW WO y organizacién de los genes estructurales del operén
?upper”. Las abreviaturas utilizadas para los enzimas son: TO, tolueno monooxigenasa;
BADH, alcohol bencilico deshidrogenasa; BZDH, benzaldehido deshidrogenasa. Junto a

cada enzima se indican los genes del operén que lo codifican. Al gen zylN no se le ha
asignado ninguna funcién catalitica.
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4L-0T
OH (xyl H) 0

—~ NCO0" l COO (4~OD)
HMSD — _ (xyl 1
(EY_I G) >N COO COO co,

Ry Ry Vﬂ 2

L TS /
H p 2 2 COO- COO0" COO™  CH,COCOO0"
— —Zr - > > — e -
0
R, R, R, X~ R; HMS H HO RCH, CHO

R
R2 (xyl F) Ry 2

B 1,2-0 DHCDH C23-0 — OEH
(xyl XYZ) (xyl L) (xyl E) (xylJ) (xy | K)

HOA

Pmixyl X Y ZLTEGFJQKTIH

oH—>

Figura 4: Oxidacion de benzoato/toluatos a través de la ruta meta codificada por
el pldsmido TOL pWWO y organizacién de los genes estructurales del operén
meta. Las abreviaturas utilizadas para los enzimas son: B 1,2-O, benzoato 1,2-dioxigenasa;
DHCDH, 1,2-dihidroxi-3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato deshidrogenasa; C 2,3-O, catecol
2,3-dioxigenasa; HMSD, 2-hidroximucénico semialdehido deshidrogenasa; 4-OT, 4-oxalocro-
tonato tautomerasa; 4-OD, 4-oxalocrotonato descarboxilasa; HMSH, 2-hidroximucénico
sernialdehido hidrolasa; OEH, 2-oxopent-4-enolato hidratasa; HOA, 4-hidroxi-2-oxovalerato
aldolasa. Junto a cada enzima se indican los genes que lo codifican.
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zylM y zylA, codifican dos polipéptidos de 35 y 40kD que forman un heterodimero
asociado a la actividad TO, como demuestran los experimentos de complementacién
entre zylM y zylA (Harayama et al., 1989). La BADH es un polipéptido de 40kD
codificado por zy/B, adyacente a zylA (Fig. 2) (Harayama et al., 1989; Shaw y
Harayama, 1990). Sin embargo, el ADN correspondiente a estos cuatro genes sélo
constituye el 50% del material genético de la regién, y dentro del operén existen dos
segmentos de ADN cuya funcién esta por definir. Entre el promotor del operén, Pu,
y el primer gen estructural, zylC, existe una region de 1,7kb a la que no se ha podido
asignar ningun polipéptido en los experimentos con maxicélulas (Harayama et al.,
1989). Sin embargo, la regién contiene una fase de lectura abierta que podria co-
dificar un polipéptido altamente hidrofébico (P. Williams, comunicacién personal).
En 3’ con respecto a zy/B se ha localizado una fase de lectura abierta, zy/N,que

en maxicélulas codifica un polipéptido de 47kD al que no se ha asignado funcién

catalitica.

1.1.3 Regulacién de la transcripcion de los operones ”up-

per” y meta.

La funcion de los genes zyl/R y zylS en la regulacién de la sintesis de los enzimas
catabdlicos de TOL se definié en primer lugar mediante mutagénesis con el trans-
posén Tn5 (Franklin et al., 1983). En la cepa silvestre y en mutantes de zy/R y de
zylS se determinaron las actividades alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH), un
enzima de la ruta "upper”, y catecol 2,3-dioxigenasa (C 2,3-O), un enzima de la ruta
meta. En la cepa silvestre se inducian los enzimas de la ruta "upper” en respuesta
a sustratos de la misma, mientras que los enzimas de la ruta meta se inducian tanto
en presencia de sustratos de la ruta "upper” como en presencia de sustratos de la
ruta meta. Se observé que en mutantes de zylS, pero no en mutantes de zylR, se
inducia la actividad BADH en presencia de tolueno y xilenos. Por el contrario, en

presencia de benzoatos, se inducia la actividad C 2,3-O en mutantes de zylR, pero

no en mutantes de zylS. La sintesis de C 2,3-O en presencia de tolueno y xilenos
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estaba bloqueada tanto en mutantes de zy/lR como en mutantes de zylS. Estos re-
sultados sugerian que XylR estaba implicado en la activacién del operén ”upper”
en presencia de hidrocarburos, y que XylS estaba implicado en la activacién del
operon meta en presencia de benzoatos; asimismo, XylR y XylS participaban de
manera concertada en la activacién de la ruta meta por hidrocarburos (Franklin et
al., 1983; Inouye et al., 1983).

La funcién de ambos genes como elementos reguladores en trans se determiné
utilizando fusiones transcripcionales del promotor del operén ”upper”, Pu, y del
promotor del operén meta, Pm, al gen zylE o al gen lacZ, y analizando los niveles
de actividad C 2,3-O -el producto del gen zylE- y #-galactosidasa, respectivamente,
en presencia de los genes zy/R o zylS clonados en plasmidos compatibles (Abril et
al., 1989; Dixon, 1986; Inouye et al., 1981; 1983; Mermod et al., 1986; Ramos et
al., 1986, 1987a, 1990). Los polipéptidos sintetizados por los genes zylR y zylS
se identificaron como dos proteinas, XylR y XylS, de 68 y 36,5kD respectivamente,
mediante el analisis de los productos de la transcripcién de ambos genes clonados en
vectores de expresién en maxicélulas y en minicélulas (Inouye et al., 1986; Mermod
et al., 1987; Spooner et al., 1986).

El mecanismo de activaciéon de XylS sobre Pm se analizé determinando los nive-
les de ARN mensajero del gen zylS en células de P.putida (pWWO) cultivadas en
glucosa y en benzoato (Ramos et al., 1987a). Los niveles de expresién del operén
meta, estimados como actividad C 2,3-O, fueron bajos en los cultivos en glucosa, y
altos en benzoato; sin embargo, los niveles de ARN mensajero de zylS eran bajos
(0,05% del total) y similares en ambos casos, lo cual sugeria que la estimulacién de
la transcripciéon desde Pm es dependiente de benzoato e implica la activacién de
XylS por dicho acido carboxilico (Fig. 5).

Para estudiar la interaccién de XylS con sus efectores Ramos et al. (1986)
realizaron ensayos de activaciéon de la transcripcién desde Pm en FE.col:, utilizando
fusiones transcripcionales de este promotor al gen lacZ desprovisto de su promotor
natural, y en P.putida, midiendo actividad C 2,3-O expresada desde el pldsmido
TOL, en presencia de al menos 50 anédlogos del acido benzoico. El andlisis del perfil

de efectores de XylS permitié deducir que la posicién 3 del anillo aroméatico del
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I'igura 5: Representacién de los circuitos de regulacién genética de las rutas de
degradaciéon de tolueno y xilenos codificadas por el plasmido TOL pWWO. La
activacion (+) o represién (-) de cada factor sobre los promotores correspondientes se indica
mediante flechas. Los circulos vacios representan la forma inactiva de XylS y los tridngulos
la forma activa; los cuadrados vacios representan la forma inactiva de XylR y los rellenos
la forma activa. Los circulos rellenos representan el factor o°* o NtrA.
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benzoato era la mas permisiva, ya que admitia sustituciones por grupos —CH; y
—C,H;, y atomos de F, Cl, Br, y I, mientras que en las posiciones 2 y 4 sélo eran
permisivas sustituciones por grupos —CH3; y dtomos de F y Cl. Las posiciones 5
y 6 del anillo no admitian sustituciones. Esta informacién se utilizé6 para disenar
una estrategla para aislar reguladores mutantes capaces de reconocer benzoatos que
no activaban al regulador silvestre (Ramos et al., 1986, 1990). La secuenciacién
y analisis de estos mutantes permitié deducir algunas caracteristicas del sitio de
uniéon de XylS al efector, y el estudio exahustivo mediante mutagénesis a lo largo
de la secuencia de XylS (Michan, 1991; Ramos et al., 1990) permitié definir tres
regiones no contiguas en la secuencia del regulador que componen el sitio de unién
al efector, situadas entre los aminoacidos 37 y 45, alrededor de la posicién 155, y
entre los residuos 229 y 288.

La induccién de las rutas "upper” y meta por XylR en presencia de tolueno y
alcohol m-metilbencilico se demostré mediante la construccién de diploides parciales
para los genes de TOL (Franklin y Williams, 1980; Nakazawa et al., 1980). Los
analisis de expresién del promotor de la ruta "upper”, Pu, en fusiones transcrip-
cionales al gen zylE demostraron que XylR activado por m-xileno o alcohol m-
metilbencilico es un activador transcripcional del promotor Pu (Inouye et al., 1983),
pero no es capaz de estimular la transcripcién desde Pm (Franklin et al., 1981, 1983;
Inouye et al., 1983; Ramos et al., 1987a). Experimentos andlogos con el promotor
del gen zylS, Ps, demostraron que XylR en presencia de sus efectores también es un
activador a nivel transcripcional de Ps (Inouye et al., 1987a; Ramos et al., 1987a).
Los andlisis cuantitativos de ARN mensajero de zylS en células portadoras de zylR
en trans en presencia y ausencia de m-xileno o alcohol m-metilbencilico demostraron
que XylR incrementa al menos 50 veces la sintesis de XylS (Ramos et al., 1987a).

En condiciones de hiperproduccién de XylS distintos investigadores (Inouye et
al., 1987b; Mermod et al., 1987; Ramos et al., 1987a) han demostrado que este
regulador en ausencia de efectores es capaz de estimular la transcripcién desde Pm.
En conjunto, estos resultados apoyan un modelo de activacién en cascada de Pm
en presencia de tolueno. Este modelo explica la induccién coordinada de enzimas

de la ruta "upper” y meta en células de Pseudomonas cultivadas en tolueno (Abril
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et al., 1989; Ramos et al., 1987a).

La estructura de los promotores de TOL, Pr, Pu, Ps y Pm, ha sido analizada
con cierto detalle mediante secuenciacién y mapeo con nucleasa S1 y transcriptasa
inversa. El promotor Pr (Inouye et al., 1985) tiene dos sitios de iniciacién de la trans-
cripcién separados entre si por 27pb, y cada sitio estd precedido por una secuencia
de reconocimiento del factor 0™ (consensus en -10/-35). El anélisis cuantitativo de
la sintesis de ARN mensajero desde Pr en células de F.col: portadoras o no del gen
rzylR indica que XylR reprime su propia sintesis (Abril et al., 1989; Holtel et al.,
1992; Inouye et al., 1987a).

Los promotores Pu (Inouye et al., 1984) y Ps (Inouye et al., 1987a; Ramos et al.,
1987a) presentan la secuencia consensus en -12/-24 para reconocimiento del factor
NtrA o ¢°*. Dixon (1986) y Ramos et al. (1987a) demostraron que en mutantes
ntrA~ de E.coli no tenia lugar la activacién de Pu y Ps por XylR en presencia
de tolueno. Los ensayos de expresiéon de Pu y Ps en mutantes de P.putida nitrA~
demuestran que tanto Pu como Ps dependen de ¢°* para su transcripcién (Fig. 5)
(Inouye et al., 1987a, 1989; Kohler et al., 1989). Pu y Ps presentan ademés dos
regiones homdlogas centradas en -131 y -169 en Pu y en -143 y -181 en Ps que
contienen dos repeticiones invertidas de 4pb (5-ATTTN4AAAT-3’) (Fig. 6) (Holtel
et al., 1990). Se ha demostrado la presencia de regiones activadoras distales con
doble simetria rotacional en otros promotores -12/-24 (Ames y Nikaido, 1985; Buck
et al., 1986; Santero et al., 1989) que constituyen el sitio de unién de las proteinas
activadoras (Kustu et al., 1989). Pu y Ps contienen ademds otra regién conservada,
alrededor de -50 (Holtel et al., 1990), que presenta homologia con el sitio de unién
del factor de integracién del hospedador (IHF) de otros promotores -12/-24 (Hoover
et al., 1990).

El promotor de la ruta meta, Pm (Inouye et al., 1984; Mermod et al., 1984), no
presenta homologia con el consensus -10/-35 de los promotores dependientes de o"°,
y aunque tiene cierta homologia con la regiéon de -24 de Pu y Ps, funcionalmente
es distinto de ellos, ya que es independiente de ¢** y no es activado por XylR
(Ramos et al., 1987a). El mecanismo de interaccién del regulador XylS con Pm no

se conoce, pero el analisis del promotor mediante deleciones en su extremo 5’ indica
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Pu =179 CGCTGCCTTGATCAAATCGACAG -157

-141 TGATGATTTGCTCAAATACAGCC -11°9

Ps =191 CTGCCACTTTAGCATTTGCTTAG -169

-153 TAACCAATTGATTAACTGAAATC -131

consensus ATTTgatcAAAT

Figura 6: Alineamiento de las secuencias inversamente repetidas de Pu y Ps.
La secuencia de Pu es de Inouye et al. (1984), y la de Ps es de Ramos et al. (1987a). Las
bases estan numeradas con respecto al punto principal de iniciacién de la transcripcién.
Se muestra la secuencia consensus derivada del alineamiento con las secuencias invertidas
subrayadas (Holtel et al., 1990).
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que la regién comprendida entre -30 y -70 es necesaria para la expresién completa
del promotor mediada por XylS (Ramos et al., 1987a; Spooner et al., 1987).

Los circuitos de regulacién de la transcripcién de los genes zyl (Fig. 5) se pueden
resumir de la siguiente manera: la proteina XylR induce la transcripcién del operén
"upper’ en presencia de tolueno y xilenos (Franklin et al., 1980); esta activacién es
dependiente del factor ¢°* (Dixon, 1986; Inouye et al., 1987a; Kohler et al., 1989).
El operéon meta se induce por la proteina XylS en presencia de benzoatos (Franklin
et al., 1983; Inouye et al., 1981; Ramos et al., 1986). Sin embargo, la transcripcién
del operén meta puede inducirse también por sustratos de la ruta "upper”, lo cual
implica un sistema de regulacién en cascada mediado por las dos proteinas regu-
ladoras: XylR junto con ¢°* estimula la transcripcién del promotor del gen zylS en
presencia de tolueno (Inouye et al., 1987a; Ramos et al., 1987a), y la consiguien-
te hiperproduccién de XylS es suficiente para activar la transcripcién del operén
meta en ausencia de benzoatos (Ramos et al., 1987a) (Fig. 5). La activacién de la
transcripciéon del promotor de la ruta meta, Pm, por XylS en ausencia de efectores
sugiere la existencia del regulador en dos formas, una activa y capaz de estimular
la transcripcién desde Pm, y otra inactiva e incapaz de activar la transcripcién del
promotor. A baja concentracién de XylS el equilibrio se desplazaria a la forma ac-
tiva en presencia de efectores, pero la hiperproduccién de XylS inducida por XylIR
y tolueno -o inducida artificialmente por promotores sintéticos o vectores de alto
numero de copia (Inouye et al., 1987b; Mermod et al., 1987; Ramos et al., 1987a)-
conduciria a un aumento de la concentracién total de XylS, de modo que la concen-
tracion de la forma activa -aunque se mantenga el equilibrio con la forma inactiva-

es suficientemente alta para inducir la transcripcién del operén meta (Ramos et al.,
1987a).
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1.2 Control transcripcional.

1.2.1 Factores o.

La expresion selectiva de la informacién genética en respuesta a senales, exter-
nas o internas, proporciona a los organismos un enorme potencial adaptativo, que
abarca desde la capacidad de cambiar su maquinaria metabélica en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes hasta complicados cambios fisiolégicos implicados en
el desarrollo y diferenciacién celular (Jones, 1990). Parece claro que los sensores
primarios que responden a los estimulos son proteinas reguladoras, o, en sistemas de
dos componentes, proteinas que transmiten senales a las proteinas reguladoras que
interaccionan con secuencias especificas del ADN (Adhya y Garges, 1990). La dis-
posicion de estas secuencias determina el patrén de la transcripcién génica (Jones,
1990).

Los intensos estudios de regulaciéon transcripcional llevados a cabo en procariotas
han permitido en los dltimos anos establecer una serie de elementos reguladores y
modelos de transcripcién. Frente a la conservacién del nicleo (a;, 8, #’) de la
ARN-polimerasa bacteriana, la diversidad de factores o es un primer elemento que
proporciona a la vez a la ARN-polimerasa una gran flexibilidad y especificidad
para reconocer distintos promotores. En enterobacterias se han establecido dos
clases mayoritarias de promotores en base al factor o que reconoce las secuencias
de iniciacién de la transcripcién y a la disposicién de las secuencias reguladoras en
los promotores (Collado-Vides et al., 1991). La mayor parte de los promotores de
enterobacterias, y probablemente de procariotas, son reconocidos por el factor o™,
y un pequeno grupo, aunque representado en muy diversos grupos taxonémicos, por
s i

El elemento basal de reconocimiento de 0™ es el consensus -10/-35 (5>-TATAAT-
3’/5-TTGACA). En este tipo de promotores, aquellos con secuencias similares al
consensus se transcriben constitutivamente. En este grupo se encuentran los genes

implicados en el funcionamiento basico de las células. Otros promotores depen-

dientes de ¢’® presentan conservada la regién de -10, pero contienen secuencias



CAPITULO 1. INTRODUCCION. 16

atipicas en -35. En estos casos se requiere la participaciéon de un regulador adi-
cional. Las secuencias reguladoras de estos promotores suelen estar préximas al
sitio de unién de la ARN-polimerasa, y su posicién es critica para la regulacién
(Collado-Vides et al., 1991). En los promotores sometidos a regulacién positiva, las
secuencias activadoras se encuentran alrededor de la posiciéon -40, mientras que en

" sometidos a represién, al menos un sitio de la regién operadora se

los promotores o
suele encontrar adyacente al de la ARN-polimerasa. Por tanto, en este tipo de pro-
motores los elementos reguladores contactan directamente con la ARN-polimerasa
unida al promotor (Gralla, 1991).

Muchos genes que se transcriben en situaciones excepcionales dependen para
su transcripcion de factores o especificos, presentando secuencias distintas a las
del consensus -10/-35 para el reconocimiento por los factores o alternativos. La
disponibilidad del factor o constituye en si misma un mecanismo de regulacién trans-
cripcional de estos genes (Kustu et al., 1989). Asi, el factor 0°? de enterobacterias
permite la transcripciéon de genes que sintetizan proteinas de proteccién frente a
choques térmicos y condiciones de estrés (Grossman et al., 1984; Lindquist y Craig,
1988); oF de enterobacterias (Arnosti y Chamberlin, 1989) y 02® de Bacillus subtilis
(Hellman et al., 1988) inician la sintesis de factores que intervienen en quimiotaxis

y motilidad; otros factores o intervienen en el control de ciclos celulares, como la
esporulacién de Bacillus subtilis (Kroos et al., 1989; Losick et al., 1986).

El factor o°%, también llamado NtrA y RpoN, interviene en la transcripcién de
genes relacionados con procesos fisioldgicos muy diversos, aunque es minoritario

0

con respecto a ¢’°. Su estruclura y mecanismo de accién se analizan en detalle a

continuacién.

54

1.2.2 Regulaciéon positiva: funcién del factor o°* en muiltiples

procesos fisiolégicos.

El factor 0°* se definié en principio como una proteina activadora de la expresién
del gen ginA de enterobacterias (Garcia et al., 1977), pero mas tarde se relacioné

con otros genes implicados en el metabolismo y asimilacién de nitrégeno, como
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los genes relacionados con el transporte de algunos aminoacidos (Ames y Nikaido,
1985; Schmitz et al., 1988), y los genes nif relacionados con la fijacién biolégica
de nitrégeno en distintos fijadores libres y simbioéticos, como Klebsiella pneumoniae
(Dixon, 1984; Gussin et al., 1986; Leonardo y Goldberg, 1980; Merrick, 1983),
Rhodobacter capsulatus (Jones y Haselkorn, 1989), Azotobacter vinelandii (San-
tero et al., 1986; Toukdarian y Kennedy, 1986), Azospirillum (Pederosa y Yates,
1984),diversas especies de Rhizobium (Gussin et al., 1986; Ronson et al., 1987a)
y Bradyrhizobium (Fischer et al., 1986). El alineamiento de los promotores nif de
K.pneumoniae (Beynon et al., 1983) sugeria que el motivo reconocido por ¢°* era
el par GC situado entre -11 y -14 respecto al sitio de iniciaciéon de la transcripcién
y el par GG situado a 10pb en 5’ respecto al anterior.

Cuando la estructura basal -12/-24 de reconocimiento de 0°* se encontré en el
promotor del operén ”upper” de Pseudomonas putida (Inouye et al., 1984), Johnston
y Downie (1984) propusieron que estos promotores podian estar relacionados con
un grupo mas amplio de promotores de bacterias Gram negativas, cuyo sistema
de regulacién seria distinto del hasta entonces conocido mediado por ¢’°. Esta
propuesta se vié corroborada posteriormente, cuando se describio el requerimiento
de o°* para la expresién de Pu y Ps (Dixon, 1986; Inouye et al., 1987a; Kohler
et al., 1989; Ramos et al., 1987a), y la activacién cruzada de Pu por el activador
NifA de Klebsiella pneumontae (Dixon, 1986). Efectivamente, desde la propuesta
de Johnston y Downie (1984) se han descrito muchos promotores dependientes de
0°* no relacionados con la transcripcién de genes para el metabolismo de nitrégeno,
como el promotor del gen d¢tA cuyo producto génico se requiere para el transporte
de acidos dicarboxilicos en Rhizobium (Ronson et al., 1987a); los promotores de
los genes fdhF y hyd-3 relacionados con el metabolismo anaerdébico de Escherichia
colt (Birkmann et al., 1987); genes zyl relacionados con la degradacién de tolueno y
benzoatos en Pseudomonas putida (Inouye et al., 1987a); genes para la degradacién

de mandalato en Pseudomonas (Fewson, 1988); hox para la sintesis de hidrogenasas

en Alcaligenes eutrophus y Pseudomonas facilis (Hogrefe et al., 1984; Romermann
et al., 1988, 1989); fibG y flaN para la sintesis de proteinas flagelares en Caulobacter
(Minnich y Newton, 1987; Mullin et al., 1987) y Pseudomonas aeruginosa (Johnson
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et al., 1986); pi/E1l para la sintesis de pilinas en Neisseria gonorrhoeae (Meyer et
al., 1984); y el gen que codifica la carboxipeptidasa G2 en Pseudomonas (Minton y
Clarke, 1985).

A pesar de su diversidad fisiolégica, todos estos genes presentan unas carac-
teristicas muy homogéneas en cuanto a la regulacién de su transcripcién se refiere,
y que claramente los diferencia de los promotores dependientes de ¢’%: el elemento
basal para el reconocimiento y unién del factor 0°* se caracteriza por una secuencia
consensus 5-TTGCA-3’ situado entre -11 y -14 respecto al sitio de iniciacién de la
transcripcién y un par GG 10pb por encima del par GC anterior (Ausubel, 1984);
todos los promotores de este grupo estudiados estdn sometidos a regulacién posi-
tiva, y no a represién (Collado-Vides et al., 1991); las proteinas activadoras de cada
uno de los promotores ¢°* contienen varios dominios homélogos muy conservados
(Ronson et al., 1987b); y, por tltimo, en contraste con los promotores dependientes
de 0™, las secuencias activadoras de este grupo son distales con respecto al punto
de iniciacion de la transcripcién, situandose entre -100 y -200, pudiendo alterarse su
posicién sin que pierdan la capacidad de activacién (ver Kustu et al., 1989 y Thony

y Hennecke, 1989, para una revisién).

1.2.2.1 Estructura del factor o¢°4.

El alineamiento de la secuencia de los genes rpoN de Escherichia coli (Sasse-Dwight
y Gralla, 1990), Klebstella pneumoniae (Merrick y Gibbins, 1985), Rhizobium melilot:
(Ronson et al., 1987a), Azotobacter vinelandit (Merrick et al., 1987), Rhodobacter
capsulatus (Jones y Haselkorn, 1989) y Pseudomonas putida (Kohler et al., 1989)
puso de manifiesto la presencia de varios dominios de homologia muy conservados
entre los factores ¢°* (Fig. 7), y la baja homologia con el resto de los factores o
de procariotas. Las zonas mas conservadas permitieron definir tres regiones a lo
largo de la secuencia de la proteina (Merrick et al., 1987). La regién I (N-terminal)
contiene cuatro heptadas hidrofébicas compuestas en un 25% por glutamina; la
regién II (central) contiene tres dominios ricos en residuos acidos; y la regién III
(C-terminal) contiene cuatro heptadas hidrofébicas ricas en residuos acidos y una

zona en hélice-giro-hélice caracteristica de proteinas de unién al ADN. Las heptadas
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hidrofébicas de las regiones I y III son caracteristicas de las cremalleras de leucina
(Landshulz et al., 1988; Vinson et al., 1989). Sorprendentemente en los factores
0°* no aparece el dominio més conservado en el resto de los factores o, que es la
regiéon de unién a la ARN-polimerasa (Thony y Hennecke, 1989), de modo que no se

conoce el mecanismo de interaccién para formar el complejo o°*~-ARN-polimerasa.

5

La funcién de los dominios conservados en los factores o°* se ha analizado me-

diante ensayos de improntas tn vivo con dimetil sulfato y KMnO4 en el promotor
ginAp2 de E.coli. En estos estudios Sasse-Dwight y Gralla (1990) utilizaron mu-

°4 con deleciones en los distintos dominios en la cepa SDKTI,

tantes del factor o
un mutante rpoN~ de FE.coli. Las deleciones en cualquiera de las dos heptadas
hidrofébicas que flanquean a la regién II producian complejos de transcripcién de-
fectuosos, ya que sélo se establecian contactos entre el promotor y el holoenzima
0°*-ARN-polimerasa en la regién de -24, pero se perdia el contacto en la de -12,
y no se producia desnaturalizacién del promotor para iniciar la transcripcién. Las
deleciones en el motivo hélice-giro-hélice de la regién III implicaban la pérdida total
de contacto con el promotor, ya que no se observaba proteccién en -12 ni en -24,
y tampoco se producia desnaturalizacién del promotor. Por ultimo, las deleciones
en los dominios de acidez 1 y 2 de la regién II (Fig. 7) no afectaban al contacto
del holoenzima con el promotor, pero el complejo promotor-o°*-ARN-polimerasa
era defectuoso, ya que sélo se producia una desnaturalizacién parcial del promo-
tor. Basandose en estos resultados, Sasse-Dwight y Gralla propusieron que las
heptadas hidrofébicas formarian una cremallera de leucina intramolecular respon-
sable del contacto en -12, adyacente a la zona de desnaturalizacién del promotor
(Fig. 8). Cada heptada tendria la estructura de una hélice anfipitica (Giniger y
Ptashne, 1987; Hope et al., 1988), con una superficie polar rica en glutaminas en
la regiéon I y una superficie polar rica en residuos acidos en la regién III, de modo
que la cremallera de leucina formaria una estructura con dos superficies activadoras
asociadas al complejo promotor-ARN-polimerasa que debe ser activado. La regién
en hélice-giro-hélice reconoceria al promotor, estableciendo contacto en la zona de

-24 (Fig. 8). Los dominios 4cidos de la regién II quedarian situados por la cre-

mallera de leucina préximos a la zona a desnaturalizar, aunque la desnaturalizacién
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Figura 7: Esqueina de los dominios de homologia conservados en los factores
0°%. Se indican las tres regiones conservadas (I, Il y III) en las secuencias de los factores
0°* de distinta bacterias Gram-negativas (Merrick et al., 1987). Mediante barras se senalan
las heptadas hidrofébicas, la regién rica en glutaminas (Gln), los dominios acidos (1, 2, 3 y

4), y el dominio en hélice-giro-hélice (HTH).
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s6lo ocurre cuando interviene el activador NtrC (Ninfa et al., 1987; Sasse-Dwight y
Gralla, 1988). El papel de los dominios acidos en la desnaturalizacién puede ser la
transmisién de senal entre NtrC y la ARN-polimerasa, pero podria intervenir direc-

tamente induciendo una alta densidad de carga negativa que provocase la separacién
de las cadenas de ADN (Sasse-Dwight y Gralla, 1990).

1.2.2.2 Activadores de la transcripcién y secuencias activadoras remotas.

Los promotores dependientes de 0°* se expresan sélo en determinadas condiciones
ambientales (Thony y Hennecke, 1989), y todos estdn sometidos a regulacién posi-
tiva (Collado-Vides et al., 1991). Las proteinas activadoras de algunos de ellos no
han sido identificadas, aunque si se ha comprobado su requerimiento de secuencias
activadoras remotas que pueden ser los sitios de unién de los activadores (Kustu

et al., 1989). Hay ciertas evidencias de que el requerimiento de una proteina acti-

4

vadora es general para todos los promotores -12/-24: ¢°* se une al promotor ginAp2

y al promotor de nifLA en ausencia del activador NtrC, pero la iniciacién de la
transcripcién sélo ocurre en presencia del activador (Minchin et al., 1989; Ninfa et
al., 1987; Popham et al., 1989; Sasse-Dwight y Gralla, 1988;); por otro lado, se
ha observado activaciéon heterdéloga por NifA en promotores dependientes de NtrC
(Drummond et al., 1983; Merrick, 1983; Ow y Ausubel, 1983), y de NifA y NtrC
en el promotor Pu dependiente de XylR (Dixon, 1986).

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los activadores conocidos,
NtrC de K.pneumoniae (Drummond et al., 1986; Jones y Haselkorn, 1989), DctD
de R.melilott (Ronson et al., 1987c), NifA de K.pneumoniae, A.vinelandit y varias
especies de Rhizobium y Bradyrhizobium (Bennett et al., 1988; Drummond et al.,
1986; Fischer et al., 1988; Gronger et al., 1987; Nees et al., 1988), y XylR (Inouye
et al., 1988), permite definir varios dominios con distinto grado de homologia. El
dominio N-terminal es homoélogo en NtrC y DctD, y a su vez presenta homologia con
otras proteinas reguladoras de procariolas implicadas en sistemas de regulacién de
dos componentes: un sensor (NtrB o DctB) que reconoce un estimulo ambiental, y
un regulador (NtrC o DctD) que interacciona con el sensor y activa la transcripcién

(Nixon et al., 1986). Los dominios N-terminales de NifA y XylR no presentan
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Figura 8: Representacién del modelo de interaccién de ¢°! con el consensus

-12/-24. El dominio en hélice-giro-hélice (HTH) interacciona con la regién de -24. Las
heptadas hidrofébicas de los dominios I y III de ¢°* forman una cremallera de leucina
intramolecular que interacciona con la regién de -12, y forma una estructura con dos super-
ficies activadoras potenciales, una rica en glutaminas (Gln) y un dominio acido (A4). Los
dominios acidos de las regiones II y III, indicados por signos negativos (-), quedan préximos
a la zona de desnaturalizacién del promotor. La flecha indica el sentido de la transcripcién.
El modelo es de acuerdo con la propuesta de Sasse-Dwight y Gralla (1990).
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homologia con los anteriores, lo cual sugiere que son estas regiones especificas de los
reguladores las que reconocen senales externas, bien directamente, como XylIR, que
aparentemente sélo requiere la presencia de efectores para activar la expresién de
Ps y Pu (Abril et al., 1989; Franklin y Williams, 1980; Inouye et al., 1987a), o bien
a través de proteinas sensoras en sistemas de dos componentes, como NtrC y DctD,
que son activados por fosforilacién mediada por los sensores NtrB y DctB (Ninfa y
Magasanik, 1986; Ronson et al., 1987c), o NifA de Klebsiella que es inactivado por
NifLL en respuesta a alta tensién de oxigeno (Hill et al., 1981; Merrick et al., 1982).

El dominio central, que comprende aproximadamente 240 aminoécidos, estd muy
conservado en este grupo de activadores, y se le atribuyen dos funciones (Thoény
y Hennecke, 1989): por un lado, generar energia para catalizar la apertura del
complejo abierto, y por otro, interaccionar con el complejo o°*-ARN-polimerasa.
Esta atribucién de funciones se basa en que esta regién contiene un sitio de unién
e hidrélisis de ATP (Fry et al., 1986; Ronson et al., 1987c), necesario para la des-
naturalizacién del promotor (Popham et al., 1989), y por otro lado, en los efectos
de mutaciones en este dominio en NtrC y NifA: las mutaciones en NtrC de residuos
conservados en todos los activadores producen reguladores defectuosos, incapaces
de catalizar la desnaturalizacién del promotor (Wei y Kustu, 1981); y las formas
truncadas de NifA que sélo mantienen este dominio central, atin son capaces de
activar la transcripcién de nifH en R.meliloti (Huala y Ausubel, 1989), lo cual
sugiere que esta region puede interaccionar directamente con el holoenzima o°*-
ARN-polimerasa.

El dominio C-terminal también presenta un alto grado de homologia en el grupo
de los activadores secuenciados. Contiene una estructura en hélice-giro-hélice carac-
teristica de proteinas de unién al ADN, y es probable que este dominio interaccione

con secuencias especificas del promotor. De hecho, la mayoria de los promotores

* contienen secuencias activadoras distales, situadas a més de

dependientes de o®
100pb en 5’ con respecto al punto de iniciacién de la transcripcién, que si bien no
son imprescindibles para la transcripcién, producen una fuerte estimulacién de la
misma. Las secuencias pueden trasladarse a méas de 1kb de su posicién sin perder

totalmente la capacidad de activacién (Birkman y Bock, 1989; Inouye et al., 1990;
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Reitzer y Magasanik, 1986). La delecién de estas secuencias en el promotor ginAp2
(Reitzer y Magasanik, 1986), y en el promotor de nifH de K.pneumoniae (Buck et
al., 1986), y de nifH y nifD de B.japonicum (Alvarez-Morales et al., 1986) producia
una fuerte disminucion de la expresién de los mismos, que podia compensarse si se
aumentaba la concentraciéon de proteina activadora, lo cual sugiere que el activador
puede interaccionar directamente con el holoenzima o°*-ARN-polimerasa cuando su
concentracién es suficientemente elevada (Austin et al., 1987; Reitzer y Magasanik,
1986; Wong et al., 1987).

Mediante ensayos de proteccion in vivo e tn vitro se ha comprobado que NtrC
y NifA se unen a estas regiones, cuyas secuencias se han definido en base a los
mismos ensayos (Ames y Nikaido, 1985; Morett y Buck, 1988; Reitzer y Magasanik,
1986). Por otro lado, mediante mutagénesis y deleciones del dominio en hélice-giro-
hélice de NtrC y NifA se ha demostrado que la unién a las secuencias activadoras
remotas se efectila a través del dominio C-terminal de estos activadores (Contreras
y Drummond, 1988; Morett et al., 1988).

Para explicar este sistema de activacién remota Buck et al. (1987) propusieron
un modelo en el que el activador unido a la secuencia activadora remota inter-
accionaba con el complejo promotor-o°*-ARN-polimerasa, catalizando la desnatu-
ralizacién local del promotor (Fig. 9); esta interaccién implicaba la formacién de
un doblez o giro del ADN para permitir la aproximacién fisica entre el activador
y el complejo o°*-ARN-polimerasa. Este doblez de la molécula de ADN se ha
demostrado mediante microscopia electrénica (Su et al., 1990). Las excepciones al

modelo hacen suponer que el activador puede interaccionar directamente con ¢,

pero su unién a la secuencia activadora y la aproximacién al complejo promotor-o°*-
ARN-polimerasa por doblez del ADN aumenta la concentracién local de activador
en el promotor, favoreciendo la iniciacién de la transcripcién (Drummond et al.,

1986; Gralla, 1991; Ninfa et al., 1987; Santero et al., 1989; Su et al., 1990).

1.2.2.3 El factor de integracién del hospedador (IHF).

Como se ha indicado anteriormente, el modelo de activacién remota de los promo-

tores -12/-24 predice la formacién de bucles de ADN para permitir el contacto entre
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Figura 9: Representacién del modelo de activacién remota de los promotores
-12/-24. A) EIl holoenzima o°*-ARN-polimerasa reconoce las secuencias consensus en
-12/-24 y se une al promotor. El activador reconoce las secuencias activadoras remotas
(UASs) en la regién de -100/-200. B) El activador unido a las UASs interacciona con el
complejo promotor-c°4-ARN-polimerasa cuando se produce el doblez del ADN, catalizando
la desnaturalizacién local del promotor para iniciar la transcripcion.
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el activador y el complejo promotor-c°*-ARN-polimerasa (Fig. 9). Recientemente
se ha demostrado la intervencién de una proteina que induce dobleces en el ADN
-e] factor de integracién del hospedador (IHF)- en la regulacién de la transcripcién
de algunos promotores -12/-24, (Abril et al., 1991; Cannon et al., 1990; Gober y
Shapiro, 1990; Hoover et al., 1990; de Lorenzo et al., 1991; Santero et al., 1989),
aunque no se requiere en otros, como glnAp2 (Claverie-Martin y Magasanik, 1991).
En todos los casos descritos IHF no induce la transcripcién por si mismo, sino que
estimula la activacién mediada por las proteinas reguladoras unidas a las secuencias
activadoras remotas.

IHF es una proteina heterodimérica de 20kD con una estructura en forma de
”T”, cuyos brazos son dos laminas  antiparalelas (Drlica y Rouviére-Yaniv, 1987).
La subunidad o estd codificada por el gen htmA (Mechulam et al., 1985; Miller,
1981), y la subunidad 3 por el gen hip o himD (Flamm y Weisberg, 1985).

IHF interviene en multitud de procesos celulares diversos, como recombinacion
integrativa del fago A (Kikuchi y Nash, 1978) y #80 (Leong et al., 1985), trans-
posicién del transposén Tnl0 (Morisato y Kleckner, 1987) y de la secuencia de
insercién IS1 (Gamas 1985), empaquetamiento de fagos (Greenstein et al., 1988),
replicacién de algunos plasmidos (Stenzel et al., 1987) y control transcripcional de
algunos genes (ver Friedman, 1988, para una revisién).

Mediante ensayos de retardo en gel (Wu y Crothers, 1984) se ha estimado que
IHF induce dobleces en el ADN con un dngulo de 140° (Kosturko et al., 1989; Thom-
son y Landy, 1988). Los sitios de unién de IHF al ADN, determinados mediante
ensayos de proteccion por ADN-asa in vitro, son secuencias de aproximadamente
40pb (Yang y Nash, 1989); la proteccién de segmentos tan largos, dado el tamano
de IHF, sélo se explica mediante el plegamiento de la cadena de ADN alrededor de
los brazos laterales de la proteina, que interaccionan con la hendidura menor de la
hélice de ADN (Yang y Nash, 1989).

Goodman y Nash (1989) han demostrado que la induccién de dobleces en el ADN
es la funcién primaria de IHF, y no una consecuencia de otro tipo de interaccién,
ya que la sustitucion del sitio H2 de unién de IHF a attP por una secuencia de con-

formacién en angulo, o por el sitio de unién de la proteina CRP, receptor de AMPc,
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que también induce dobleces en el ADN, no afectaba al proceso de recombinacion
integrativa del fago A.

En los promotores -12/-24 en cuya transcripcién se ha demostrado la inter-
vencién de IHF, los sitios de unién aparecen siempre entre las secuencias activadoras
remotas y el sitio de unién del holoenzima o°*-ARN-polimerasa (Collado-Vides et
al., 1991). La distancia a las secuencias activadoras es siempre aproximadamente
80pb, y parece ser critica, ya que la alteracién de esta distancia implicaba que IHF
se comportase como un represor de la transcripcién (Claverie-Martin y Magasanik,
1991: Huang et al., 1990; Kennedy et al., 1988).

Collado-Vides et al. (1991) han propuesto que los promotores dependientes
de 05 en cuya transcripcién interviene IHF han adoptado el sistema de dobleces
inducidos por IHF para compensar la eventual inestabilidad de los complejos de nu-
cleoproteina que intervienen en la transcripciéon , ya que en promotores fuertes como
glnAp2 no hay sitio de unién de IHF. En cambio si los hay en los promotores nifH
v nifLA de K.pneumoniae, en los que la unién del holoenzima o°*-ARN-polimerasa
al promotor es inestable (Buck y Cannon, 1989; Minchin et al., 1989; Morett y
Buck, 1989), y en el promotor ginHp2, en el que el activador se une débilmente a
las secuencias activadoras remotas (Claverie-Martin y Magasanik, 1991). En estos
casos la probabilidad de que al doblarse el ADN el activador contacte con el holoen-
zima o%*-ARN-polimerasa es baja; la induccién de dobleces por IHF aumenta esta

probabilidad, facilitando el contacto.

1.2.2.4 Regulacién de la sintesis de los factores que intervienen en la

transcripcién de los promotores -12/-24.

La disponibilidad de las proteinas activadoras, de IHF y de o°* puede ser un factor
limitante de la transcripcién, y por tanto, es también un mecanismo de control
indirecto de la expresién de genes con promotores -12/-24.

Los estudios de transcripcién de los genes rpoN de E.coli, K.pneumoniae y
R.melilot: indican que su expresién es constitutiva, de modo que la regulacién de los
promotores dependientes de 0% depende de otros factores, extrinsecos a los niveles

de 0% en la célula (Castafio y Bastarrachea, 1984; De Bruijin y Ausubel, 1983;
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Merrick y Stewart, 1985).

En cambio, la expresién de los genes que codifican las proteinas activadoras esta
sometida a regulacién, de modo que los mecanismos que controlan la sintesis de
los activadores también forman parte del sistema de regulacién de los promotores
dependientes de 0®*. Asi, el operén nifLA de K.pneumoniae se transcribe desde un
promotor -12/-24 cuyo activador es NtrC, de modo que en condiciones de limitacién
de nitrégeno NtrC estimula la produccién de NifA (Szeto et al., 1987). En el
operén ginAntrBC de enterobacterias ntrB y ntrC se transcriben desde un promotor
-10/-35 (ginAp3); en condiciones de limitacion de nitrégeno la forma activa de
NtrC, fosforilada por NtrB, se une al promotor ginAp3, inhibiendo su propia sintesis
(Magasanik, 1988). XylR se transcribe desde dos promotores, Pr; y Prg, del tipo
-10/-35 (Inouye et al., 1985), que solapan con el promotor divergente Ps, del tipo
-12/-24 (Inouye et al., 1987a). Los andlisis cuantitativos de transcripcion de zylR
parecen indicar que XylR reprime su propia sintesis (Inouye et al., 1987a). Estos
hechos sugieren una doble funcién de las proteinas reguladoras, como activadores de
promotores -12/-24 y como represores de promotores -10/-35 (McNeil et al., 1982;
Thoény y Hennecke, 1989).

Por tltimo, dado que IHF es un elemento regulador muy inespecifico que inter-
viene en muchos procesos celulares, es probable que la transcripcion de los genes
himA y hip o himD sélo esté regulada para mantener un equilibrio entre las con-
centraciones de las subunidades a y 3, como ocurre con la proteina homéloga HU
(Rouviére-Yaniv et al., 1990). Sin embargo, la disponibilidad de IHF se ha descrito
cormo ui factor de control secundario en la transcripcion del gen flbG de Caulobacter.
El promotor de f1bG contiene un sitio de unién de IHF, y sus niveles de expresién son
muy bajos; las concentraciones de IHF y del activador RF-1 son méximas antes de
la divisién celular, momento en que se transcribe fibG, de modo que la combinacién
de ambos factores controla temporalmente la expresién del gen (Gober y Shapiro,

1990).
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1.3 Objetivos de este trabajo.

Con objeto de estimar el potencial metabdlico de la ruta ”upper” codificada por el
plésmido TOL pWWO de P.putida se propuso el estudio del perfil de efectores del

regulador XyIR y del perfil de sustratos de los enzimas de la ruta.
Para expandir y explotar dicho potencial, se propuso la manipulacién de la ruta
”»upper” para permitir el metabolismo de hidrocarburos aromaticos recalcitrantes.
~ Por otro lado, con objeto de utilizar el sistema de expresion Pu /XylR en pro-

cesos de interés biotecnolégico, se propuso determinar el mecanismo intimo de la

regulacién de la transcripcién del operén ”upper”.
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Materiales y Métodos

2.1 Estirpes bacterianas.

Los genotipos y caracteristicas més relevantes de las estirpes bacterianas de E's-

cherichia coli y Pseudomonas putida utilizadas en este trabajo se muestran en la

Tabla 1.

2.2 Medios de cultivo.

La composicién de los medios de cultivo utilizados en el curso de este trabajo se

detalla a continuacion.

-Como medio habitual de crecimiento, tanto para las cepas de E.coli como para

las de P.putida, se utilizé el medio de Luria-Bertani (LB) (Maniatis et al., 1982),

cuya composicion es la siguiente:

N B ..o e io oo s eoasanssoasssossinssossssssesssssssssssessssssss 10g
Bactotriptona .....cocoeeeietrsecccasesesscscasacasansnsasasossses 10g
ExXtracto e 1eVAAUER ..o e isnn s s s ans o s s o s s s ol swis s s 8 s s ainis o e e uisian 0
HoO RASEA . 0o o500 555 w0615 a0 & o) 5100 065 40015188 105158 1 a7 mhml e ste )01 wsiwi o abaiia oo 0 w1 oo 11
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Cepas bacterianas Caracteristicas Referencia

Escherichia coli

5K recA res, thr, thi, tonA, R.L. Robson.
supll, recA.

JM101 lac, pro, thi, supk, Messing, J., 1979.
F’(traD36, proAB™,
lac1ZAM15).

71/18 lac, pro, thi, supE, Messing et al.,1977.
F’(proAB™ ,laclZAM15).

CJ236 thi, dut, ung, Joyce et al., 1984.
relA /pCJ105, Cm".

SO0C rpsL, lac, pro. Biek et al., 1986.

DPB101 rpsL, lac, pro, Biek et al., 1986.

himD451::mini-tet.

Pseudomonas putida

2440
EEZ1
EEZ3
PaW340

hsdMR.

2440 Rif*.
2440 Rif*, Sm".
trp, Nal”.

Franklin et al.1981.

Abril et al., 1989.
Abril et al., 1989.
S. Harayama.

Pseudomonas fluorescens

B13
EEZ4
EEZ5

m-clorobenzoato™.
B13 Rif”.
B13, m-clorotolueno™.

Dorn et al., 1974.
Abril et al., 1989.
Abril et al., 1989.

31

Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. Las abreviaturas usadas para
los antibiéticos son: Cm, cloranfenicol; Rif, rifampicina; Sm, estreptomicina; Nal, acido
nalidixico.
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-Para el cultivo de células en medio minimo se utilizé una modificaciéon del medio

M9 (Maniatis et al., 1982), cuya composicién es la siguiente:

(NaH;POy4) X TH3O onvniiniiiiiiiiiieiniiiinintenatanscsscecnens 6g
L = 1 2 2 R 3g
NHiCl ©oiiiiiinenenenenstsosossassssssassassavsssesassnseasnossss 1g
I B ] . oo o e s ssio s siosssn s sssisssssessssessssinasssssssssssasesssa 0,5g
MBSOl oo v 000 ws 50 00057000 5 il 515 918 1005w 91800 i w1 809108 -8 118191 w1 6 7 B 52mg
SOIUCION AD ... iviursenossossesssaisssssasssssssssssssssossssns 2,5ml
G IUECOBRL (o s e v v s oo e e ulsie o s s e = o855 8% 5 5141 R 18 16155, #)-4)ls) 8 6 10 o 0 o 9) 14 20 10 0 ) ) 0. 9. i on 5g
HoO RABLA & oo vsaasmnssonssnsssensnansestnnsessnsssssssssasssyes 1]

HBO 3 < osicioinissnsnmsnmesssssssssesseisssssnssssssssisssssssssnsass 300mg
ZOICLs o vvimsiern s i mn s 55 55 s o di10, 0 (878 1 e 1 i T e e wiw wieh R 50mg
(MnCly) X 4Ha0 ..ovniniiirniiiiiienectiitcnenseseanotacnnncnns 30mg
COCLs . v cisionssnnancsssassnssssssensssssesssssssssnssesssss 200mg
(CuCly) X 2ZHz0 erintiniii it ees 10mg
(NiCly) X BH30 ...cveveneieneennenntecanrecscsecncaratacsssnsns 20mg
(NaMoO,) X 2H0 ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaaaeeaene, 30mg
Ho0O hasta . ovvvieenernneeeeeaneeesonnsenssaessessasssssssssnnasanss 11

Para la preparacién de medios sélidos se anadié Bactoagar hasta alcan-

zar una concentracién final de 15g/I.

_Para el crecimiento de fagos en medio liquido se utilizé el medio 2xYT (Kunkel

et al., 1987), que tiene la siguiente composicion:

Bactotriptona ....oovveviriiieiieennnerenseenssccsssssssasasnennns 16g
Ettacto Qe IeVAAUIR .« .o.s e sessssmenosssis e s saisessssslsmmenssss 10g



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS 93

5 L0 T R R TR NERPRP L 1 BT R ICE 11

-Como medio sélido de cultivo de células para el aislamiento de placas de lisis

se utilizé el medio H (Kunkel et al., 1987), que tiene la siguiente composicion:

D L A o s 0 e o R S L R o S S s o ) A e e e 1 8g
BACTOUTIDEONEA. « 5 o4 5 0is 4 5001615050 i sl 6 15 16 019 518 s ) (658 16w s m a8 o wiin oo o8 o 10g
BACLOAZAT v v oisi00isis s siomsnnnsssnssssesesnssssssssassssssssssssa 12¢g
1200 IASEA o o s cvvieiaiaa e mini oo minns o 5 3 15 55 6 5310 18 08 1 8 o e 1 T 16 i ol 11

-Para la siembra de fagos sobre el medio H se us6 agar de cobertera (Kunkel et

al., 1987), cuya composicién es la siguiente:

L B L e S s 8g
BactOUTIDLONA < - s 6 v s o5 s sv5 2k 585 o b8 wialis (606 Sals s 55 o) i 41 ) m w18 41 .95 il o o 10g
BACLOBEAT o5 5= = o wtmus = e o i< wiw) 08 f)0m o lis 61 G106 5118 o] 31 U e 6 ) il /o o ' U o 6g
HolD HASER .ot vemusisiene s ansoisnssssions s s s sess s s e e mesasa s 11

Todos los medios se esterilizaron por calor himedo, autoclavandolos du-

rante 20 minutos a una temperatura de 115°C y 1 atmodsfera de presion.

2.3 Antibioticos.

Se utilizaron los siguientes antibiéticos a las concentraciones finales indicadas en

pug/ml:
ATIDICHING {AD) - cieivi 0 5515018005/ 0 1500 n o halince el aia(ake w318 il sl oot 100
Kanamicina (Km) ...cccocveeeeacsocsesoncsscoessocssconprrnnanssss 25
EstreptomiCing (SI) . . .caceivnsssmenoms e s oo s s s msis v s 50
Acido nalidbeico {INBL) . oe s cmmeesmon s smmnn s sss e s 10

TetraciClia [TTE) o s «osins i i ie i oo i siatein s s ol s i Soain s/ aiaa s o o1 10
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Cloranfenicol (Cm) ........viiiiiiiiie ittt enninnnnens 30
Rifampicina (Rif) ... i ittt it i iieeiinnnnn, 10

Se prepararon soluciones madre 1000 veces concentradas en agua destilada o
en etanol absoluto; las primeras se esterilizaron por filtracién a través de filtros

estériles de nitrocelulosa de 0,45um de diametro de poro.

2.4 Conservacion de cepas bacterianas.

A corto plazo las cepas bacterianas se conservaron a 4°C en cultivos en estria en

placas de LB sélido. Durante periodos de seis meses se conservaron en cultivos
en picadura que se almacenaron a temperatura ambiente. La conservacién a largo

plazo se realizé por congelacién de cultivos en LB liquido con glicerol 40% (v/v) a
-20°C y -70°C.

2.5 Plasmidos.

Los plasmidos utilizados para la realizaciéon de este trabajo se relacionan en la Tabla
2.

Los mapas de restriccion de los vectores de clonacién mas frecuentemente uti-

lizados en el curso de este trabajo se presentan en las Figuras 10 a 12.

Los plasmidos de nueva construcciéon se describen en los apartados correspon-

dientes de la seccién de Resultados.

2.6 Preparacion de células competentes de E.col..

Las células competentes de E.coli se prepararon siguiendo el método descrito por
Cohen et al. (1972). Las cepas correspondientes de F.colt se inocularon en 3ml
de LB suplementado con los antibiéticos adecuados y se incubaron a 37°C durante

12-16 horas. Estos preindculos se diluyeron 100 veces en LB liquido y se incubaron
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Pléasmidos Caracteristicas Referencia
Vectores
pBR322 Ap*, Tc". Bolivar et al., 1977.
pTZ19 Ap*, oriF1. Zoller et al., 1983.
pGC2 Ap*, oriM13. Kunkel et al., 1987.
pMC1403 Ap*, vector de ensayo | Casadaban et al., 1980.
de promotores.
pMD1405 Ap*®, vector de ensayo | M. Drummond.
de promotores. Ramos et al., 1986.

Soportes génicos

pHP45{1Km Km?". Prentki et al., 1984.
pKT570 Sm*, IncP, zylR, Franklin et al., 1981.
zylS.
pRL38 Ap*, oripBR, zylR S. Harayama
zylS. Holtel et al., 1990
pTS174 Cm*, oriP15, zylR. Inouye et al., 1983.
pNM185 Km?*, IncP, zyiS. Mermod et al., 1986.
pERD4 Km?*, IncP, zylS4. Ramos et al., 1987b.
pWA21 Ap’, Sm*, IncP, Wubbolts, 1987.
Prac::zyiIMA.

Fusiones transcripcionales

pRD579 Ap*, oripBR, Pu::lacZ. | Dixon, 1986.
pERD100 Tc*, IncQ, Pu::lacZ. Ramos et al., 1990.
Plasmidos TOL

pWWO Plasmido TOL. Worsey et al., 1978.
pWWO-EB6 TOL p-etilbenzoatot. | Ramos et al., 1987b.

Tabla 2: Plasmidos utilizados en este trabajo. Las abreviaturas son: Ap, ampicilina;
Km, kanamicina; Sm, estreptomicina; Cm, cloranfenicol; Tc, tetraciclina; Pu, promotor de
la ruta "upper”; Pm, promotor de la ruta meta; Py ac, promotor de lac.
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Polilinquer
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Figura 10: Representacién del vector de clonaje pTZ19. Es un derivado de pUCI19
(Vieira y Messing, 1982), cuyo origen de replicacién es el de pBR322. Contiene ademas el
origen de replicacion del fago F1, que permite su utilizacién como vector para la preparacion
de cadena sencilla en presencia del fago auxiliar M13K07 en el procedimento de mutagénesis
dirigida con oligonucleétidos. La secuencia de hibridacién adyacente al polilinquer permite
la secuenciacion de insertos a partir de cebadores universales. La situacion del polilinquer
interrumpe la transcripcién del fragmento a de la f-galactosidasa, y por tanto permite
detectar clonaciones positivas en el polilinquer por la coloracién blanca de los transformantes
en presencia de isopropil-A-D-tiogalactopiranésido (IPTG) en cepas adecuadas de E.col

(Messing, 1983).
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Pstl
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OMC 1403 P
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Figura 11: Representacién del plasmido pMC1403. Los sitios Uinicos de restriccion
EcoRI, Smal y BamHI, situados frente al octavo codén del gen lacZ, permiten su utilizacion

como vector de clonaje y ensayo de promotores en fusiones transcripcionales (Casadaban et
al., 1980).
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Figura 12: Esquema de la construccién del plasmido pERD450. El fragmento
Clal- Pstl que contiene el gen de resistencia a Ap del plasmido pGC2 se sustituyd por el
fragmento HindIII de pHP450Km portador del gen de resistencia a Km. EI origen de
replicacion de M13 permite su utilizacién como vector para la mutagénesis dirigida con
oligonucledtidos en presencia del fago auxiliar M13KO07.
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a 37°C con agitaciéon hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial temprana

(turbidez a 660nm 0,6-0,8). Las células se recogieron por centrifugacién a 12000g¢

durante 5 minutos a 4°C. Las células se lavaron con 10ml de CaCl, 10mM frio,
y se recogieron por centrifugacion a 3000¢g durante 10 minutos. Por 1ultimo se
resuspendieron suavemente en 2ml de CaCl, 100mM, o en 2ml de solucién de CaCl,
100mM suplementada con glicerol (15% (v/v)) en el caso de que las células se
fuesen a conservar para su posterior utilizaciéon hasta un maximo de dos meses. La
suspensiones celulares se repartieron en alicuotas de 200ul. En el primer caso se
incubaron en hielo durante 1 hora para su inmediata utilizacién, mientras que en el
segundo caso se conservaron congeladas a -70°C.

Las soluciones de CaCl, empleadas en este método se esterilizaron en autoclave

y se conservaron a 4°C.

2.7 Transformacion de células competentes.

Cada alicuota de células competentes se transformé con 0,1-1ug de ADN plasmidico.
El ADN se anadidé a cada alicuota en volimenes de 1-25ul, incubandose en hielo
durante 45 minutos. Las células se sometieron a choque térmico transfiriéndolas
a 42°C durante 2 minutos. Entonces se anadieron 2ml de LB sin antibiéticos,
y se incubaron a 37°C en agitacion durante 1-3 horas para permitir la expresion
de los genes de resistencia a antibidticos codificados por el plasmido adquirido.
Los transformantes se seleccionaron sembrando alicuotas de 50-300u! del cultivo en

placas de LB sé6lido suplementado con los antibiéticos adecuados.

2.8 'Transferencia de plasmidos por conjugacion.

La conjugaciéon bacteriana se utilizé para transferir el plasmido TOL pWWO y sus
mutantes entre cepas de Pseudomonas. Se siguié el modelo de cruces simples, ya
que el plasmido TOL pWWO es autotransferible (Benson y Shapiro, 1978; Bradley
y Williams, 1982).
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Las cepas donadora y receptora se cultivaron hasta alcanzar la fase de crecimien-
to exponencial tardia (turbidez a 660nm 0,8-1). Entonces los cultivos se mezclaron
y se recogié 1lml de la mezcla (aproximadamente 10° células) por centrifugacién
a 12300g durante 1 minuto. Las células se resuspendieron en 100ul de LB, de-
positandose sobre un filtro estéril de nitrocelulosa de 45um de didmetro de poro,
colocado sobre la superficie de una placa de LB que se incubé durante 16 horas a
30°C. Entonces las células se desprendieron del filtro mediante agitacion vigorosa
en 5ml de medio minimo sin fuente de carbono. La selecciéon de los transconju-
gantes se realizé sembrando diluciones adecuadas de la mezcla en medio sélido con
los antibidticos o fuentes de carbono correspondientes. Como controles se utilizaron

cultivos de la cepa donadora y receptora incubados en las mismas condiciones.

2.9 Preparacion de plasmidos a pequena escala.

Para el aislamiento de plasmidos a pequena escala se empled el método de desna-
turalizacién alcalina de Ish-Horowicz y Burk (1981).

Se inocularon volimenes de 1,5ml de LB con los correspondientes antibiéticos
con los distintos clones a analizar, y después de cultivarlos durante 12-16 horas a
37°C en agitacidn, se recogieron las células por centrifugacién en tubos de centrifuga
estériles a 12300¢ durante 1 minuto. Las células se resuspendieron en 100ul de una
solucién de lisozima (4mg/ml) en GTE. Después de 5 minutos a temperatura am-
biente, se llevé a cabo la lisis celular adicionando 200u]l de SDS/NaOH, incubdndose
la mezcla en hielo durante 5 minutos. El lisado se neutralizé mediante la adicién
de 150ul de tampdén acetato potasico pH 4,8, los tubos se agitaron invertidos en
un agitador mecéanico, y se incubaron en hielo durante 5 minutos. Las proteinas
y restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 12300¢g durante 5 minutos. El
sobrenadante se mezcl6é vigorosamente con 200u] de fenol-cloroformo, agitando los
tubos en un agitador mecanico. Las fases se separaron por centrifugaciéon a 12300g
durante 4 minutos. A la fase acuosa, libre de proteinas, se anadieron 800ul de
etanol absoluto, y el ADN se precipité durante 30 minutos a -20°C. Los tubos se

centrifugaron a 12300¢g durante 10 minutos, y el sedimento de ADN se desecé al
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vacio y se resuspendio en 25ul de TE.

La composiciéon de las soluciones empleadas en este procedimiento es la siguiente:

-GTE:
5 s - O e s 50mM
Tris-HCL pH 8,0 .. ittt ittt ittt ittt ennneeennnseenns 25mM
EDTANBQ .................................................... 10mM

La solucién se esterilizé en autoclave y se conservd a 4°C.

-SDS/NaOH:
e e e v 2 ot wlarakalialiol mieta ia L ato o tatre, a el o e B el o a0 el e e e o e e e e e 1%(p/v)
INBOVEL s s i css 5mis a6 sia 515 1es & 5 a1 s 5 e 055 U % el e B e e vl e 0,2N

Esta soluciéon se prepardé inmediatamente antes de su utilizacién.

-Tampén acetato potasico:

ACELAtO DOLASICO DIV o ioivii v oniosinisoisia = oo s s s als 5155 o o0 sy a5 315 60ml
Acido acéticoglacial ........ ..ottt it 11,5ml
H o ) AR G A e e s s e e e iai e e s alea e o e lal botintie el 2 Vo e e et el o e Mabatia e o lia ta e tia e e 100ml

El pH se llevé a 4,8 con acido acético. La solucién se esterilizé en

autoclave y se conservé a 4°C.

-TE:
TrIR-HOCL DH 8.0 oo c o v s iaiosiss s aeolsnnsvrassens s s 10mM
D 2 . N A - 2 1mM

La solucién se esterilizé en autoclave y se conservé a 4°C.
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-Fenol-cloroformo:

% o Lo Y 25ml
@ Lo o) {0 1 1 Lo YN 24ml
Alcohol 180amIlICO .o vttt e e, 1ml

La solucién se saturé con Tris-HCIl 1M pH 8,0 hasta que la fase acuosa

mantuvo este pH; entonces se retir6 el Tris-HCI y se anadié TE.

2.10 Preparacion rapida de plasmidos a gran es-
cala.

El procedimiento para la preparacién rdpida de pldsmidos a gran escala fué bé-
sicamente el mismo que se utilizé6 para la preparaciéon alcalina a pequena escala.
Se partié de cultivos iniciales de 15ml, y las reacciones de lisis se llevaron a cabo
con los mismos reactivos que las preparaciones a pequena escala, en volimenes 10
veces mayores. Después de la lisis celular y la neutralizacién con tampdn acetato
potasico, las proteinas y restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 10000¢
durante 15 minutos. El sobrenadante se recogié y el ADN se precipité con 8ml de
etanol frio durante 30 minutos a -20°C, recogiéndose por centrifugacién a 10000g
durante 15 minutos. El sedimento se drené y se secé al vacio, resuspendiéndose
el ADN en 400ul de TE. Los restos de proteina se eliminaron por extraccién con
fenol-cloroformo y el ADN se precipité con etanol por el mismo procedimiento que

las preparaciones a pequena escala. Finalmente el ADN plasmidico se resuspendié

en un volumen de 100ul de TE.

2.11 Aislamiento de plasmidos a gran escala.

Se utilizé el método de desnaturalizacién alcalina de Jouanin et al. (1981), con

algunas modificaciones.
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2ml de cultivos de las cepas de E.col: con el plasmido correspondiente, preincuba-
dos durante 16 horas, se inocularon en volimenes de 200ml de LB suplementado
con los antibiéticos apropiados. Después de 16-24 horas de incubacién a 37°C con
buena aireacién, las células se recogieron por centrifugacién a 4000g durante 10
minutos y se resuspendieron en 30ml de GTE agitando suavemente para evitar la
formaciéon de grumos. La lisis celular se realizé anadiendo 60ml de una solucién
fresca de SDS/NaOH y mezclando suavemente. Esta mezcla se mantuvo en hielo

durante 5 minutos, y el lisado obtenido se neutralizé con 45ml de KAcF. Después de
15 minutos en hielo, las proteinas y gran parte del ADN cromosémico precipitados
por la neutralizacion se retiraron por centrifugacién a 5800¢ durante 15 minutos.

Al sobrenadante recogido se anadieron 80ml de isopropanol frio (-20°C) para pre-
cipitar el ADN, que se recogié por centrifugaciéon a 12000¢g durante 15 minutos. El

sedimento se drené y se secé al vacio, resuspendiéndose en 10ml de TE.

Las soluciones de lisis empleadas en este procedimiento son las mismas que las u-
sadas en la preparacion rapida de plasmidos a pequena escala. La composicion del

KACcF es la siguiente:

Acetato POtASICO ... ittt it i it ittt 3IM
ACIAO TOTIRICO v s v s ins 15 5 @ w0 0 RS i 5550 513 (5 8 7o 0 ) 00 1, 3 0 B (5 68 6 25 i i 1,8M

La solucién se esteriliz6 en autoclave y se conservé a temperatura am-

biente.

2.12 Purificacion de plasmidos en gradiente iso-

picnico de cloruro de cesio.

A la solucién de ADN en 101l de TE se anadieron 1l1g de CsCl y 0,5ml de una
solucién de bromuro de etidio (10mg/ml). Los restos de proteina se eliminaron por
centrifugacién a 1000g durante 15 minutos. El sobrenadante se transfirié a tubos de

ultracentrifuga mediante una pipeta Pasteur y, una vez equilibrados, se sellaron por
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calor. El gradiente isopicnico de CsCl se obtuvo por ultracentrifugacién a 145000¢
(40000rpm en un rotor Beckman 50Ti) durante 48 horas. Las bandas de ADN
plasmidico y cromosémico separadas en el gradiente de CsCl se visualizaron usando
luz ultravioleta de 360nm. La banda inferior, correspondiente al ADN plasmidico,
se extrajo por succion con una jeringa. El bromuro de etidio se eliminé adicionando
un volumen de isopropanol 90% (v/v), descartdndose la fase superior. La extraccién
se repitié hasta que la fase acuosa aparecia incolora. El ADN se precipité anadiendo
dos volimenes de agua y seis de etanol absoluto a temperatura ambiente. El ADN
se recogid por centrifugacion a 1000g durante 15 minutos y se resuspendié en 400ul
de TE. Los restos de proteinas se eliminaron por extraccién con fenol-cloroformo,
como se describe en las preparaciones de plasmidos a pequena escala. Al volimen
de ADN en TE recogido se le anadieron dos volimenes de etanol absoluto, y después
de 16 horas de incubacidén a -20°C, se recogié el ADN por centrifugacién a 12300¢g

durante 15 minutos. El sedimento se drend, se secé al vacio y se resuspendié en

100l de TE.

2.13 Determinacion de la concentracion de ADN.

Se utilizé el método espectrofotométrico descrito por Maniatis et al. (1982).

Se midié la absorbancia de la solucién de ADN en agua o en TE a 260 y 280nm
utilizando como blanco agua o TE sin ADN. La concentracién de ADN en la muestra
se calcul6 respecto a los valores estandar de DO3¢9 1 para soluciones con 50ug/ml
de ADN de cadena doble, 40ug/ml de ADN de cadena sencilla, y 20ug/ml de
oligonucleétidos. La relacién DO360/D0O350 se usé como estimador de la pureza
de la preparacién, considerdndose valores por debajo de 1,8 como indicadores de

contaminaciéon por proteinas o fenol.

2.14 Restriccion de ADN.

Las digestiones totales de ADN con enzimas de restriccién se realizaron en las

condiciones 6ptimas para cada enzima, segin recomendaban los manufacturadores.
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Las reacciones contenian habitualmente 0,5-5ug de ADN y 0,5-10U del enzima de
restriccion en volimenes finales de 10-30ul. Las digestiones se llevaron a cabo

incubando las mezclas de reaccién durante 2 horas a las temperaturas indicadas por

los manufacturadores.

2.15 Separacion e identificacion de fragmentos de
ADN mediante electroforesis en geles de a-

garosa.

Los fragmentos de ADN obtenidos por restriccién de pldsmidos y comprendidos
en el intervalo de 0,5 a 20kb se separaron por electroforesis en geles de agarosa al
0,8% (p/v) en tampén TBE. Para distinguir fragmentos de 0,5 a 0,3kb se utilizaron
geles de agarosa al 1,2% (p/v) en TBE. La separacién se realizé por electroforesis
horizontal sumergida en TBE, a 10V/cm. Las soluciones de carga contenian 2ul de
tampon indicador por cada 10ul de las muestras de ADN.

Para la visualizacion del ADN, los geles se tineron por inmersién en una solucién
de bromuro de etidio durante 15 minutos, y después de varios lavados con agua
se expusieron a luz ultravioleta de 254nm en un transiluminador. Los geles se
fotografiaron en pelicula Polaroid 667.

El tamano de los fragmentos de restricciéon se estimé por interpolacién grafica en
curvas del logaritmo del peso molecular frente a la movilidad relativa del fragmento,

usando como patrén de peso molecular los fragmentos de restricciéon con HindIII y
HindIII+ EcoRI del fago A.

Las soluciones empleadas en este procedimiento tienen la siguiente composicién:

-TBE:
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H,O hasta ...... G555 s 16 'n saL il b olle i a e e e (o 1 L 8RB 5 (L S e 6 11

El pH de esta solucidon es 8,3.

-Tampén indicador de carga:

-Bromuro de etidio:

Se diluyen 3-4 gotas de una solucién de bromuro de etidio (10ug/ml) en

aproximadamente 1] de agua.

2.16 Separacion e identificacion de fragmentos de
A DN mediante electroforesis en geles de po-

liacrilamida.

Para discriminar fragmentos de ADN inferiores a 0,3kb se realizaron electroforesis
en geles de poliacrilamida al 5% (p/v) en TBE. Los fragmentos de restriccién se
separaron por electroforesis vertical en TBE, a 8V /cm. Las muestras contenian
0,1ug de ADN por ul. Las soluciones de carga se prepararon con 2ul de tampén

indicador por cada 10ul de muestra.
La visualizacién de los fragmentos se realizé, como en el caso de los geles de

agarosa, por tincién con bromuro de etidio y transiluminaciéon con luz ultravioleta

de 254nm.

El tamano de los fragmentos se estimé también por interpolaciéon grafica. El
patron de peso molecular en este intervalo de tamano fueron los fragmentos de

ADN obtenidos por restriccion del plasmido pBR322 con Hpal.

La composiciéon de las soluciones utilizadas es:
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-Solucién concentrada de acrilamida 40% (p/v):

Acrilamida ...... e e e e e e te e e e et e et 38g
N,N’-metilenbisacrilamida .........ccitiiiiiiiiiiiiiiinirnerannnnn. 2g
Ha O RASEA oo i cive o ae e st 0o 50t 0imrm oo s o 06 505 5 6 6 55 6 0 B 6 08 8 100ml

La solucién se desionizé con 5g de amberlita durante 30 minutos en
agitacion. La amberlita se eliminé por filtraciéon a través de papel de

filtro Whatman AMS3, y la soluciéon se almacend en oscuridad a 4°C.

-Solucién de acrilamida 5% (p/v):

Acrilamida 4000 (P/V) v virriiii i i e e i e 3,2ml
TBE(X10) -+ttt e e e e e e 2,5ml
Hzo ............................................................ 19ml

Para catalizar la polimerizacion de la acrilamida se anadieron a la solucién

anterior, inmediatamente antes de verter el gel, 0,3ml de persulfato
aménico 10% (p/v) y 25ul de TEMED.

-Tampon indicador de carga:

b, 81 0 [ o o (O S R T 0,25%(p/v)
Azul de bromofenol .........c.ciiiiiiiiiiiii i i, 0,25%(p/v)
@3 T3 o) 30%(v/v)

El montaje de los geles se realizé segun el procedimiento descrito por Maniatis et
al. (1982). Uno de los dos cristales entre los que se virtié la solucién de acrilamida
se impregné con dimetil-dicloro-silano al 2% en 1,1,1-tricloroetano, con el fin de

poder desprender posteriormente el gel para su tincién y visualizacion.
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2.17 Recuperacion de fragmentos de ADN de geles

de agarosa.

2.17.1 Extraccion de fragmentos de ADN con membranas
de DEAE celulosa.

Los fragmentos de ADN obtenidos por digestién con enzimas de restriccion se sepa-
raron por electroforesis en geles de agarosa de concentracién adecuada al intervalo
de tamano de los fragmentos a extraer. Para una recuperacién efectiva, se cargaron
en geles de 1cm de espesor muestras conteniendo 3-5ug de ADN. Los fragmentos
se separaron por electroforesis y se visualizaron como se indica en la seccién co-
rrespondiente. Una vez identificado el fragmento de ADN que se queria extraer, se
introdujo una membrana de DEAE celulosa NA-45 activada practicando un corte
en el gel delante de la banda correspondiente al fragmento. El ADN se transfirié a
la membrana por electroforesis.

Después de lavar la membrana en TE para eliminar los restos de agarosa, el
ADN se recuperé incubando la membrana en 300ul de tampén de elucién durante
2 horas a 68°C. Para comprobar si el ADN se habia desprendido totalmemte se
utilizé luz ultravioleta de 254nm. Una vez que la membrana quedé libre de ADN,
éste se precipitdé con 750ul de etanol absoluto durante 5 horas a -20°C. El ADN se
recuperd por centrifugaciéon a 12300¢g durante 15 minutos. El sedimento se drené y

se secO al vacio, y finalmente el ADN se resuspendié en 10ul de TE.

Las membranas de DEAE celulosa NA-45 se activaron de acuerdo con el siguiente

procedimiento:

Secciones de membrana de 1cm? se incubaron en EDTA.Na, 10mM pH
7,6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de varios

lavados en agua destilada se incubaron en NaOH 0,5M durante 5 minu-
tos a temperatura ambiente, volviéndose a lavar abundantemente con

agua destilada. Las membranas asi activadas se almacenaron en agua
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destilada a 4°C.

El tampoén de elucién utilizado en el procedimiento descrito tiene la siguiente

composicion:
- R L e 1M
Tris-HC] pH 8,0 ..o it ittt ttettneeeennnnnn. 20mM
BEDILA NG ¢ i cmncuinssionsssssenessesssssessseiss s essssssss 0,1M

2.17.2 Extracciéon de fragmentos de ADN con ” Geneclean”.

Los fragmentos de restriccion se separaron por electroforesis y se identificaron como
en el caso de la extraccién con membranas. Las secciones del gel de agarosa que
contenian las bandas de ADN correspondientes al fragmento se cortaron y extrajeron

del mismo. El ADN se recuperé utilizando el kit comercial ” Geneclean” (BIO 101

Inc.) segin las instrucciones indicadas por los manufacturadores.

2.18 Ligacion de ADN.

Los fragmentos de ADN obtenidos por digestién con enzimas de restriccién se
mezclaron con vector linearizado en un sitio de restriccién compatible para la liga-
cién, en proporcién vector/inserto de 1/3. La reaccién se llevé a cabo en tampén
de ligacion en un volumen final de 20ul, con 1U de ADN-ligasa del fago T4. La

mezcla de reacciéon se incub6é durante 16 horas a 10°C para ligaciones de extremos

romos, o a 15°C para extremos cohesivos.

El tampén de ligaciéon utilizado se preparé 10 veces concentrado, y su composiciéon
es la siguiente:

-Tampén de ligacién (10x):

Tris-HCL, IM pH 7,2 .ottt it itentteseennsensanenns 0,66ml
BEDTANas: O BN (i i osiionihscnssss sesh s sssns e st iainsedss 0,1ml
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) 0 B s . I R P E e 0,1ml
B AT - s i T 0,1ml
ATP, 40IM ..ottt et e e e e e e e, 25ul

Se conservd a -20°C.

2.19 Deleciones con Bal31.

Las deleciones progresivas en el extremo 5’ de Pu se llevaron a cabo en el plasmido
pERD400, que contiene al promotor Pu en un fragmento FcoRI-BamHI de 0,3kb
clonado entre los sitios EcoRI-BamHI de pTZ19 (Fig.10). Las deleciones con la
exonucleasa Bal31l se realizaron en las condiciones descritas por Maniatis et al.
(1982).

8ug de una preparacion de cloruro de cesio de pERD400 se linearizaron en el
sitio de restriccion dnico EcoRI. Tras eliminar la restrictasa por extraccién con
fenol-cloroformo, el ADN linearizado se precipité con etanol y se resuspendié en
60ul de tampén de Bal3l. A la mezcla de reacciéon se anadieron 2U de Bal3l y se
incubé a 30°C, retirandose cada 5 minutos una alicuota de 10ul a la que se anadia
EGTA hasta alcanzar una concentracién final de 0,2M para detener la reaccién.
La exonucleasa de cada alicuota se eliminé por extraccién con fenol-cloroformo y
el ADN de cada una se precipité independientemente con etanol. Los pldsmidos
delecionados se resuspendieron en 10ul de tampén de Klenow y los extremos mono-
catenarios 5’ generados en la digestion con Bal31 se rellenaron con 1U del fragmento
de Klenow de la ADN-polimerasa de F.coli en volimenes finales de 20ul con 0,25mM
de cada desoxinucleétido. Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente du-
rante 30 minutos. Después de eliminar el fragmento de Klenow por extraccién con
fenol-cloroformo y precipitacién del ADN con etanol, los fragmentos delecionados
se scpararon del vector pTZ19 por restriccion con BamHI y se subclonaron como
fragmentos extremo romo-BamHI entre los sitios Smal-BamHI de pMC1403. Los
plasmidos ligados se transformaron en células competentes de E.coli 5K, y de entre

los transformantes se seleccionaron los clones con las deleciones mediante andalisis
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de los pldsmidos recombinantes. El alcance de las deleciones se estim6 por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida 5% (p/v) de los fragmentos EcoRI-BamHI, que
contenian al promotor Pu o sus formas delecionadas. El alcance de las deleciones

se determiné con precisién por secuenciacién de los fragmentos seleccionados.

Los tampones utilizados en este procedimiento tienen la siguiente composicion:
-Tampén de Bal31l (10x):

B T s e s A S T e A TS 5 IR 3 o R A O A 24mM
ML, & ce- oneesieisisioiorsensisinssnssosnsesessasonssssiosssssssassases 24mM
e e s 400mM
Tris-HOLDH 80 .o evcs ciaisie sy s aialeaaain's syl als asialsieieisisisive 40mM
EIDTA INAG oo avinionensnsainessaasassssssasssssissssssssssossss s 2mM

-Tampén de Klenow (10x):

Tris=H L DH 80 e e ieh oo e s 5 8ueis e v siai sls ke el el s ia ks ol wiati v he)ie e 100mM
Ml o e s e s o inls oo ain s sl el eiuls alats lsle s ta s B uiiore s s ot ula w sia (sl o e misipie s 500mM

Ambos tampones se conservaron a -20°C.

2.20 Mutagénesis con sulfonato de etilmetano.

La mutagénesis con sulfonato de etilmetano se realizé6 en medio minimo sélido su-
plementado con 1ug/ml de sulfonato de etilmetano comercial (SIGMA). Las placas
de medio selectivo con el mutégeno se sembraron con un césped de células (aproxi-

madamente 10®) a partir de las cudles se querian obtener los mutantes y se incubaron

a 30°C hasta que aparecieron colonias.

2.21 Mutagénesis dirigida con oligonucleétidos.

Se utilizé el método descrito por Kunkel et al. (1987), con algunas modificaciones.
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2.21.1 Preparacién de cadenas sencillas uridiladas.

Para preparar cadena sencilla de ADN se utilizaron alternativamente como vectores
los plasmidos pERD450, un derivado Km* de pGC2 (Fig. 12), o pTZ19 (Fig. 10),
ya que ambos tienen el polilinquer en la orientacién adecuada para la clonacion del
inserto que se deseaba mutagenizar. pERD450 tiene el origen de replicacién del
fago M13, y pTZ19 el del fago F1.

El enriquecimiento de la cadena sencilla en uracilos se realizé en la cepa de E.col:
CJ236, un mutante dut~ ung~ que presenta alta concentracién celular de dUTP y
que ha perdido la capacidad de eliminar los uracilos incorporados por error durante
la replicacién del ADN.

A 0,5ml de un cultivo en fase estacionaria de E.colt CJ236 portando el plasmido
a mutagenizar se anadieron 25ul de una preparaciéon de fago auxiliar M13KO07 que
contenia con 10*'ufp/ml. Tras incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos
para permitir la adsorcién del fago a la superficie celular, la mezcla se transfirié a
25ml de 2xYT suplementado con 0,2% (p/v) de glucosa y los correspondientes an-
tibiéticos. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 16-24 horas con buena aireacion.
Las células se eliminaron por centrifugacién a 12000g durante 30 minutos. A los so-
brenadantes se afiadieron 6ml de una solucién de polietilénglicol 8000 al 20% (p/v)
en NaCl 2.5M y se incubaron durante 30 minutos en hielo para precipitar los fagos.
Estos se recuperaron por centrifugacién a 1000g durante 30 minutos. El sedimento
se sec6é al vacio y se resuspendié en 300ul de TE. Las células que pudieran quedar
se eliminaron por centrifugacién a 12300¢ durante 1 minuto. Los fagos se trataron
con fenol-cloroformo para eliminar las envueltas proteicas, tal como se detall6 en el
procedimiento de las extracciones de plasmidos a pequena escala, hasta obtener una
interfase libre de proteinas. El ADN de cadena sencilla se recuperé por precipitacion
con 750ul de etanol absoluto a -20°C durante 16 horas y posterior centrifugacion
a 12300¢g durante 15 minutos, resuspendiéndose finalmente en 150ul de TE. La
preparacién de ADN de cadena sencilla se comprobé mediante electrotoresis en gel

de agarosa, usando como patrén ADN de cadena doble obtenido del cultivo inicial.
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2.21.2 Preparacion de oligonucleétidos.

Los oligonucleétidos disenados para la mutagénesis se prepararon en un sintetizador
de 6ligonucle6tidos Beckman, en el laboratorio del Prof. Federico Garrido en el
Hospital Virgen de las Nieves de Granada. Los oligonucle6tidos se extrajeron de la
columna del sintetizador por elucién con 0,5ml de NH;OH 35% (v/v). Se realizaron
tres lavados de la columna. El NH;OH se eliminé del eluato por dialisis frente a agua
destilada durante 4 horas. La concentracion de los oligonucle6étidos en la solucién
se estimo6 espectrofotométricamente, determinando la absorbancia de la solucién a
260nm.

La fosforilacién de los oligonucleétidos se llevé a cabo en tampén de quinasa.
Cada reaccion contenia 20ng de oligonucleétido, ATP 2,5mM y 1U de polinucleétido-
quinasa del fago T4 en un volumen final de reaccién de 20ul. Después de 1 hora de

incubacién a 37°C la polinucleétido-quinasa se inactivé por calor a 65°C durante 10

minutos.

El tampén de fosforilaciéon (10x) tiene la siguiente composicién:

Tris-HC] pH 7,8 ittt ittt ittt et erennnnnneas 500mM
IDILIOETRILOL o v o v ciois o sinvis s o mins ois 6o ane oisis o eisis sieis s s sis o sl oo as 50mM
MEBCLS i e e visioisn e osiininis oo s s nis s sia 55 ore i HIS inia 5o s Sis as Ble e a1 100mM

Se conservd a -20C.

2.21.3 Hibridaciéon y extension.

Los oligonucleétidos fosforilados se utilizaron como cebadores en las reacciones de
extensiéon. Las reacciones de hibridacion se llevaron a cabo en tampén de hibridacién
SCC. A cada mezcla de reaccién de fosforilacion se anadié 1ug de ADN de cadena
sencilla y 1,3ul de tampén SCC por cada ul de solucién de ADN. La mezcla se
incubé 5 minutos a 70°C y se dejé enfriar lentamente hasta temperatura ambiente.

La extensién se realizé6 en tampén de polimerasa. Cada mezcla de reacciéon
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contenia 0,5mM de cada uno de los cuatro desoxinucleétidos, 1mM de ATP pH 7,0,
2,5U de ADN-polimerasa del fago T4 y 2U de ADN-ligasa del fago T4 en volimenes
finales de 100ul. La reaccién se incubé 5 minutos en hielo, 5 minutos a temperatura
ambiente, y 2 horas a 37°C. La reacciéon se detuvo adicionando EDTA.Na, hasta
una concentraciéon 15mM.

La extensién se comprobé por electroforesis en gel de agarosa 0,8% (p/v),
preparada en tampén TBE con 0,5ug/ml de bromuro de etidio para separar to-

poisémeros, utilizando como control ADN de cadena sencilla (Fig. 13).

La mitad de cada extensién positiva se transformé en cepas de FE.coli dut™ ung™,
que eliminan los uracilos de las cadenas y mantienen la mutacién introducida. Los
transformantes se analizaron mediante preparaciones de plasmidos a pequena escala
y los clones mutantes se identificaron por secuenciacién. En los casos en que la nueva
mutacién eliminaba o introducia una secuencia reconocida por algin enzima de
restriccién, los plasmidos mutantes se seleccionaron respectivamente por resistencia

a la digestiéon o por digestiéon con las restrictasas correspondientes.

La composicién de las soluciones empleadas en este procedimiento es la siguiente:
-Tampén de hibridacién SCC (20x):

Se conservd a 4°C.

-Tampén de extensién (10x):

Hepes pH 7,8 ..ottt ettt it iatienaneeanna. 200mM
DiIt1otreito] ..o i et ettt 20mM
LV <. 100mM

Se conservd a -20°C.
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Figura 13: Electroforesis de la extensién de los oligonucleétidos 10, 11 y 12.
1ug de ADN de cadena sencilla de pERD406 se hibridé con 20ng de cada oligonucleétido
fosforilado. La extensién se realizé en tampén de polimerasa con los cuatro desoxinucleétidos
y ATP, en presencia de ADN-polimerasa y ADN-ligasa del fago T4. Una vez transcurrida
la reaccion se cargaron en un gel de agarosa 0,8% (p/v), preparada en TBE con 0,5ug/ml
de bromuro de etidio. (a) 0,25ug de ADN del fago A digerido con HindIII; los fragmentos
de ADN estan senalados por flechas y su tamafio se expresa en kb; (b) 0,25ug de pERD406
de cadena doble; (c) 0,25ug de pERD406 de cadena sencilla; (d, e, f) 0,25ug de ADN de

cada una de las reacciones de extension.
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2.22 Secuenciacion de ADN en plasmidos.

La secuenciacién de ADN se llevé a cabo por el método de terminacién de la ex-
tensién de la cadena por didesoxinucleétidos descrito por Sanger et al. (1977), y
modificado por Hattori y Sakaki (1986).

La secuenciacidon se realizdé a partir de ADN de cadena doble. Los fragmentos a
secuenciar se clonaron en pTZ19 en la orientacién adecuada, y los plasmidos recom-
binantes se prepararon en gran escala y se purificaron en gradiente de cloruro de
cesio. El ADN se resuspendié en 4001l de TE y el ARN se eliminé por digestiéon con
8ul de ARN-asa libre de ADN-asa durante 1 hora a 37°C. La ARN-asa se eliminé
por extraccion con fenol-cloroformo, y el ADN se recuperé por precipitacién con
etanol, tal como se describe en el método de preparacién de plasmidos por desnatu-

ralizacién alcalina. El ADN se resuspendié en TE para alcanzar una concentracién

final de 0,1ug/ul.

2.22.1 Preparacion de cadenas sencillas.

Para la obtencién de cadenas sencillas se empledé el método de desnaturalizacién
alcalina. Se tomaron 18ul de la solucién de ADN (aproximadamente 2ug) a los
que se anadieron 2ul de una solucién fresca de NaOH 2N. Después de 5 minutos a
temperatura ambiente, la mezcla se neutralizé6 anadiendo 2ul de acetato amoénico
2M, pH 4,5. El ADN desnaturalizado se precipité con 75ul de etanol absoluto a
-70°C durante 15 minutos, y se recuperé por centrifugacion a 12300¢g durante 10
minutos. El precipitado se drené , se secd al vacio, y finalmente se resuspendié en
8ul de agua bidestilada.

La preparacién de ARN-asa libre de ADN-asa contenia 10mg/ml de ARN-asa
A en Tris-HCIl 10mM, pH 7,5, NaCl 1M. La preparacion se calenté a 95°C durante
15 minutos para eliminar la ADN-asa, se dej6 enfriar a temperatura ambiente, y se

conservo en alicuotas de 1ml a -20°C.
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2.22.2 Hibridaciéon y extension.

Cada preparaciéon de cadena sencilla se hibridé con 2ng de cebador universal para
secuenciacion en tampon de Klenow en volumenes finales de 10ul. Las mezclas de
hibridacién se incubaron a 60°C durante 20 minutos y después se dejaron enfriar
lentamente a temperatura ambiente.

La extension se realizé en el mismo tampén de Klenow que la hibridacién. A
cada mezcla de hibridacién se anadieron 1ul de **S-dATP (desoxiadenosina 5’-(ca-
35S)tiotrifosfato, sal trietilaménica, 10,0mCi/ml), y 0,5U del fragmento de Klenow
de la ADN-polimerasa de FE.coli, que se mezclaron por centrifugacién 5 segundos
a 12300g. De estas soluciones de extension se tomaron alicuotas de 3ul a las que
se anadieron 2ul de cada una de las cuatro mezclas de didesoxinucleétidos. Las
reacciones de extensiéon se incubaron a 42°C durante 20 minutos. Para evitar las
terminaciones inespecificas, a cada reaccion se anadié 1ul de una mezcla de desoxi-
nucleétidos 2mM (0,5mM de cada uno), y volvieron a incubarse a 42°C durante 20

minutos.

El tampén de Klenow utilizado en este procedimiento es el mismo que se us6é para

rellenar los extremos resultantes de la digestion con Bal31.

Las mezclas de didesoxinucleétidos tienen la siguiente composicién:

Mezcla | ddA: ddC: | ddG: | ddT:
dCTP |62,5uM | 4uM | 80uM | 80uM
dGTP | 62,5uM | 80uM | 4uM | 80uM
dTTP | 62,5uM | 80uM | 80uM | 4uM
ddATP | 30uM | - - -
ddCTP | - 10uM | - -
ddGTP | - - 25uM | -
ddTTP | - - - 25uM

Las soluciones se conservaron a -20°C.
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2.22.3 Separacion de cadenas extendidas por electroforesis.

Las cadenas sencillas con distinta extensiéon se separaron por electroforesis a in-
tensidad fija de 31mA y voltaje variable de 1500-2500V, en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 6% (p/v) en TBE, de 40cm de longitud. A cada reaccién de
extension se anadieron 4ul de tampoén indicador de carga y se calentaron a 95°C du-
rante 3 minutos para separar totalmente las cadenas. De cada reaccidén se cargaron
muestras de 3ul.

La separacion electroforética se visualizé en autorradiografias. Para evitar la
difusiéon de las bandas de ADN durante la exposiciéon se realizé una fijacién de las
mismas rociando el gel adherido a uno de los cristales con acido acético 10% (v/v).
El gel se transfirié por adherencia a un papel de filtro Whatman AM3, y después de
eliminar el exceso de urea con agua destilada, se cubrié con plastico transparente
y se secO al vacio en un secador de geles BIO-RAD. El gel se autorradiografié en
una pelicula Amersham Hyperfilm-MP durante 36 horas a temperatura ambiente,
que posteriormente se revelé utilizando revelador P-121 para positivos y fijador N-
FIX172 de Negra. La electroforesis en geles de 40cm permitia leer secuencias de
200 a 300 pares de bases.

La composicién de las soluciones utilizadas es la siguiente:

-Acrilamida desnaturalizante 6% (p/v):

Acrilamida 40% (P/V) civiiiiiii i i e 9m]
L0 T 25,2g
LBIEENO) et el vinin e riseiais snn a e e s ere gislie s 41 ale o bheiie o a orole ale &0 albi5 a8 Wle s 6ml
Bl DABER < oiisoeiesin s smsssisnaiss s s o s s e e s s ool as s eses s 60ml

La preparacién de la solucién de acrilamida 40% (p/v) es la ya descrita
en la seccién 2.16 para geles de poliacrilamida 5% (p/v). Para catalizar
la polimerizacion de la acrilamida se anadieron a la solucién anterior,
inmediatamente antes de verter el gel, 0,3ml de persulfato aménico 10%

(p/v) v 50ul de TEMED. El montaje de los geles se realizé del mismo
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modo descrito para los geles de poliacrilamida 5% (p/v) en la seccién

2.16.

-Tampoén indicador de carga:

RTIBNTICIANON 5555 s 555 05 05 0082 5085 51d 5 55 o 5k 52518 5 M 81 b1 8 4 513 6 1 0,l1g
AZU] de DTOMIOLENOL < s viiie s v 5w vinmris 5 aiinwes o5 s o6 5 o1 mus 550150 651 818106 [0 6100 51 07 o 107 0,1g
ED T A Nay O, 0M ..o i ittt tetteneneeennennnnns 4ml
Formamida desionizada ..........coiviiiiiiineninnennennnnnnn 100ml

La formamida se desionizé con 5g de amberlita durante 30 minutos en
agitacion. La amberlita se retir6 por filtracién a través de papel de filtro

Whatman AM3. El tampdén de carga se conservé a 4°C.

2.23 Ensayo de improntas :n vivo.

Los ensayos de improntas tn vivo se realizaron en fusiones transcripcionales del

promotor Pu al gen lacZ en el pldsmido pRD579 (Fig. 14), con zy/R en trans en el
pldsmido pTS174 (Fig. 15), segin el método descrito por Morett y Buck (1989).

2.23.1 Metilacion de ADN.

La metilacién tn vivo se realizé en cultivos de E.colt 5K (pRD579) y E.coli 5K
(pPRD579, pTS174) incubados a 30°C durante 4 horas en 100ml de LB, en presencia
y en ausencia del alcohol m-metilbencilico 5mM como efector de XylR. A los cultivos
se anadieron 100ul de una solucién fresca de dimetilsulfato (DMS) al 2% (v/v) en
solucidon salina y se incubaron a 30°C durante 2 minutos. Las células se recogieron
por filtraciéon a través de filtros estériles de 0,45um de diametro de poro, y se lavaron
dos veces con 150ml de solucién salina. Las células se desprendieron de los filtros
por agitaciéon fuerte en 15ml de solucién salina, y los plasmidos se extrajeron por
el método de preparacion rapida a gran escala ya descrito. Después de eliminar el
ARN por digestiéon con ARN-asa como se describe en el método de secuenciacion,

el ADN se resuspendi6é en 20ul de agua bidestilada.
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Figura 14: Representacién del pldsmido pRID579. Los detalles de su construccién
los describié Dixon (1986). pRD579 contiene una fusién transcripcional del promotor Pu,
clonado como un fragmento FcoRI-BamHI de pRD578 (Dixon, 1986) frente al gen lacZ del
vector de clonaje pJEL126 (Lgve-Larsen et al., 1984), derivado del plasmido de bajo numero
de copia R1. La insercion de clgs7 y del promotor Pr del fago A frente a la regién cop de
R1 permite que a 37°C se incremente el nimero de copla por cromosoma por 1nactivaciéon
térmica de clgs7.
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Figura 15: Representacién del pldsmido pTS174. El plasmido contiene el gen zylR
bajo el control de sus propios promotores (Pr; y Pr;), en un fragmento Hpal de 2,5kb del
plasmido TOL. La construccién detallada del plasmido la describieron Inouye et al.,(1983).
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La metilacién tn vitro de Pu se realiz6 también en el plasmido pRD579. A una
mezcla de reaccion que contenia 25ug de plasmido en 200ul de cacodilato sédico
50mM se anadié 1ul de DMS. Después de 2 minutos a 20°C la reaccién se detuvo
con 50ul de solucién de parada. El ADN se recuper6 por precipitacion con etanol
y se resuspendi6é en 100u] de agua bidestilada.

El ADN metilado tanto in vivo como in vitro se corté al azar en las guaninas
metiladas con piperidina a concentracién final 1M, incubandose las reacciones a
90°C durante 30 minutos. La piperidina se eliminé por precipitacion con etanol. El
ADN metilado tn vivo se resuspendid en 32ul de agua bidestilada, y el metilado in

vitro, en 100ul.

La composicién de las soluciones empleadas en este procedimiento es la siguiente:

-Solucién salina:

L, B 8,5g
| L = 2 7g
KHoP O ottt it ittt ettt et enaeansensennnnaaannnansns 3g
| 8 N 1. 7 e 11

El pH se llevé a 7,2 y la solucién se esterilizé en autoclave. Se conservé

a temperatura ambiente.

-Solucién de parada DMS:

Acetato s6dico pH 7,0 ... .o iviiiii ittt ittt ietneeannnnens 1,5M

O-METCAPLOCLANIOL ... ic. v tnio s s sisiin s ssss s sssisens 1M

Se conservo a temperatura ambiente.
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2.23.2 Marcaje de oligonucleétidos con v—3*P-ATP.

Como cebadores para la extension de las cadenas metiladas y cortadas con pipe-
ridina se utilizaron dos oligonucleétidos de sintesis cuyas secuencias son 5-CAG-
AGTTGAGAAAATACAAC-3’ para la cadena superior y 5-CCAGCGTCACAG-
ACTCCAG-3’ para la cadena inferior. Estos se obtuvieron en un sintetizador de
oligonucleétidos Applied Biosystems modelo 381A, en el laboratorio del Dr. Martin
Buck, en la Universidad de Sussex (Brighton), y se purificaron del mismo modo que
los oligonucleétidos usados para la mutagénesis dirigida.

Los oligonucle6tidos se marcaron radiactivamente por fosforilacién en su extremo
5° con 3?P. Cada reaccién contenia 5pmol de oligonucleétido, 1ul de 32P-ATP
(adenosina 5’-(vy —*2 P)trifosfato, sal tetra (trietil aménica), 10,0mCi/ml), y 0,5U
de polinucleétido-quinasa del fago T4 en un volumen final de 10ul de tampén de
quinasa. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 minutos. La polinucleétido-

quinasa se inactivé por calor, incubando las reacciones a 70°C durante 10 minutos.

El tampén de quinasa (10x) utilizado tiene la misma composicién que el empleado

en la fosforilacion de oligonucleétidos para mutagénesis.

2.23.3 Hibridacion y extension.

Para la hibridacién de los oligonucle6tidos marcados con las cadenas de ADN meti-
ladas y cortadas con piperidina se mezclé 0,1pmol del oligonucleétido marcado con
2P con aproximadamente 1lug de ADN, en un volumen final de 10ul de tampén
de hibridacién. Las mezclas se incubaron a 95°C durante 3 minutos y se dejaron
enfriar en hielo durante 30 minutos.

Las reacciones de extension se llevaron a cabo en el mismo tampén de hibri-
dacién. A cada reaccién de hibridaciéon se anadieron 2ul de una mezcla 2mM de
los cuatro desoxinucleétidos (0,5mM de cada uno) y 1U del fragmento de Klenow
de la ADN-polimerasa de F.colt en tampdén de hibridacién. Las extensiones se

incubaron a 42°C durante 20 minutos, y la reaccién se detuvo anadiendo 2ul de
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tampoén indicador de carga. Las cadenas sencillas con distinta extensién se sepa-
raron por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante, en las mismas
condiciones que se han descrito para la secuenciacion.

La separacion electroforética de las cadenas de ADN cortadas en las guaninas
metiladas se visualizé por autorradiografias. Las peliculas (Hyperfilm-MP de Amer-
sham) se expusieron directamente sobre los geles atin adheridos a uno de los soportes
de cristal, cubiertos por un papel de plastico. No fué necesaria la fijacién de las
bandas, ya que la exposicion se llevé a cabo a -70°C durante 16-24 horas.

La intensidad de las bandas de ADN se cuantific6 por densitometria de las au-
torradiografias en un densitémetro LKB Ultrascan modelo XL. La proteccién de las
guaninas se estimé como el logaritmo de la relacién entre las areas densitométricas

de las bandas en ausencia y presencia de XylR, indicando los valores positivos pro-

teccion de las guaninas por XylR, y los valores negativos hipermetilacién de las

guaninas en presencia de XylR.

El tampén indicador de carga, asi como la solucién de acrilamida empleadas en este

procedimiento son las mismas que se utilizaron para la secuenciacién.

El tampén de hibridacién (10x) tiene la siguiente composicién:

Tris-HCI pH 8,0 ..ottt ittt teneenennnnanns 100mM
3 G T L 100mM

Se conservo a temperatura ambiente.

2.24 Ensayo de actividad (#-galactosidasa.

La medida de actividad (-galactosidasa se realizé en células permeabilizadas, segin
el método descrito por Miller (1972).

Cultivos de las células correspondientes preincubados durante 16 horas a 30°C en

agitacion se diluyeron 100 veces en LB suplementado con los antibiéticos adecuados.
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En los ensayos de induccién, los compuestos arométicos se suministraron al medio
de cultivo en fase gaseosa, introduciendo varillas huecas de vidrio con 200ul del
compuesto aromatico en matraces de cultivo Erlenmeyer sellados con parafina; los
derivados de alcohol bencilico y benzaldehido se suministraron en solucién en el
medio de cultivo a las concentraciones indicadas en cada caso. Después de 6 horas
de incubacién a 30°C en agitaciéon se tomaron alicuotas de los cultivos de 0,5ml, a
las que se anadieron 0,5ml de solucién fresca de bromuro de alquiltrimetilamonio
(MATAB) para permeabilizar las células. La maxima permeabilizacién de las células
se alcanz6 después de 20 minutos de incubacién en hielo. La concentracién celular
de los cultivos se estimé por su turbidez a 660nm.

La determinaciéon de actividad (-galactosidasa se realizé a 30°C en tampén Z.
A tubos de ensayo conteniendo 0,8ml de tampén Z y 0,1 ml de células perme-
abilizadas se anadieron 0,2ml de o-nitrofenil-D-piranésido de galactosa (ONPG),
sustrato de la -galactosidasa. Los tubos de reaccién se incubaron durante 2,5 mi-
nutos a 30°C. La reaccién se detuvo a,ﬁa,diendo 2ml de una solucién de Na,CO;
0,5M. La concentracion del producto de hidrélisis del ONPG, el o-nitrofenol, se
estimoé espectrofotométricamente determinando la absorbancia a 420nm. Para cada
muestra se realizé a su vez una correcciéon de turbidez a 550nm.

Las unidades de actividad f-galactosidasa (unidades de Miller) se calcularon de
acuerdo con la siguiente ecuaciéon (Miller, 1972):

DOy — 1,7 - DOsso

U(B — gal) = t-v-DOues X 1000

donde t representa el tiempo de reaccién en minutos y v el volumen de células

permeabilizadas utilizadas en la reaccién en ml.

Los reactivos y tampones usados en este ensayo tienen la siguiente composicidn:

-Solucién de bromuro de alquiltrimetilamonio (MATAB):
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Tris-HCI 0,2M pH 8,0 ..o ii ittt ittt it iitetaterennanrannnns 10ml

La solucién se prepara antes de su utilizacion.

-Tampén Z:

Na.2 HPO4 ..................................................... 60mM
N&HzP 04 ..................................................... 40mM
BRCPN = o o i 1o 500 6 5 050, 6 3 650 ) 6 7o R S 8 R 1 [ SR 6 1 A R P 10mM
MgSO4 ......................................................... 1mM
B-mercaptoetanol ...........iiiiiiiiii i i it i i it 50mM

La solucién es estable a 4°C.

-Solucién de ONPG:

La solucién es estable a 4°C en oscuridad.

2.25 Medida de actividad tolueno monooxigenasa

Im VIVO.

2.25.1 Meétodo polarografico.

La actividad tolueno monooxigenasa (TO) en cepas de P.putida portadoras del
plasmido TOL o sus mutantes se determiné estimando el consumo de oxigeno de-

pendiente de hidrocarburos por células enteras.
Células de P.putida portadoras de plasmidos TOL se cultivaron a 30°C en
volimenes de 50ml de medio de cultivo minimo con m-xileno como fuente de car-

bono e inductor de la ruta "upper”. El hidrocarburo se suministré en fase gaseosa
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como se indica en la seccién anterior. Cuandc; el cultivo alcanzé la fase exponencial
de crecimiento (turbidez a 660nm 0,6-0,7) las células se recogieron por centrifu-
gacién a 4000g durante 5 minutos, se lavaron dos veces en medio minimo sin fuente
de carbono, y finalmente, se resuspendieron en el mismo medio hasta alcanzar una
turbidez a 660nm de 0,45-0,5. Alicuotas de 2ml se depositaron en la cidmara de
un electrodo de oxigeno (Hansatech) a 30°C, y se determiné el consumo basal de
oxigeno debido a respiracién endégena. Los sustratos de la TO, tolueno y sus deriva-
dos, se inyectaron en la cdmara del electrodo en solucién en N,N’-dimetilformamida
para que su concentracion final fuese 0,5mM. La actividad TO se estimé como el
incremento de consumo de oxigeno sobre el consumo basal por respiracién. La
actividad TO se expresé6 en nmoles de oxigeno consumidos por minuto y unidad
de DOggo. Aunque clasicamente se han tomado estos valores como actividad TO
(Franklin et al., 1981; Harayama et al. 1989; Kunz y Chapman, 1981; Worsey y
Williams, 1975), es de interés sefialar que esta medid'a. sobreestima la actividad TO,
ya que el consumo de oxigeno no sélo se debe a la oxidacién de los hidrocarburos a
sus correspondientes alcoholes bencilicos, sino también al metabolismo del esqueleto

carbonado de éstos ultimos.

2.25.2 Producciéon de alcoholes bencilicos a partir de toluenos.

La actividad TO en células de E.colt JM101 con los genes zyIMA clonados bajo el
control del promotor de lac en el plasmido pWA21, se estimé en base a la velocidad
de produccién de alcoholes bencilicos a partir de tolueno y derivados sustituidos.

50ml de medio de cultivo minimo con 0,4% (p/v) de glucosa como fuente de
carbono se inocularon con 0,5ml de un cultivo de E.colt JM101 (pWA21), prein-
cubado en LB durante 24 horas a 30°C en agitacién. Para inducir la TO se anadié
isopropil-f-D-tiogalactopiranésido (IPTG) para alcanzar una concentracién final de
100uM. Simultdneamente se anadieron los sustratos de la TO, que se suministraron
al mediv de cullivo en fase gaseosa tal como se indicé en la seccién anterior. Las
células se cultivaron durante 16 horas a 30°C en agitacidn.

Los alcoholes bencilicos que se habian excretado al medio de cultivo se extrajeron

con 2 volimenes de éter etilico. Los extractos se secaron con MgSO,4 anhidro y se
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concentraron por evaporacién en un rotavapor. El precipitado se disolvié en agua,
y la concentracion de los alcoholes bencilicos en cada muestra se determiné en un
cromatégrafo de gases Hewlet-Packard (modelo 5730) dotado de un detector de
ionizacién de llama a 300°C, y equipado con una columna Chromasorb-W-AW-
OMCS 100/200mesh. La temperatura del horno fué 20°C superior al punto de
ebulliciéon de los alcoholes determinados. Como patrones se utilizaron soluciones de

concentracion conocida de alcoholes bencilicos comerciales.

2.26 Preparacion de extractos libres de células.

Volimenes de 50ml de medio de cultivo minimo con p-xileno o m-xileno en fase
gaseosa como fuente de carbono e inductor de la ruta "upper”, se inocularon con
0,5ml de cultivos de las cepas adecuadas de P.putida preincubados en LB a 30°C
durante 16 horas en agitacién. Una vez alcanzada la fase exponencial de crecimiento
(turbidez a 660nm 0,6-0,7), las células se recogieron por centrifugacién a 4000g du-
rante 5 minutos, se lavaron una vez en Na,HPO, 100mM, pH 7,0 y se resuspendieron
en 3ml del mismo tampén. La suspension se lisé en frio por ultrasonidos en un so-
nicador Braun Biotec modelo Labsonic 2000, con una sonda tipo aguja. Se dieron
pulsos de 1 minuto a 50W, a intervalos de 2 minutos para evitar el calentamiento
de la muestra, hasta que se obtuvo un extracto transparente. Los restos celulares

se eliminaron por centrifugacién en tubos de centrifuga a 12300g durante 1 minuto.

2.27 Determinacion de proteinas en extractos li-

bres de células.

La concentraciéon de proteinas en extractos libres de células se determiné por inter-
polacién grafica, segin el método de Bradford (1976).

Se prepararon diluciones adecuadas de las muestras a ensayar en el mismo
tampon en que se encontraba el extracto. A partir de una solucién patrén de

albimina bovina con 1,5mg/ml en el mismo tampén, se prepararon diluciones con
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0, 150, 375, 750, 1125 y 1500 ug/ml de proteina en tampén de muestra. A cada
tubo se anadieron 5ml de solucién de azul de Coomassie. Después de agitar por
inversion, los tubos se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una
vez transcurrida la reaccién, se midié la absorbancia a 595nm de cada muestra y de
las diluciones patrén. La concentraciéon de proteinas en las muestras se calculé por

interpolacién en curvas de DOjg5 frente a las concentraciones de la proteina patrén.

La solucién de azul de Coomassie tiene la siguiente composicién:

Azul de Coomassie G-250 .........cciiiiiiiirinneneneenenann. 100mg
Etanol 9500(V/V) v i e e e, 50ml
Acido fosforico 85%(V/V) «ivviiiiiii e 100ml
Ha O DBBER: < - 2visoic o555 n 0003 615 as aarsi s /s o s s a1a sleis il e s’ alssie e s sl uiaieiels aal e otelnls s 11

La solucién se filtré a través de papel, y se conservé a -20°C.

2.28 Medida de las actividades alcohol bencilico
deshidrogenasa y benzaldehido deshidroge-

nasa codificadas por el plasmido TOL.

La actividad alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH) y benzaldehido deshidroge-
nasa (BZDH) en cepas de P.putida se determiné en extractos libres de células, segiin
el método descrito por Worsey y Williams (1975).

Los extractos libres de células se obtuvieron por sonicacién, segiin se indica en
la seccién correspondiente.

Las actividades BADH y BZDH se midieron espectrofotométricamente siguiendo
a 340nm la reduccion de NAD' a NADH. La actividad BADH se determiné en
tampoén glicina 66mM, pH 9,4. La mezcla de reaccién contenia ademiés 2,5mM de
NAD™, 2,5mM del alcohol bencilico ensayado como sustrato y 10-100u1 del extracto

libre de células en un volumen final de reaccién de 3ml.
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La actividad BZDH se determiné en Tris-HCl 66mM, pH 8,0. Cada mezcla
de reaccion contenia ademds 2,5mM de NAD™, 0,4mM del benzaldehido ensayado
como sustrato y 10-100ul de extracto libre de células en un volumen final de 3ml.

La actividad enzimatica se expresé en mU por mg de proteina. Una unidad
(U) de actividad BADH y BZDH corresponde a la reduccién de 1umol de NAD*
a NADH por minuto en las condiciones del ensayo estdndar. Para calcular la concen-
tracion de NADH se usé el coeficiente de extincién a 340nm, €(340) = 6,11mM~1cm™!.

2.29 Medida de actividad catecol 2,3-dioxigenasa
codificada por el plasmido TOL.

La actividad catecol 2,3-dioxigenasa (C 2,3-O) se determiné espectrofotométrica-
mente en extractos celulares de cepas de P.putida portadoras de pldsmidos TOL,
segin el método descrito por Sala-Trepat y Evans (1971).

Para estabilizar el enzima, los extractos libres de células se prepararon en tampén
Na;HPO4 100mM, pH 7,0 suplementado con 10% (v/v) de acetona, y se obtuvieron
por sonicacion.

La actividad C 2,3-O se midié colorimétricamente siguiendo la aparicién del
semialdehido del 4cido mucénico resultante de la fisién del anillo aromatico del
catecol. La mezcla de reacciéon contenia Na,HPO, 100mM, pH 7,0, catecol 10mM
y 10-100ul de extracto celular en un volimen final de 3ml.

La actividad enziméatica se expres6 en mU por mg de proteina, correspondiendo
una unidad (U) de actividad C 2,3-O a la produccién de 1umol de semialdehido del
acido mucoénico por minuto en las condiciones del ensayo estdndar. La concentracién
del semialdehido del 4cido mucénico se estimé utilizando el coeficiente de extincién
a 375nm €(375) = 33mM~'cm™!.
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Resultados

3.1 Expansion del la ruta upper” codificada por
el plasmido TOL de Pseudomonas putida para

la degradacion de derivados recalcitrantes de

tolueno

La evolucién en el laboratorio de rutas catabdlicas para la expansién del espectro
de sustratos que se degradan a través de las mismas implica el reclutamiento de
actividades enzimaticas de otras rutas o la adquisicién de nuevas especificidades por
parte de los enzimas y, en su caso, por parte de las proteinas reguladoras de la sintesis
o activacién de la ruta. La manipulacién genética de cualquier ruta catabdlica
requiere, por tanto, conocer los perfiles de efectores de las proteinas reguladoras, asi
como el perfil de sustratos de las proteinas enziméticas para localizar los puntos que
bloquean el metabolismo de ciertos compuestos recalcitrantes. Esto debe permitir
disenar la estrategia genética mas apropiada para salvar dichos puntos de bloqueo.

El objetivo de csta seccién del trabajo ha sido la localizacién de los puntos que
bloquean el metabolismo de ciertos alquiltoluenos y clorotoluenos a través de la ruta
upper”’ del plasmido TOL de Pseudomonas putida. Para ello se ha analizado el

perfil de efectores del regulador XylR y el perfil de sustrato de los enzimas implicados

71



CAPITULO 3. RESULTADOS 72

en la oxidacion secuencial de la cadena lateral de los toluenos hasta sus acidos
carboxilicos correspondientes. A su vez esta informacién se utilizé para disenar las
estrategias genéticas que permitieran la expansién de las rutas catabdlicas de TOL

o rutas catabodlicas de bacterias del género Pseudomonas.

3.1.1 Analisis del espectro de efectores de XylR.

Dentro del analisis del sistema de regulacién de las rutas catabélicas del pldsmido
TOL pWWO se realizé una primera aproximacién experimental analizando el perfil
de efectores del regulador iltimo de las rutas, la proteina XylR.

Para el diseno de los experimentos de andlisis se establecié previamente la
cinética de induccién de las rutas, asi como la validez experimental de la utilizacién
de fusiones transcripcionales de los promotores de las rutas al gen lacZ de E.col:

desprovisto de su promotor natural.

3.1.1.1 Cinéticas de induccién de las rutas "upper” y meta codificadas
por el plasmido TOL pWWO0 de P.putida.

P.putida 2440 (pWWO) presenta bajos niveles de los enzimas de las rutas "upper”
y meta cuando crece en presencia de azucares o acidos dicarboxilicos como fuente
de carbono; la presencia de tolueno o m-xileno induce la sintesis coordinada de los
enzimas de ambas rutas catabdlicas (Ramos et al., 1987a; Worsey et al., 1978).
Con objeto de estudiar las cinéticas de induccién de los enzimas de ambas rutas
en respuesta a la adicién de inductores, se analizaron los niveles de alcohol bencilico
deshidrogenasa (BADH), un enzima de la ruta "upper”, y catecol 2,3-dioxigenasa (C
2,3-0), un enzima de la ruta meta en cultivos de P.putida 2440 (pWWO) a distintos
tiempos tras la adicién de m-xileno a células creciendo en medio de cultivo minimo
suplementado con acido acético como fuente de carbono (Fig. 16). Como testigos
se utilizaron cultivos de la misma cepa a los que no se adicionaron inductores, y en

los que se midieron las mismas actividades (Fig. 16).

La induccién de los enzimas de ambas rutas fué relativamente lenta, alcanzdndose

los niveles maximos de actividad de ambos enzimas después de 6 horas de incubacién
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Figura 16: Induccién coordinada de actividad BADH (ruta "upper”) y C 2,3-O
(ruta meta) por m-xileno. Células de P.putida 2440 (pW WO) se cultivaron en 250ml de
medio de cultivo minimo con 10mM de acido acético como fuente de carbono en presencia
(Oy A) o ausencia (@ y A) de m-xileno. A los tiempos indicados se determiné la actividad

BADH (O y @) y C 2,3-O (A y A) en extractos libres de células preparados a partir de
50ml de cultivo. El 100% de actividad fué 1,4U para la BADH y 1000U para la C 2,3-O.
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en presencia de m-xileno. En los cultivos testigo los niveles de actividad BADH y C
2,3-0O se mantuvieron uniformemente bajos. El nivel maximo de actividad BADH
fué de 1,4U, mientras que el nivel mdximo de actividad C 2,3-O fué de 1000U.
Después de 6 horas de induccién se observé un ligero descenso de los niveles de
actividad de ambos enzimas. La actividad BADH disminuia més rdpidamente, al-
canzando a las 8 horas de induccién un 75% de la méxima actividad, mientras que

los niveles de actividad C 2,3-O atn alcanzaban un 85% de la méxima.

3.1.1.2 Cinéticas de induccion de los promotores Pu y Pm en fusiones

transcripcionales.

Para estudiar si las cinéticas de induccién de las rutas recogidas en la seccién anterior
reflejaban la transcripcién de los promotores de las mismas, se realizaron fusiones
transcripcionales de Pu, promotor de la ruta "upper”, y Pm, promotor de la ruta
meta, al gen lacZ desprovisto de su promotor natural y se estudié la expresién de
[-galactosidasa en presencia y ausencia de XylR y en presencia y ausencia de m-
xileno, comparandose posteriormente estos resultados con los obtenidos en la seccién
anterior.

Para estudiar la induccién de Pu se utilizé el pldsmido pRD579, mientras que
pERD100 se utilizé6 como fuente de la fusién Pm::lacZ. Los ensayos de induccién
se realizaron en cepas de F.colt 5K portadoras de pRD579 o pERD100 y de los
genes zylR y zylS en el plasmido compatible pKT570. Los cultivos se incubaron en
LB suplementado con los antibiéticos correspondientes en presencia y ausencia de
m-xileno. A distintos tiempos después de la adicién del inductor se determinaron

los niveles de actividad f-galactosidasa en células permeabilizadas (Fig. 17).

Tanto Pu como Pm alcanzaban los niveles méximos de induccién a las 6 horas
de incubacidén en presencia de m-xileno. Los niveles de induccién de Pm experi-
mentaban un rapido aumento en respuesta a la adicién de inductor, alcanzando el
50% del nivel méximo después de sélo 2 horas de incubacién en presencia de induc-
tor; en cambio los niveles de expresion de Pu disminuian durante las dos primeras
horas de incubacién, tanto en presencia como en ausencia de m-xileno, y después

aumentaban lentamente en presencia de m-xileno, alcanzando el 50% de la actividad
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Figura 17: Induccién de los promotores Pu y Pm en fusiones transcripcionales
al gen lacZ. Células de E.col: 5K (pRD579, pKT570) (O y @) y E.coli 5K (pERD100,
pKT570) (A y A) se cultivaron a 30°C en LB suplementado con los antibiéticos correspon-
dientes en presencia (O y A) o ausencia (@ y A) de m-xileno. A los tiempos indicados se
determiné la actividad [-galactosidasa de alicuotas de 3ml en células permeabilizadas. La
actividad se expresa en unidades calculadas de acuerdo con Miller.
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[B-galactosidasa méxima a las 4,5 horas de la adicién del inductor. A partir de las
6 horas los niveles de induccién de Pm disminuian ligeramente, mientras que los de
Pu se mantenian estables.

Puesto que las cinéticas de induccién de actividad f-galactosidasa desde Pu y
Pm fueron similares a las determinadas para la induccién de enzimas de la ruta
"upper’ y meta respectivamente, se sugiere que la induccién lenta de estas rutas
refleja la actividad transcripcional de sus respectivos promotores. Por tanto, la
similitud de los resultados obtenidos al comparar el sistema de expresién de TOL
y el de las fusiones transcripcionales a lacZ hacen vilida esta dltima aproximacién

experimental.

3.1.1.3 Determinacién del perfil de efectores de XylR utilizando fusiones

transcripcionales Pu::lacZ.

El perfil de efectores de XylR se analizé utilizando la fusién transcripcional de
Pu al gen lacZ en el plasmido pRD579, en cepas de E.coli 5K portadoras del gen
zylR en el plasmido pTS174. Las células se cultivaron en LB suplementado con
los antibidticos correspondientes en presencia y ausencia de los efectores ensayados
suministrados como se indica en la seccién 2.24 de Materiales y Métodos. Los
cultivos se incubaron durante 6 horas a 30°C en agitacién, determinédndose entonces
la actividad fB-galactosidasa en una alicuota de los cultivos.

Los niveles de actividad [-galactosidasa inducidos por hidrocarburos aromaticos
y compuestos relacionados se muestran en la Tabla 3. De entre los compuestos
ensayados con sustituciones en el anillo aromaéatico, sélo el tolueno se comporté
como efector, mientras que el fenol, la anilina y el benceno, que no son sustratos de
la ruta "upper”, no indujeron expresién desde Pu. El tamano del grupo alquilico
que permitia la inducciéon desde Pu se analiz6 utilizando arométicos con distinto
nuimero de carbonos en la cadena lateral del anillo aromatico. Ademas del tolueno,
solo el etilbenceno se comporté como efector de XylR, mientras que compuestos con
cadenas laterales de mayor nimero de carbonos, como el isopropil- y el nonilbenceno,

no indujeron sintesis de f[-galactosidasa.

Una vez fijada la sustituciéon con un grupo metilo en la posicién 1 del anillo
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Efector Actividad (-galactosidasa (U)
Pu::lacZ Pm::lacZ

Ninguno 201 140
Fenol 203 -
Anilina 205 -
Benceno 197 -
Tolueno 2050 1860
Etilbenceno 670 -
Isopropilbenceno 210 -
Nonilbenceno 200 .
o-xileno 1850 -
m-xileno 2960 1650
p-xileno 2070 -
o-etiltolueno 520 -
m-etiltolueno 1510 .
p-etiltolueno 500 160
o-clorotolueno 3660 810
m-clorotolueno 3320 -
p-clorotolueno 3280 1020
o-cloro-m-xileno 1030 -
o-cloro-p-xileno 1810 -
p-cloro-o-xileno 1780 -
1,2,3-trimetilbenceno 1220 640
1,3,4-trimetilbenceno 1600 1640
1,3,5-trimetilbenceno 010 -
2,5-diclorotolueno 1710 500
2,6-diclorotolueno 820 570

Tabla 3: Activacién de XylR por compuestos con un anillo aromdtico. 25ml de cul-
tivos de E.coli 5K (pRD579, pTS174) y E.coli 5K (pERD100, pKT570) en LB suplementado
con los antibidticos correspondientes se incubaron durante 6 horas a 30°C con los hidro-
carburos indicados en fase gaseosa, y entonces se determiné la actividad B-galactosidasa
de cada cultivo en células permeabilizadas. Los resultados se expresan en unidades de ac-
tividad (-galactosidasa calculadas de acuerdo con Miller, y representan la media de 2 a 6
determinaciones independientes. La desviacién estandar fué del 5% al 40% de los valores
indicados. - indica no determinado.
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aromatico se analizé qué sustituciones eran permisivas en las otras posiciones del
anillo, probandose como efectores derivados sustituidos de tolueno. Todos los deriva-
dos monosustituidos ensayados y relacionados en la Tabla 3 indujeron expresién
desde Pu, tanto los que pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia
por Pseudomonas portadoras del plasmido TOL, m- y p-xileno y me-etiltolueno,
como los que no lo son, como o-xileno, o- y p-etiltolueno y los clorotoluenos. De
éstos ultimos, los derivados clorados o-, m- y p-clorotolueno fueron los efectores
mas potentes de XylR, mientras que el o- y p-etiltolueno fueron efectores débiles.
- El o-xileno, a pesar de no ser sustrato de la ruta, es un inductor gratuito de la
misma ya que inducia niveles de actividad [-galactosidasa préximos a los mediados
por sus isémeros m- y p-xileno. Los derivados de tolueno disustituidos ensayados
también indujeron altos niveles de expresion desde Pu, tanto el dnico sustrato de
la ruta, el 1,3,4-trimetilbenceno, como los que no son sustratos de la misma: 1,2,3-
trimetilbenceno, 1,3,5-trimetilbenceno, p-cloro-o-xileno, o-cloro-m-xileno, o-cloro-p-
xileno, 2,5-diclorotolueno y 2,6-diclorotolueno.

Los niveles de actividad [-galactosidasa inducidos por alcohol bencilico, ben-
zaldehido, y sus derivados se muestran en la Tabla 4. El alcohol bencilico asi como
sus derivados con un grupo metilo o un d4tomo de cloro en las posiciones meta y
para del anillo aromatico se comportaron como efectores de XylR; en contraste, el
alcohol p-etilbencilico no era efector. Los niveles de induccién mediados por XylR
y los alcoholes aromaticos dependian de la concentracién del alcohol en el medio
de cultivo, obteniéndose los mayores niveles de induccién medidos como actividad
[B-galactosidasa a concentraciones de 10mM para el alcohol bencilico y los alcoholes
m- y p-metilbencilico, y a 5mM para los alcoholes m- y p-clorobencilico. A con-
centraciones mayores de las indicadas los niveles de actividad f-galactosidasa eran
muy bajos, probablemente debido a efectos téxicos sobre las células, ya que el cre-
cimiento de los cultivos se veia notablemente disminuido. Es de interés senalar que
los niveles de expresion desde Pu mediados por XylR con alcoholes bencilicos eran

similares a los inducidos por los correspondientes hidrocarburos aromaticos.

De los derivados de benzaldehido ensayados como efectores de XylR sdélo el p-

clorobenzaldehido fué capaz de activar la transcripcién desde Pu. En todos los
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Efector Concentracién Actividad §-galactosidasa (U)
(mM) Pu::lacZ Pm::lacZ
Ninguno 200 150
Alcohol bencilico 1 490 -
O 800 350
10 900 900
Alcohol m-metilbencilico 1 1690 -
5 2250 720
10 3040 -
Alcohol p-metilbencilico 1 330 -
5 800 180
10 1350 560
Alcohol p-etilbencilico 1 350 110
2.5 400 100
Alcohol m-clorobencilico 1 1120 110
5 2540 170
Alcohol p-clorobencilico 1 550 -
o 3740 460
Alcohol 3,5-diclorobencilico 5 675 750
Benzaldehido 1 300 2500
o-metilbenzaldehido 1 400 -
m-metilbenzaldehido 1 430 1200
p-metilbenzaldehido 1 320 -
p-etilbenzaldehido 1 300 -
m-~clorobenzaldehido 1 400 -
p-clorobenzaldehido 0,1 560 ~
0,5 830 -
1 1750 1770

Tabla 4: Activacién de XylR por alcoholes bencflicos y benzaldehidos. Las condi-
ciones para el cultivo e induccién de E.coli 5K (pRD579, pTS174) y E.coli 5K (pERD100,
pKT570) fueron las indicadas en la Tabla 3, excepto que los alcoholes bencilicos y benzal-
dehidos utilizados como inductores se suministraron en disolucién en el medio de cultivo a
la concentracion indicada. Los valores de actividad B-galactosidasa son la media de 2 a 6
determinaciones independientes. La desviacién estandar fué del 5% al 40% de los valores
indicados. - indica no determinado.
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casos concentraciones de benzaldehidos mayores de 1mM fueron téxicas para las
células, si bien en el caso del p-clorobenzaldehido se observd, como en el caso de los
alcoholes, un aumento de los niveles de induccién dependiente de la concentracién

de efector en el cultivo.

3.1.1.4 Activacién de la transcripciéon del oper6n meta mediada por XylR:

regulaciéon en cascada de Pm.

La induccién de Pm por tolueno implica un sistema de regulaciéon en cascada, en el
que XylR activado por tolueno estimula la transcripciéon desde el promotor del gen
zylS, Ps, e induce la superproduccion de XylS; la alta concentracién intracelular
de XylS es suficiente para inducir la transcripcién desde Pm en ausencia de sus
efectores especificos, el acido benzoico y sus derivados (Ramos et al., 1987a). Es de
interés senalar que se ha demostrado previamente que XylR no actia directamente
sobre Pm (Franklin et al., 1983; Inouye et al., 1981; Ramos et al., 1987a). La

Figura 5 resume los acontecimientos conocidos de este sistema de activacién en

cascada desde Pm.

Para estudiar el efecto del tolueno, alcohol bencilico, benzaldehido y sus deriva-
dos sobre el sistema de regulaciéon en cascada, se utilizé la fusién transcripcional
de Pm al gen lacZ en el plasmido pERD100 en células de FE.colt 5K con los genes
zylR y zylS en el pldsmido compatible pKT570. Las condiciones de induccién desde
Pm fueron las mismas que se han descrito para el anélisis de la expresién de Pu.
Los cultivos se incubaron a 30°C en agitacién hasta alcanzar los niveles de mdxima
induccién, estimados en 6 horas como se indica en el apartado 3.1.1.2.

Los niveles de actividad #-galactosidasa inducidos por tolueno y sus derivados se
muestran en la Tabla 3. En todos los casos los niveles de actividad fueron més bajos
que los inducidos por cada efector en Pu, pero el patrén de induccién fue similar
para ambos promotores. En contraste con los hidrocarburos, los alcoholes bencilicos
se comportaron como inductores pobres de la ruta meta (Tabla 4), incluso los deriva-
dos clorados, que mediaban altos niveles de sintesis de (3-galactosidasa desde Pu.
Benzaldehido, m-metil- y p-clorobenzaldehido se comportaron como efectores po-

tentes de Pm (Tabla 4), aunque este efecto se debe a la activacién de XylS por estos
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compuestos mas que a la induccién del sistema en cascada, de acuerdo con otras

observaciones de este grupo (Michan, 1991; Holtel, resultados sin publicar). Sin
embargo, estas ultimas observaciones contrastan con el hecho de que la ruta meta
no se induzca en células de P.putida 2440 (pWWO) creciendo en acetato y en pre-
sencia de benzaldehido, ya que éstas no exhibian actividad catecol 2,3-dioxigenasa.

La razén de esta contradiccién no tiene explicaciéon evidente.

3.1.2 Analisis de la transcripcién de zylR utilizando fusiones

transcripcionales de Pr al gen lacZ: autorregulacion de
la sintesis de XylR.

La cinética de induccién del promotor Pu analizada en la fusién transcripcional
Pu:lacZ en el plasmido pRD579 con el regulador XylIR sintetizado por el pldsmido
pTS174 (Fig. 17), mostraba un retardo en la induccién de Pu, asi como oscilaciones
en su expresion basal. Esto sugeria que la concentracién intracelular de XylR capaz
de activar la transcripcion de Pu no era constante, sino que variaba con la fase
de crecimiento del cultivo. Para comprobarlo se analizé la expresién de Pu medida
como actividad #-galactosidasa en ausencia de efectores de XylR, en células de E.col:
5K portadoras de pERD579 con o sin zy/R en el plasmido pTS174 (Fig. 18). Los
niveles basales de expresion de Pu se mantuvieron uniformemente bajos en ausencia
de XylR; en contraste, los niveles de expresién del promotor en presencia de XylR
disminuian rapidamente durante la fase de latencia, y esta disminucién se hacia mas
lenta al alcanzarse la fase exponencial temprana. Sin embargo, la expresién de Pu
aumentaba bruscamente coincidiendo con la fase de crecimiento exponencial tardia,
alcanzando el maximo a las 6 horas. Al inicio de la fase estacionaria la expresién
de Pu descendia bruscamente, incrementdndose de nuevo lentamente a lo largo de

la fase estacionaria (Fig. 18).

Para estudiar la regulacién de la sintesis de XylR se construyé una fusién trans-

cripcional de los promotores del gen zy/R, Pr; y Prs, al gen lacZ en el pldsmido
pERD99 (Fig. 19). Un fragmento Bglll de 0,6kb de pRL38 que contiene a los
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Figura 18: Expresién basal de Pu a lo largo de las fases de crecimiento. Cultivos
de E.coli 5K (pRD579, pTS174) () y E.coli 5K (pRD579) (@) en LB con los antibidticos
correspondientes se incubaron a 30°C en agitacion. A los tiempos indicados se midié la
actividad f-galactosidasa de alicuotas de 3ml en células permeabilizadas (A) y se determiné

la turbidez del cultivo a 660nm (B). Las unidades de -galactosidasa se calcularon de acuerdo
con Miller.
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promotores Pr se cloné en el sitio inico BamHI del vector para ensayo de promo-
tores pMD1405. En el plasmido recombinante obtenido, pERD98, el gen lacZ se
encontraba en fase de lectura incorrecta (+1). Con objeto de conseguir la fase de
lectura apropiada, pERD98 se linearizé con Pstl en el punto dnico situado entre Pr
y lacZ, los extremos cohesivos 3’ monocatenarios de 4 nucleétidos se digirieron con
nucleasa S1, y finalmente se ligaron con ADN-ligasa del fago T4. En el pldsmido
resultante, pERD99, el gen lacZ estaba en fase correcta de lectura desde Pr (Fig.
19).

Los niveles de transcripcién de Pr se estimaron como actividad #-galactosidasa
en cultivos de E.colt 5K (pERD99) en presencia y ausencia de zylR en el pldsmido
compatible pTS174, y en presencia y ausencia de efectores de XylR (Tabla 5). Las
medidas de actividad [(-galactosidasa demostraron que, en presencia de XylR, la
expresion de Pr disminuye a la mitad: los cultivos de E.colt 5K (pERD99) tenfan
una actividad f(-galactosidasa de 2500U, frente a 1300U de los cultivos de E.col:
5K (pERD99, pTS174); ademés, en presencia de efectores de XyIR la inhibicién de
la transcripciéon desde Pr fué alin mas notoria, disminuyendo el nivel de expresién
del promotor entre el 30% y el 50% respecto a los valores alcanzados sin efector,
mientras que en presencia de compuestos aromaticos que no son efectores de XyIR no
se incrementod la inhibicién de la transcripcién mediada por XylR. Estos resultados

sugieren que XylR es capaz de regular su propia sintesis.

3.1.3 Analisis del perfil de sustratos de los enzimas de la
ruta “upper”.

Con objeto de conocer las posibles limitaciones de los enzimas de la ruta "upper”
con vistas a su manipulacién genética para la adquisicién de nuevas especificidades,
se realizdé un andalisis de su perfil de sustratos.

La determinaciéon de las actividades enzimaticas de la ruta ”upper”, tolueno
monooxigenasa (TO), alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH) y benzaldehido
deshidrogenasa (BZDH), se realiz6 in vivo para la primera de ellas e tn vitro para

las dos deshidrogenasas.
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Figura 19: Esquema de la construccién del plasmido pERD99. El fragmento Bglll
de 0,6kb de pRL38 que contiene a los promotores Pr; y Pr; de zylR y divergentemente al
promotor del gen zylS, Ps, se clond en el sitio BamHI del polilinquer del vector de ensayo
de promotores pMD1405. Para obtener la fase correcta de lectura del gen lacZ, el plasmido
recombinante pERD98 se linearizé con Pstl, los extremos cohesivos resultantes se digirieron
con nuclesa S1 y se ligaron con ADN-ligasa del fago T4. El pldsmido obtenido, pERD99,
tenia el gen lacZ en fase correcta de lectura bajo el control de los promotores Pr; y Prs.
Las abreviaturas usadas para las restrictasas son: E, EcoRI; B, BamHI; P, Pstl; H, HindIlI;

Bg, Bglll; B/Bg, ligacién de extremos compatibles BamHI y BgllI.
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Efector Actividad f-galactosidasa (U)
XylR Pr::lacZ
Ninguno - 2500
Tolueno - 2500
Ninguno + 1300
Benceno + 1430
Tolueno + 890
o-xileno — 570
m-Xileno 810
p-xileno - 626
o-etiltolueno + 889
o-clorotolueno - 754
p-clorotolueno + 774
2,5-diclorotolueno - 1020
2,6-diclorotolueno + 1024
Alcohol bencilico + 1209
Alcohol m-metilbencilico 1154
Alcohol m-~clorobencilico - 1041
Benzaldehido - 1376
__E-_clorobenzaldehido + 843

Tabla 5: Autorregulacién de XylR dependiente de sus efectores. Células de E.cols
5K (pERD99) (XylR,-) y E.coli 5K (pERD99, pTS174) (XylR,+) se cultivaron en LB su-
plementado con los antibiéticos correspondientes en presencia y ausencia de los efectores
indicados. Los hidrocarburos se suministraron en fase gaseosa, y los alcoholes y aldehi-
dos en solucién a concentracién 5mM y 1mM, respectivamente. Después de 6 horas de
incubaciéon a 30°C se determiné la actividad S-galactosidasa de cada cultivo en células
permeabilizadas. Los resultados indicados son la media de 2 a 4 determinaciones indepen-
dientes. La desviacién estandar fué del 5% al 25% de los valores indicados.
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3.1.3.1 Especificidad de sustrato de la tolueno monooxigenasa.

La especificidad de la tolueno monooxigenasa (TO) se determiné en células enteras
de P.putida 2440 (pWWO) cultivadas en medio minimo con m-xileno como fuente
de carbono, o en células de FE.colt JM101 portadoras de los genes zylMA clonados
bajo el control del promotor lac en el plasmido pWA21.

La especificidad de la TO en células de P.putida 2440 (pWWO0) se determiné
mediante el método polarografico descrito en Materiales y Métodos. La actividad
TO frente a los toluenos ensayados como sustratos se estimé como el incremento del
consumo de oxigeno en respuesta a la adicién de cada hidrocarburo sobre el consumo
basal, debido éste a respiraciéon endégena (Tabla 6). La adicién de tolueno provocé
un incremento notable en el consumo de oxigeno (15nmoles por minuto y unidad
de DOgg). La adicién de m- y p-xileno también provocé un fuerte incremento en la
velocidad de consumo de oxigeno, aunque la actividad TO frente a estos sustratos fué
del orden del 60% de la registrada frente a tolueno (Tabla 6). En contraste, aquellos
derivados de tolueno que no pueden ser utilizados por P.putida 2440 (pWWO0) como
unica fuente de carbono (o-xileno, p-etiltolueno, m- y p-clorotolueno), no provocaron

incremento significativo del consumo de oxigeno por las células (Tabla 6).

Estos resultados se confirmaron determinando la oxidacién de hidrocarburos
aromaticos a sus alcoholes bencilicos correspondientes por la TO. Células de E.cols
JM101 (pWA21) se cultivaron en medio de cultivo minimo con glucosa como fuente
de carbono, y la expresiéon de los genes zyIMA se indujo anadiendo IPTG al cul-
tivo. Cuando las células se cultivaron en presencia de tolueno, suministrado en fase
gaseosa como se indica en la secciéon correspondiente de Materiales y Métodos, acu-
mularon 2,68 umoles de alcohol bencilico por ml de medio de cultivo en 16 horas
de incubaciéon. En cambio no se detecté el alcohol bencilico correspondiente a la
oxidaciéon de p-etiltolueno cuando éste se suministré en lugar de tolueno.

Es de interés senalar que cultivos de P.putida 2440 (pWWO0) incubados durante
24-30 horas en medio de cultivo minimo con glucosa como fuente de carbono en
presencia de m- y p-clorotolueno, acumularon en el medio de cultivo m-clorocatecol y

el semialdehido del acido 4-cloromucénico respectivamente, lo cual sugiere que la TO
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Tabla 6: Especificidad de los enzimas de la ruta “upper”. Células de P.putida
2440 (pWWO) se incubaron a 30°C durante 6 horas en medio minimo con m-xileno como
fuente de carbono. La actividad TO se estimé polarograficamente mediante el incremento
del consumo de oxigeno en respuesta a la adicién de 0,5mM de los hidrocarburos senalados.
La actividad se expresa en nmoles de oxigeno consumido por minuto y unidad de DOggp.
Las actividades BADH y BZDH se midieron espectrofotométricamente en extractos libres
de células de P.putida 2440 (pWWO) cultivadas en medio minimo con p-xileno como fuente
de carbono, tal como se describe en Materiales y Métodos. Ambas actividades se expresan
en mU por mg de proteina en el extracto celular. Los valores indicados son la media de tres
determinaciones independientes, con una desviacién estandar del 5% al 30%.

Enzima Sustrato Actividad especifica

TO Tolueno 15
o-xileno <0,1
m-Xileno 9
p-xileno 10,2
p-etiltolueno <0,1
m-~clorotolueno <0,1
p-clorotolueno <0,1

BADH Alcohol bencilico 1443
Alcohol o-metilbencilico 132
Alcohol m-metilbencilico 1007
Alcohol p-metilbencilico 728
Alcohol p-etilbencilico 414
Alcohol m-clorobencilico 771
Alcohol p-clorobencilico 711
Alcohol 3,5-diclorobencilico 400

BZDH Benzaldehido 5058
o-metilbenzaldehido 16
m-metilbenzaldehido 3033
p-etilbenzaldehido 5016
p-clorobenzaldehido 3250
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es capaz de oxidar lentamente ambos clorotoluenos, pero no a velocidad suficiente

para observar esta oxidacion en ensayos a tiempos cortos. Esta observacién ha sido

confirmada por U. Brinkman (comunicacién personal).

3.1.3.2 Especificidad de sustrato de la alcohol bencilico deshidrogenasa
y benzaldehido deshidrogenasa.

Las especificidades de sustrato de la alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH) y de
la benzaldehido deshidrogenasa (BZDH) codificadas por el plasmido TOL pWWO,
se determinaron en extractos libres de células de P.putida 2440 (pWWO) cultivadas
en medio de cultivo minimo con p-xileno como fuente de carbono e inductor de la
ruta "upper”.

La BADH demostré tener un amplio espectro de sustratos, ya que todos los
derivados de alcohol bencilico ensayados fueron oxidados a alta velocidad (Tabla
6). La actividad mdaxima se registré con el alcohol bencilico sin sustituir, y fué
del orden de 1400mU/mg de proteina. La actividad con los alcoholes cloro- y
metilbencilicos fué del orden del 50-70% de la méxima. Aunque el o-xileno no es
sustrato de la TO, el alcohol o-metilbencilico fué oxidado por la BADH, aunque a
baja velocidad (132mU/mg de proteina). La actividad con los alcoholes p-etil- y
3,5-diclorobencilicos fué del orden del 30% de la méxima (Tabla 6).

La BZDH codificada por el plasmido TOL pWWO exhibié asimismo un amplio
perfil de sustrato. La actividad maxima se registré con benzaldehido como sustrato
y fué del orden de 5000mU/mg de proteina. A excepcién del o-metilbenzaldehido,
que no es sustrato del enzima, los derivados de benzaldehido ensayados con susti-

tuciones en las posiciones meta y para fueron oxidados a velocidades del orden del
60-99% de la maxima (Tabla 6).

3.1.3.3 Constantes de afinidad de la alcohol bencilico deshidrogenasa y
de la benzaldehido deshidrogenasa por sus sustratos respectivos.

Para estimar la afinidad de la BADH y la BZDH por sus respectivos sustratos se

determind la actividad de ambos enzimas a distintas concentraciones de sustratos.
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La BADH presentaba cinética de saturacién frente a todos los derivados de
alcohol bencilico ensayados. Se determiné la actividad BADH en las condiciones
descritas frente a distintas concentraciones de alcohol bencilico y los alcoholes p-
etil- y p-clorobencilicos. Las representaciones dobles reciprocas de Lineweaver-Burk
(vo~! frente a [S]™') y de Eddie-Scatchard (v, frente a v,[S]~?) fueron lineales, con
un coeficiente de correlacién lineal de 0,95-0,98. Las K’m calculadas fueron 9uM
para el alcohol bencilico , 30uM para el alcohol p-etilbencilico (Fig. 20) y 28uM

para el alcohol p-clorobencilico.

La BZDH catalizaba una reaccién compleja con los benzaldehidos y NADT,
ya que a una actividad lineal maxima durante los 10 primeros segundos de la
reaccidén, seguia una actividad lineal subméxima que no alcanzaba la saturacién.
En la Figura 21 se representan los resultados obtenidos con benzaldehido. Las re-
presentaciones de dobles reciprocos (v,~! frente a [S]™!) con benzaldehido, p-etil-
y p-clorobenzaldehido no se ajustaron a rectas, y lo mismo ocurrié al realizar las
representaciones de Eddie-Scatchard (v, frente a v,[S|™!). Los valores de K’m se
estimaron como las concentraciones de sustrato a las que la velocidad (v,) fué el
50% de la v, maxima. La K’m fué del orden de 130uM para benzaldehido, 88uM
para p-clorobenzaldehido, y 45uM para p-etilbenzaldehido.

3.1.4 Manipulacién de la ruta "upper” del plasmido TOL
PW WO para conseguir la degradacion de derivados

recalcitrantes de tolueno.

El andlisis del perfil de efectores de XylR demuestra que XylR reconoce un am-
plio espectro de derivados de tolueno y alcoholes bencilicos como efectores para la
induccién del promotor Pu. El anélisis del perfil de sustrato de los enzimas de la
ruta “upper” indica que la alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH) y la benzal-
dehido deshidrogenasa (BZDH) tienen una amplia especificidad de sustrato, siendo
capaces de oxidar no sélo los sustratos sustituidos con grupos metilo en posiciones
metay para, sino también sustratos sustituidos en para con grupos etilo y 4tomos de

cloro. En contraste, la tolueno monooxigenasa (TO), el primer enzima de la ruta,



CAPiTULO 3. RESULTADOS 90

Vo

10

8

6

-1 -1
4 _ - Km =-32,8mM
Km=30,5 M
=30 -20 -10 0 10 20 30 40
=
[S]

Figura 20: Representacién doble reciproca (v,~! frente a [S|7!) de

Lineweaver-Burk para el cdlculo de la K’m de la BADH para el alcohol
p-etilbencilico. La actividad BADH se determiné en las condiciones estandar descritas en
Materiales y Métodos, a las concentraciones de alcohol p-etilbencilico indicadas. En cada
ensayo se utilizaron 100ul de un extracto libre de células preparado a partir de un cultivo
de P.putida 2440 (pWWO) incubado durante 16 horas a 30°C en medio de cultivo minimo
en presencia de p-xileno en fase gaseosa. La concentracion de proteina en el extracto celular
fué 112ug/ml. Cada punto representa la media de tres determinaciones independientes, con
la desviacién estandar que se indica en la figura por una linea vertical. El ajuste a la recta
Vo ' = K'm X v, X [S]7! + vZ1 se realizé por regresién lineal de los datos obtenidos, con
un coeficiente de correlacién de 0,98.
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Figura 21: Cinética de la actividad BZDH codificada por el pldsmido TOL a
distintas concentraciones de benzaldehido. La actividad BZDH se determiné en las
condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos, a las concentraciones de benzalde-
hido indicadas. En cada ensayo se utilizaron 100ul de un extracto libre de células de P.putida
2440 (pWWO) cultivadas durante 16 horas a 30°C en medio de cultivo minimo con p-xileno
en fase gaseosa como fuente de carbono e inductor de la ruta ”upper”. La concentracién de
proteina en el extracto celular fué de 112ug/ml.



CAPIiTULO 3. RESULTADOS 92

parece ser el punto limitante para la degradacién de algunos derivados de tolueno
(o-xileno, p-etiltolueno y clorotoluenos), ya que, o bien no son sustratos del enzima,

o son oxidados a baja velocidad.

3.1.4.1 Maultiples puntos bloquean la degradacién de p-etiltolueno por el
plasmido TOL pWWO.

Como primer objetivo se persiguié manipular las rutas de TOL pWWO para con-
seguir la degradacién de p-etiltolueno. Puesto que el p-etiltolueno es un efector,
aunque débil, de XylR, y tanto el alcohol p-etilbencilico como el p-etilbenzaldehido
son oxidados por la BADH y la BZDH de TOL, se requeria el aislamiento de mu-
tantes de la TO capaces de oxidar el p-etiltolueno. Previamente se habia estable-
cido que el p-etilbenzoato, acido carboxilico que resultaria de la oxidacién de p-
etiltolueno, no es efector de XylS, regulador positivo de la ruta meta, y por tanto
no puede inducir la sintesis de los enzimas codificados por dicho operén (Ramos et '
al., 1987b). Ademads, como se observa en la Tabla 3, el nivel de activacién mediado
por XylR y p-etiltolueno en el sistema en cascada tampoco permite la activacién
de la ruta meta para el metabolismo de p-etilbenzoato. Finalmente, el p-etilcatecol,
producto de la dioxigenaciéon y descarboxilacién del p-etilbenzoato, inactiva a la
catecol 2,3-dioxigenasa (C 2,3-O) de la ruta meta (Ramos et al., 1987b), y por tanto
se acumula sin ser degradado hasta intermediarios del ciclo de Krebs. Es decir, que
la degradaciéon completa de p-etiltolueno por las rutas catabdlicas del pldsmido TOL
pWWO se encuentra bloqueada en tres puntos: la oxidacién del grupo metilo, la
inducciéon de la ruta meta y la fisién del anillo aromatico del catecol correspondiente.
La estrategia descrita a continuacién para la construccién de una cepa de P.putida
capaz de degradar p-etiltolueno se esquematiza en la Figura 22, y parte de la expe-

riencia previa del grupo para permitir el metabolismo de p-etilbenzoato a través de

una ruta meta modificada (Ramos et al., 1987b; Ramos y Timmis, 1987).



CAPITULO 3. RESULTADOS 93

P putida 2440 (Km", pEB* pET")

lE;G

Mutagenesis con EMS ) .
P. putida EEZ3(Rif", Sml pET") Pputida Paw340(Nal',pEB’, pET")

conjugacidL/’
P putida EEZ3 (Rif" Sm" pEB’, pET)

Figura 22: Esquema de la construccién de una cepa de P.putida capaz de degradar
p-etiltolueno. La cepa de P.putida 2440 (pWWO0-EB6, pERD4) contiene los genes mu-
tantes zyl[E106 y zylS4, que permiten la degradaciéon de p-etilbenzoato a través de la ruta
meta. zylS4 recombiné con zylS en el plasmido TOL pWWO0-EB6. El plasmido TOL recom-
binante pWWO0-EB61, portador de los alelos zylE106 y zylS4, se transfirié6 por conjugacion
a P.putida PaW340 y se seleccionaron los transconjugantes Nal*, Km?*, p-etilbenzoato™
(p-EB*). P.putida PaW340 (Nal*) se sometié a mutagénesis con EMS, y se seleccionaron
mutantes capaces de crecer en p-etiltolueno (p-ET*). La localizacién de la mutacién en el
pldsmido TOL mutante, pW W0-EB62, se comprobé por transferencia del mismo a P.putida

EEZ3. El asterisco en los genes zylMA de pWWO0-EB62 indica que codifican una TO mu-
tante, pero los alelos no han sido secuenciados.
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3.1.4.2 Construcciéon de una ruta meta recombinante para la degradacién

de p-etilbenzoato.

Ramos et al. (1987b) construyeron una ruta meta modificada, capaz de degradar
p-etilbenzoato que se basaba en la introduccién de mutaciones independientes en
zylE, el gen que codifica la C 2,3-O, en el plasmido TOL y en zylS clonado en el
vector de relativo bajo nimero de copia pNM185. pERD4, un derivado de pNM185,
es un plasmido Km* de amplio espectro de hospedador, portador del mutante zylS4
G(134)—C|, cuyo producto génico XylS4 presenta una sustitucién de la arginina
en posicién 45 por treonina. Este regulador reconoce al p-etilbenzoato como efector
(Ramos et al., 1990). El pldsmido pWWO0-EB6 es un derivado de TOL portador
del mutante zylEE106, que codifica una C 2,3-O resistente a la inactivacién por p-
etilcatecol y capaz de llevar a cabo la fisién del anillo aromatico del p-etilcatecol.
Ademads es capaz de mobilizar a pERD4 con una frecuencia de 10~° por receptor
(Ramos et al., 1987b). Durante este trabajo se procedié a la recombinacién de la
mutaciéon zylS4 en el plasmido pWWO0-EB6. Para ello, ambos plasmidos se trans-
firieron a la cepa recAt P.putida 2440. La seleccién de recombinantes del pldsmido
TOL portadores de la mutacién zylS4 se basé en que TOL se transfiere entre cepas

de Pseudomonas con una frecuencia del orden de 1 a 10~ por receptor. Un cultivo
de P.putida (pWWO0-EB6, pERD4) se conjugé con P.putida PaW340 (Nal*, Sm’,
p—EB™) como cepa receptora, y se seleccionaron transconjugantes capaces de cre-
cer en p-etilbenzoato como unica fuente de carbono, los cuales aparecieron con una
frecuencia de 2 x 10~° por receptor. Entre los transconjugantes se buscaron clones
Km?*, que presumiblemente portaban un plasmido TOL recombinante en lugar de
TOL y pERD4 adquiridos por cotransferencia o cointegracién. Para comprobar
la incorporaciéon del alelo zylS4 a pWWO0-EB6 se analizaron diez de los transcon-
jugantes, y se comprobdé que ninguno de ellos contenia el plasmido pERD4. Una
de las cepas portadoras del plasmido recombinante, denominado pWWO0-EB61, se
eligié al azar para posterior estudio. pWWO0-EB61 conferia la capacidad de crecer
en p-etilbenzoato cuando se transferia por conjugacién a P.putida EEZ1 (Rif*); de
hecho el 100% de los transconjugantes crecieron en p-etilbenzoato, confirmando la

asociacion del fenotipo con el plasmido pWWO0-EB61.
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3.1.4.3 Aislamiento de mutantes de la TO codificada por el plasmido TOL
pWWO0-EB61 para permitir la degradacién de p-etiltolueno.

Para obtener una cepa de P.putida capaz de degradar p-etiltolueno la cepa de
P.putida PaW340 (pWWO0-EB61) se mutagenizé con el agente mutagénico sulfonato
de etilmetano (EMS) en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Los mu-
tantes se seleccionaron en placas de medio de cultivo minimo con p-etiltolueno en
fase gaseosa como unica fuente de carbono. El hidrocarburo se suministré en una
varilla de vidrio hueca con 50ul del mismo impregnado en un papel de filtro en el in-
terior de la varilla, y las placas se sellaron con parafina. Los mutantes se obtuvieron
con una frecuencia del orden de 5 x 10~® . Para comprobar que la mutacién se en-
contraba en el plasmido TOL se transfirié el plasmido de uno de los mutantes por
conjugacion a P.putida EEZ3, una cepa resistente a rifampicina y estreptomicina
y que no utiliza p-etiltolueno como tnica fuente de carbono. Los transconjugantes
capaces de crecer en p-etiltolueno aparecieron con una frecuencia de 10~2 por recep-
tor, frecuencia similar a la de transferencia del pldésmido TOL cuando la seleccién
se realizé con tolueno. Estos resultados sugieren que la mutacién que permite a las
células crecer en p-etiltolueno se encuentra en el pldsmido TOL, uno de los cuales

se denominé pWWO0-EB62 y se utilizé en estudios posteriores.

3.1.4.4 Caracterizacion de la TO mutante codificada por el plasmido TOL
pWWO0O-EB62.

El perfil de sustratos de la TO codificada por el pldsmido TOL pWWO0-EB62 se
estimé en células de P.putida EEZ3 (pWWO0-EB62) cultivadas con p-etiltolueno
como unica fuente de carbono midiendo el consumo de oxigeno dependiente de
hidrocarburos aromaticos. El enzima presenté actividad maxima con m-xileno, 10,5
nmoles de oxigeno consumido por minuto y unidad de DOggo, mientras que con p-
xileno, m-etiltolueno, tolueno y p-etiltolueno, la actividad enzimatica fué de 6,0; 3,1;
1,4; y 0,7 nmoles de oxigeno consumido por minuto y unidad de DOggo (Tabla 7). La

velocidad de crecimiento de P.putida EEZ3 (pWWO0-EB62) con estos hidrocarburos

como unica fuente de carbono concordaba con los resultados senalados, ya que
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Sustrato Actividad Tiempo de generacién (h)
m-xileno 10,5 3,0
p-xileno 6,0 3,5
m-~etiltolueno 3,1 10,0
Tolueno 1,4 12,0
p-etiltolueno 0,7 18,0

Tabla 7: Perfil de sustratos de la TO codificada por el pldsmido TOL
pWWO0-EB62. Células de P.putida EEZ3 (pWWO0-EB62) se cultivaron en medio de cul-

tivo minimo a 30°C durante 6 horas con p-etiltolueno como tunica fuente de carbono. La
actividad TO se estimé polarograficamente mediante el incremento del consumo de oxigeno
en respuesta a la adicién de 0,5mM de los hidrocarburos indicados . La actividad se expresa
en nmoles de oxigeno consumido por minuto y unidad de DOggg. El tiempo de generacién
en horas se estimé en cultivos de P.putida EEZ3 (pWWO0-EB62) en fase exponencial de cre-
cimiento en medio minimo con los hidrocarburos indicados como tunica fuente de carbono.

el tiempo de generacion de la cepa en medio minimo con m-xileno, p-xileno, m-
etiltolueno, tolueno y p-etiltolueno como unica fuente de carbono fué de 3; 3,5; 10;
12; y 18 horas respectivamente (Tabla 7).

Al comparar estos datos con los obtenidos para la TO silvestre codificada por el
plasmido TOL pWWO (Tabla 6), se observa que el mutante reconoce p-etiltolueno
como sustrato y presenta maxima actividad con m-xileno, en contraste con la TO
silvestre, que presentaba actividad maxima con tolueno y no era capaz de oxidar

p-etiltolueno.

3.1.4.5 Construccién de una ruta para la degradacién de m-clorotolueno

en cepas derivadas de Pseudomonas sp. B13.

Ell m-clorobenzoato no se degrada a través de la ruta meta codificada por el plasmido
TOL debido a que el producto de su descarboxilaciéon y oxidacién, el m-clorocatecol,
inactiva irreversiblemente a la C 2,3-O (Bartels et al., 1984). Ademas los enzimas
que actian a continuaciéon en la ruta no son capaces de actuar sobre sustratos
halogenados, por lo que se planteaba la necesidad de una nueva aproximaciéon ex-
perimental para permitir el metabolismo de clorotoluenos, partiendo de cepas en las

que el metabolismo de clorobenzoatos fuera permisivo. Dorn et al. (1974), aislaron
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una cepa de Pseudomonas denominada B13, capaz de crecer en m-clorobenzoato,
via clorocatecol a través de una ruta orto modificada (Fig. 23). Esta cepa no crece
en m-clorotolueno, ya que carece de la maquinaria necesaria para la oxidacién de
clorotoluenos a clorobenzoatos. Por otro lado, como ya se indicé anteriormente,
P.putida 2440 (pWWO0) acumula m-clorocatecol cuando se cultiva con glucosa como
fuente de carbono en presencia de m-clorotolueno. Dado que la TO de TOL oxida el
m-~clorotolueno a baja velocidad, la transferencia del pldsmido TOL a Pseudomonas
B13 deberia permitir el aislamiento de cepas capaces de crecer lentamente en m-
clorotolueno.

La transferencia por conjugacién del plasmido TOL de P.putida 2440 (pWWO)
a la cepa Pseudomonas sp. EEZ4, un derivado Rif* de Pseudomonas sp.B13, per-
mitié el aislamiento de microcolonias transconjugantes que crecian a expensas de
m-clorotolueno como fuente de carbono (Fig. 23). Sélo uno de los clones aislados,
llamado Pseudomonas sp. EEZ5, formaba colonias homogéneas en placas de medio
de cultivo minimo con m-clorotolueno como tunica fuente de carbono. En los cul-
tivos de Pseudomonas sp. EEZ5 no se observé acumulacién de clorocatecoles, lo
cual sugiere que se metabolizaron a través de la ruta orto modificada de la cepa
hospedadora, mientras que la oxidacién del m-clorotolueno a m-clorocatecol era

mediada por los enzimas adquiridos del pldsmido TOL pWWO (Fig. 23).
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Figura 23: Esquema de la construccién de una ruta para la degradacién de
m-clorotolueno en cepas derivadas de Pseudomonas B13. (A) Ruta de degradacién
de m-clorotolueno a m-clorocatecol codificada por el plasmido TOL pWWO0. (B) Ruta
de degradacién de m-clorobenzoato por Pseudomonas B13. (C) Ruta hibrida para la
degradacién de m-clorotolueno por Pseudomonas EEZ5. Las abreviaturas usadas para
los enzimas son: TO, tolueno monooxigenasa; BADH, alcohol bencilico deshidrogenasa;
BZDH, benzaldehido deshidrogenasa; B 1,2-O, benzoato 1,2-dioxigenasa; DHCDH, 1,2-di-
hidroxi-3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato deshidrogenasa; C 1,2-O, catecol 1,2-dioxigenasa;
MI, mucato cicloisomerasa; DLH, dienolactona hidrolasa.
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3.2 Regulacion de la transcripcion de la ruta *up-
per”: analisis molecular de la estructura y

funcion del promotor Pu.

La secuencia de ADN en 5’ con respecto a la primera fase de lectura abierta del
oper6on "upper” del plasmido TOL pW WO contiene al promotor Pu. La secuencia,
determinada por Inouye et al. (1984), se confirmé en este trabajo y se presenta en la
Figura 24. Este promotor, asi como el promotor Ps del gen zylS, cuya secuencia fué
determinada por Inouye et al. (1987a) y Ramos et al. (1987a), contienen secuencias
consensus 5-CTGG-3’ en -24 y 5’-TTGC-3’ en -12 con respecto al punto principal
de la iniciacién de la transcripcién (Fig. 24), y dependen para su transcripcién del
factor 0°* (Dixon, 1986; Inouye et al., 1987a; Ramos et al. 1987a). Otros promo-
tores del tipo -12/-24 requieren una proteina activadora para su expresién (NtrC
para ginAp2 de E.coli, NifA para los genes nif de Klebsiella, etc), y contienen se-
cuencias especificas para la unién de estos activadores situadas al menos a 100pb del
punto de iniciacién de la transcripcién (ver Kustu et al. 1989 para una revisién).
Para determinar la organizacidon fisica y funcional del promotor Pu se realizaron
deleciones, inserciones y mutaciones puntuales del mismo. El anélisis de la ex-
presion del promotor silvestre y los mutantes permitié determinar que el promotor
Pu contiene tres regiones implicadas en la regulacién de su expresién, localizadas
con respecto al punto principal de iniciacién de la transcripcién en -12/ - 24, entre
-40 y -80, y entre -130 y -170, y que se requieren para la unién del factor ¢4, de la

proteina IHF y del regulador XylR, respectivamente.

3.2.1 Analisis de la estructura del promotor Pu mediante

deleciones de su extremo 5°.

Con objeto de localizar posibles regiones del promotor Pu implicadas en la regula-
cién de la transcripcion del operén ”upper” se llevaron a cabo una serie de deleciones

progresivas de su extremo 5’, utilizando la exonucleasa Bal31 o sitios de restriccién
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Figura 24: Secuencia del promotor Pu y homologia de la secuencia consensus

en -12/-24 con Ps. En la secuencia de Pu (A) (Inouye et al., 1984) se sefiala el punto

principal de iniciacién de la transcripcién (+1) y la primera fase de lectura abierta (flecha),

los principales sitios de restriccién utilizados en este trabajo. En el alineamiento
de secuencia de Pu y Ps (B) las bases estan numeradas con respecto al punto principal de

iniclacion de la transcripcién. La secuencia de Ps es de Ramos et al. (1987a).
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introducidos mediante mutagénesis dirigida con oligonucleétidos. La expresién de
los promotores delecionados se analizé en fusiones transcripcionales al gen lacZ

desprovisto de su promotor natural.

3.2.1.1 Deleciones con Bal31.

Las deleciones de Pu se realizaron por digestién con la exonucleasa Bal31 en el
plasmido pERD400 linearizado con EcoRI (Fig. 25), segin se describe en la seccién
2.19 de Materiales y Métodos. Tras rellenar los extremos 5’ con desoxinucleétidos
y el fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa de E.coli, el ADN se digirié con
BamHlI y los fragmentos extremo romo-BamHI que contenian a los promotores dele-
cionados se clonaron entre los sitios Smal- BamHI del vector para ensayo de promo-
tores pMC1403. Los plasmidos recombinantes obtenidos se transformaron en células
competentes de E.col: 5K. Entre los transformantes Ap*, los portadores de fusiones
transcripcionales de los promotores delecionados al gen lacZ se seleccionaron por
digestién de los plasmidos recombinantes con la restrictasa BstEII (Fig. 26), ya que
ésta tiene una diana en 3’ con respecto al punto principal de iniciacién de la trans-
cripcién de Pu dentro del fragmento clonado (Fig. 24). Para confirmar y estimar
la naturaleza de la delecién los plasmidos recombinantes se digirieron con FcoRI
y BamHI, y el tamano del fragmento menor EcoRI-BamHI se estimé por electro-
foresis en geles de poliacrilamida al 5% (p/v). El andlisis de estos clones permitié
establecer cuatro grupos de deleciones que habian perdido del orden de 50, 100,
150 y 200pb. De cada grupo se escogié un plasmido para su caracterizacién, y se
denominaron pERD402 a pERD405. Para determinar con precisién el tamano de
la delecién, los promotores delecionados de pERD402 a pERD405 se subclonaron
como fragmentos EcoRI-BamHI en pTZ19 y se secuenciaron; los extremos de los
promotores delecionados se encontraron a -200 en pERD402, -88 en pERD403, -40
en pERD404 y -25 en pERD405 (Fig. 27).
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Figura 25: Electroforesis de las deleciones del extremo 5’ de Pu con exonucleasa
Bal31l. 8ug de pERD400 se linearizaron con EcoRI y se sometieron a digestion con 2U de
Bal31 en un volimen de 60ul a 30°C. Cada 5 minutos se retiré una alicuota de 10ul y la
reaccion se detuvo con EGTA 0,2M. De cada alicuota se tomaron 3ul y se cargaron en un
gel de agarosa 0,8% (p/v) en TBE. (a) 0,25ug de ADN del fago A digerido con HindlIII; los
fragmentos de ADN estan senalados por flechas y su tamafo se expresa en kb; (b) 0,25ug
de pERD400 linearizado con FEcoRI; (c, d, e, f) 3ul de las alicuotas extraidas a los 5, 10,
20, y 30 minutos de digestion con Bal3l.
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Figura 26: Electroforesis de la restriccién con BstEII de las fusiones transcrip-
cionales de deleciones de Pu generadas con Bal3l y clonadas en pMC1403. Los
promotores con deleciones de Pu se clonaron como fragmentos extremo romo-BamHI en los
sitios Smal-BamHI de pMC1403 y se transformaron en células competentes de F.col: 5K.
0,5ug de los plasmidos extraidos de los transformantes fueron digeridos con BstEII y se

cargaron en un gel de agarosa 0,8% (p/v) en TBE. (a, 1) 0,25ug de ADN del fago A digerido
con HindIlI; Los fragmentos de ADN estan senalados por flechas y su tamano se expresa en

kb; (b) 0,5ug de pERD401 digerido con BstEII; (c) 0,5ug de pMC1403 digerido con BstEII;
(d, g, h, k) pldsmidos recombinantes; (e, j) vector sin inserto; (f, i) irrelevantes.
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3.2.1.2 Deleciones utilizando sitios de restricciéon en Pu introducidos me-

diante mutagénesis dirigida con oligonucleétidos.

Para obtener nuevas deleciones de Pu en la regiéon situada entre -40 y -200 se
crearon sitios unicos de restriccién en dicha regiéon mediante mutagénesis dirigida
con oligonucleétidos. El promotor Pu se clon6é como un fragmento EcoRI-BamHI en
los mismos sitios del polilinquer de pERD450 (Fig. 12), obteniéndose el plasmido
recombinante pERD406. Para poder introducir en Pu un sitio inico de restriccion
para Pstl se utilizé6 como vector en la mutagénesis, en lugar de pERD406 -que con-
tiene dos sitios para Pstl-, un derivado de pTZ19 al que se habia eliminado el sitio
unico Pstl por digestion con nucleasa S1 de los extremos 3’ monocatenarios gene-
rados por restricciéon con dicho enzima. En este plasmido el promotor Pu se cloné
como un fragmento FcoRI-BamHI en los mismos sitios del polilinquer, obteniéndose
el plasmido recombinante pERD407. pERD406 y pERD407 se utilizaron para la
preparacion de cadenas sencillas uridiladas en la cepa de E.colt CJ236. Las cadenas
sencillas de pERD406 se hibridaron independientemente con dos oligonucleétidos
de sintesis cuya secuencia portaba una tUnica base distinta respecto a la secuencia
del promotor silvestre: la hibridacién con el oligonucleétido 1 (5-ACAAAGAAA-
ATCGATAATTTAGATG-3’) produjo un cambio A(-63)—G subrayado en la se-
cuencia, que creaba un sitio de restriccién unico Clal en -64, y la hibridacién con el
oligonucleétido 2 (5-CAGGTGGTTATTCGCGATTGATG-3’) produjo el cambio
G(-147)—T subrayado en la secuencia, que originaba un sitio Nrul en -144. Las
cadenas sencillas de pERD407 se hibridaron con el oligonucleétido 3 (5-GCCAGC-
GTGCTGCAGATTTTCTCTC-3’), que introdujo un cambio T(-108)—C que creb
un sitio Gnico Pstl en -106. Las cadenas extendidas y ligadas se transformaron en
células competentes de F.col: 5K. Entre los transformantes Ap* los plasmidos porta-
dores de las mutaciones requeridas se identificaron por la adquisicién de los nuevos
sitios de restriccion. Los plasmidos seleccionados se linearizaron en los sitios iinicos
de restriccion creados por mutagénesis. La restriccion con Nrul generaba extremos
romos, mientras que la restriccion con Clal y Pstl generaba extremos cohesivos.
Estos ultimos se hicieron romos por relleno con los cuatro desoxinucleétidos y el

fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa de F.col:, y por digestién con nucleasa
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S1, respectivamente. Los tres promotores delecionados y con el extremo 5’ romo
se separaron del vector empleado para la mutagénesis por restriccién con BamHI,
y se clonaron entre los sitios Smal-BamHI del vector para ensayo de promotores
pMC1403(Fig. 11). Las fusiones transcripcionales obtenidas contenian promotores

Pu delecionados desde -64 en pERD410, desde -106 en pERD411 y desde -144 en
pERD412 (Fig. 27).

3.2.1.3 Andlisis de la expresiéon de los promotores delecionados.

La expresion de los promotores delecionados y clonados en fase de lectura abierta
correcta con el gen lacZ en pMC1403, se estim6 midiendo los niveles de actividad £-
galactosidasa en células de F.colt 5K con o sin zyl/R en trans en el pldsmido pTS174,
e incubadas en presencia y ausencia del alcohol m-metilbencilico, un efector de XylR

(Fig. 27). Como control se utilizé la fusién del promotor Pu silvestre al gen lacZ
de pMC1403 en el plasmido pERD401.

En ausencia de XylR y en presencia de efector, no se produjo incremento sig-
nificativo sobre el nivel basal de expresiéon desde ninguno de los promotores. En
las cepas portadoras de zyl/R en el plasmido pTS174 sélo se observé induccién de
actividad [-galactosidasa por el alcohol m-metilbencilico con el promotor silvestre
en pERD401 y con la fusién portadora de la delecién hasta -200 en pERD402. En
ambos casos se indujeron niveles de actividad (-galactosidasa en presencia del efec-
tor 10 veces superiores a los niveles basales. Con la fusién portadora de la delecién
hasta -144 en pERD412 en presencia de efector se observé repetitivamente un incre-
mento de hasta 2 veces del nivel de actividad (-galactosidasa por encima del nivel
basal. En contraste, con el resto de las deleciones se habia perdido la capacidad
de estimulacién por XylR de la expresién de Pu. Esto sugiere que las regiones de
Pu comprendidas entre -63 y -144, y entre -144 y -200 deben contener secuencias

implicadas en la induccién del promotor de la ruta "upper” por efectores de XylR.
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Figura 27: Expresiéon de promotores con deleciones de Pu en fusiones tran-
scripcionales al gen lacZ de pMC1403. Los pldsmidos indicados portando deleciones
progresivas del extremo 5’ del promotor Pu se transformaron en células competentes de
E.coli 5K con pTS174 (+XylR) o sin pTS174 (-XylR). Los transformantes se cultivaron en
LB suplementado con los antibiéticos correspondientes a 30°C durante 6 horas, en presencia
(+) o ausencia (-) de 5mM de alcohol m-metilbencilico. La expresién de los promotores se
estimé como actividad f-galactosidasa (U) en células permeabilizadas, y los valores dados
representan la media de 3 a 6 determinaciones independientes, con una desviacién estandar
del 10% al 30%. Los simbolos empleados para los sitios de restriccién son: B, BamHI: Bs,
BstEII; S, Smal. La caja representa la regién de -12/-24, y la flecha representa el gen lacZ y
la direccién de su transcripcién. Asimismo se indican los puntos exactos de las deleciones.
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3.2.2 Localizacion de secuencias activadoras remotas me-

diante ensayos de improntas in vivo.

Con objeto de determinar con mayor detalle las secuencias de Pu implicadas en
la regulacién de su transcripcién por XylR -localizadas mediante andlisis de dele-
ciones del promotor- se realizaron ensayos de improntas in vivo de Pu en el pldsmido
pRD579. Los ensayos de protecciéon se realizaron en células de FE.colt 5K con y sin
zylR en trans en el plasmido pTS174, cultivadas en presencia y ausencia del alco-
hol m-metilbencilico a concentracién 5mM. El ADN plasmidico metilado tn vivo se
extrajo por el procedimiento descrito en la seccién correspondiente de Materiales y
Métodos, y se corté con piperidina en las guaninas (G) metiladas por dimetilsulfato
(DMS). En las autorradiografias de la separacién electroforética de los oligonu-
cle6tidos marcados y extendidos sobre las cadenas cortadas con piperidina (Figs.
28 y 29) se comparé la intensidad de las bandas de ADN metilado en presencia de
XyIR con sus correspondientes a la metilacién en ausencia de XylR, considerandose
por separado la metilacién en presencia y ausencia de alcohol m-metilbencilico. Las
autorradiografias mostraban tres zonas del promotor Pu con el patrén de bandas
alterado por XylR (Figs. 28 y 29); dos de las zonas eran distales con respecto al
sitio de unién del holoenzima o**-ARN-polimerasa , y aparecian alrededor de las
regiones de -130 y -160, mientras que la tercera regién era proximal al sitio de unién
del holoenzima o°*-ARN-polimerasa y estaba comprendida entre -45 y -92 (Figs.
28 y 29). En ésta ultima regién se observé metilacién de los residuos de timina
(T) correspondientes a las posiciones -45 en la cadena inferior (Fig. 29) y -84 en la
cadena superior (Fig. 28). La proteccién o hiperexposicién de las Gs a la metilacién
por DMS se cuantificé mediante andilisis densitométrico de las autorradiografias, y
se estimo6 como el logaritmo de la relacién entre las dreas densitométricas de cada
banda en ausencia y presencia de XylR (Fig. 30); los valores positivos indican pro-
teccion de las Gs por XylR, y los valores negativos hipermetilacién de las Gs en

presencia de XylR.

En la regiéon mas alejada del punto de iniciacién de la transcripcién se observé

el siguiente patrén de metilaciéon en la cadena superior: proteccién de la G -160
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Figura 28: Autorradiografia de la cadena superior de Pu cortada con piperidina
en las Gs metiladas in vive. Células de E.colt 5K (pRD579) (c y e) o de E.coli 5K
(pPRD579, pTS174) (b y d) incubadas en presencia (d y e) y en ausencia (b y c) de 5mM
de alcohol m-metilbencilico se expusieron a DMS. El ADN metilado se extrajo, se cortd
con piperidina y se hibridé con el oligonucledétido 5-CAGAGTTGAGAAAATACAAC-3
marcado con y—3?P-ATP. Después de extender las cadenas sencillas como se indica en
Materiales y Métodos los productos de la extension se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% (p/v) en TBE. (a) pRD579 metilado tn vitro. (A) Regién comprendida
entre -45 y -92; (B) regién comprendida entre -118 y -184. Las posiciones que muestran
proteccién o hipermetilaciéon estan senaladas por flechas y numeradas.
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Figura 29: Autorradiografia de la cadena inferior de Pu cortada con piperidina
en las Gs metiladas in vivo. Células de E.coli 5K (pRD579) (c y e) o de E.coli 5K
(pPRD579, pTS174) (b y d) incubadas en presencia (d y e) y en ausencia (b y c) de 5mM de
alcohol m-metilbencilico se expusieron a DMS. El procesamiento del ADN y la electroforesis
se realizaron como se indica en la Figura 28. (a) pRD579 metilado tn vitro. (A) Regién
comprendida entre -128 y -3 ; (B) regién comprendida entre -188 y -111. Las posiciones que
muestran protecciéon o hipermetilacién estan senaladas por flechas y numeradas.
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Figura 30: Densitometria de las autorradiografias de los ensayos de improntas
in vivo de Pu. La intensidad de las bandas de las autorradiografias de las Figuras 28 y 29
se cuantificé por densitometria. La proteccién o hipermetilacion se estimé como el log de la
relacién entre las areas densitomeétricas de cada banda en ausencia y presencia de XylR. Los
valores positivos indican protecciéon y los negativos hipermetilacion. Las Gs pertenecientes
a la cadena superior se representan como barras huecas; las Gs de la cadena inferior como
barras sélidas. (A) Gs metiladas en ausencia de alcohol m-metilbencilico. (B) Gs metiladas
en presencia de alcohol m-metilbencilico.
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en presencia de efector e hipermetilacién en su ausencia, e hipermetilacién de la
G-169 en ambos casos (Fig. 30). En la cadena inferior, las G-176 y G-178 mostra-
ban hipermetilacién en ausencia del alcohol m-metilbencilico, y la G-176 mostraba
protecciéon en presencia del efector, mientras las G-161 y G-166 estaban protegidas
en ambos casos, pero con mayor intensidad en presencia de efector (Fig. 30).

En la regién de -130, las G-131 y G-139 de la cadena superior aparecian res-
pectivamente protegida e hipermetilada, independientemente del efector (Fig. 30).
En la cadena inferior, las G-122, G-128 y G-130 estaban hipermetiladas tanto en
presencia como en ausencia de efector, mientras las G-144 y G-146 sélo mostraban
proteccién en presencia del alcohol m-metilbencilico (Fig. 30).

La region proximal al punto de iniciacién de la transcripcién mostraba proteccién
de las G-54 y G-70 de la cadena superior independientemente de la presencia de
efector, mientras que la T-84 mostraba proteccién con efector e hipermetilacién sin
él. La G-92 y la T -45 de la cadena inferior estaban hipermetiladas en presencia de
alcohol m-metilbencilico, pero protegidas en su ausencia (Figs. 28 y 29). Aunque el
ensayo de improntas tn vivo se basa en la reaccién del DMS con las Gs, la metilacién
de las Ts por DMS ha sido descrita con anterioridad (Minchin et al., 1989; Sasse-
Dwight et al., 1988; Serrano et al., 1990).

3.2.3 Analisis de las secuencias delimitadas mediante en-

sayos de improntas in vivo.

El analisis de la secuencia de las tres regiones delimitadas mediante los ensayos de
proteccidon in vivo muestra que las dos zonas distales del punto de iniciacién de la
transcripcién contienen secuencias homoélogas con palindromos casi perfectos de 4pb
(-173 5>-CCTTN4AAAT-3’ -162 y -135 5~ ATTTN4AAAT-3’ -124). La delecién de
una o ambas zonas conducian a la pérdida de actividad inducida del promotor Pu
(Fig. 27), mientras que la delecién de la regién de -170 conducia a una disminucién
notable de la actividad inducida de Pu, por lo que estas regiones se denominaron
secuencias activadoras remotas (UASs) 1 y 2, respectivamente (Fig. 31). La regién

comprendida entre -45 y -92 era rica en As y Ts, y no presentaba homologia alguna
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con las anteriores; sin embargo, contiene una secuencia entre -55 y -67 que es 100%
homéloga al sitio de unién del factor de integracién del hospedador (IHF) (Friedman,
1988; Hoover et al., 1990). Estas regiones se encuentran conservadas en el promotor

del gen zylS, que también se activa por XylR y pertenece al grupo de promotores
del tipo -12/-24 dependientes de 0°* (Fig. 32).

3.2.4 Analisis de la interacciéon de XylR con las secuencias

activadoras remotas.

Con objeto de conocer los requerimientos de secuencia y posicionamiento de los
sitios de unién de XylR al promotor Pu se crearon una serie de mutaciones en la
region del promotor que contiene las secuencias activadoras remotas y se analizé la
capacidad de induccién de los promotores mutantes por XylR activado por alcohol

m-metilbencilico.

3.2.4.1 Alteracién de la distancia entre UAS1 y UAS2.

Mediante mutagénesis dirigida de Pu en pERD406 con el oligonucleétido 2, cuya
secuencia se definié en el apartado 3.2.1.2, se introdujo un cambio G(-147)—T que
creaba un sitio unico de restricciéon para el enzima Nrul en -144. El plasmido
obtenido se linearizé por digestion con Nrul y entre los extremos romos generados
se inserté un linquer Hpal de 6pb (5-GTTAAC-3’) o un linquer Ncol de 10pb
(5’-AGCCATGGCT-3’), de modo que las regiones UAS1 y UAS2 quedaron, en el
primer caso, separadas por media vuelta de hélice aproximadamente y, por tanto,
en caras opuestas, y en el segundo caso quedaron en la misma cara de la hélice,
pero separadas por un giro mas que en el promotor silvestre. Ambos promotores
mutantes se clonaron como fragmentos EcoRI-BamHI frente a lacZ en pMC1403
para obtener las fusiones transcripcionales pERD419 (57 6pb en -144) y pERD420
(7 10pb en -144).
La expresion de los promotores mutantes se estimé6 como actividad #-galactosidasa

en células de FE.colt S90C con y sin zylR en el plasmido pTS174, en presencia y

ausencia de alcohol m-metilbencilico. Como testigo se utiliz6 la fusiéon del promotor
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Estructura del promotor de la ruta ”upper” codificada por el

plasmido TOL pWWO0 de P.putida.

Figura 31:

Se senalan los sitios de uniéon de XylR, UASI

1, y la primera fase de lectura abierta se indica por una

y UAS2, (cajas cerradas), el sitio de unién del factor IHF (caja a trazos), y el sitio de
unién de la ARN-polimerasa y ¢°* (caja punteada). El punto principal de iniciacién de la

transcripcién se encuentra en

flecha.
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Consensus de IHF WATCAANaAAgTTR

Pu =67 AATCAATAATTTA =5
Ps distal -152 AACCAATTGATTA -140
Ps proximal -47 AAAGAACGTGTTC -35

Figura 32: Alineamiento de la secuencia consensus de IHF con las secuencias
de Pu y Ps. La secuencia consensus propuesta para la uniéon de IHF es de Hoover et al.
(1990). La secuencia de Pu es de Inouye et al. (1984), y la de Ps de Ramos et al. (1987a).
Las bases estan numeradas con respecto al sitio principal de iniciacién de la transcripcion.
W puede ser A o T; R puede ser A o G.
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silvestre en pERD401 en la misma cepa (Tabla 8).

En las cepas sin XylR todos los promotores presentaron bajos niveles de activi-
dad f-galactosidasa, tanto en presencia como en ausencia de efector. En células
portadoras de XylR y en presencia del efector el nivel de actividad B-galactosidasa
expresada desde el promotor en pERD419 se redujo al 25% del nivel expresado por
el promotor silvestre (Tabla 8). La separacién de las regiones UAS1 y UAS2 por
un giro completo de la hélice en pERD420 tuvo un mayor efecto sobre la expresion
de Pu, ya que los niveles de actividad [-galactosidasa inducida fueron del 16% de

la registrada en el tipo silvestre (Tabla 8).

3.2.4.2 Mutagénesis de las secuencias de UAS1 y UAS2.

La secuencia de las regiones UAS1 y UAS2 de Pu se alter6 en aquellos puntos que
los ensayos de improntas in vivo y los analisis de homologia de secuencia indicaban
como posibles puntos de interaccién con XylR.

Las cuatro Gs de la cadena superior protegidas o hipermetiladas en presencia
de XyIR se sustituyeron por As mediante mutagénesis dirigida de Pu en pERD406
utilizando los siguientes oligonucleétidos: (5-TATGCGCGATTGATGATTTAC-
TCAA-3’), (5-GGTTATGCGCGATTAATGATTTGC-3’), (5’-CAAATCAACA-
GGTGGTTATGCGCGA-3’),y (5’-TTAATCAAATCGACAGGTGGTTATGCG-
3’). La extensién de las cadenas generé sustituciones G— A en las posiciones -131,
-139, -160 y -169. Las mutaciones se comprobaron mediante secuenciacién del ADN,

y los promotores mutantes se clonaron como fragmentos EcoRI- BamHI en pMC1403,
obteniéndose las fusiones transcripcionales pERD424 (G(-131)—A|, pERD425 |G

(—139) —A|, pERD426 [G(-160)—A| y pERD427 [G(-169)—A].

En la regién activadora remota mas alejada del punto de iniciacién de la trans-
cripcién, la regiéon denominada UASI1, la secuencia palindrémica de 6pb con ho-
mologia en UAS2 no es perfecta, ya que presenta dos bases que rompen el palindromo:
-173 5> CCTTN4AAAT-3’ -162 (Fig. 6). El promotor del gen zylS, Ps, que también
requiere XylR para su activacion, contiene secuencias homoélogas a los palindromos
de Pu, lo cual sugeria que estas regiones estan implicadas en el reconocimiento o

interaccién con XylR (Holtel et al., 1990). Con objeto de profundizar en la funcién



CAPiTULO 3. RESULTADOS

116

Plésmido Actividad B-galactosidasa (U)
m-MBA -XylR +XylR
pERD401 (silvestre) . 67 96
=+ 61 1512
Inserciones
pERD419 (\76pb en -144) - 75 92
=i 69 388
pERD420 (710pb en -144) - 75 08
T 12 245
Mutaciones en Gs de UAS
pERD424 [G(-131)—A] - 62 3
= 60 1510
pERD425 [G(-139)—A] . 58 78
1= 02 1334
pERD426 [G(-160)—A] - 61 75
- 60 1487
pERD427 [G(-169)—A] - 52 65
+ 55 803
Mutaciones en el palindromo
pERD428 [C(-172)—T)] i 50 65
== 48 1832
pERD429 [C(-173)—A] - 58 66
=+ 93 1864
pERD430 [CC(-173,-172)— AT < 56 68
s o1 2264

Tabla 8: Expresién de promotores mutantes de Pu en la regién de las secuen-
cias activadoras remotas. Células de E.coli S90C sin pTS174 (-XylR) o con pTS174
(+XylIR), portadoras de los pldsmidos indicados en la tabla se cultivaron en LB suple-
mentado con los antibiéticos correspondientes a 30°C durante 6 horas, en presencia (+)
o ausencia (-) de 5mM de alcohol m-metilbencilico (m-MBA), y entonces se determiné la
actividad f-galactosidasa en células permeabilizadas. Los valores indicados son la media de

al menos tres determinaciones independientes. La desviacién estandar fué del orden del 5%

al 20%.
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de estas regiones en la activacién de Pu, las Cs que rompen el palindromo en la
regién UAS1 se sustituyeron individualmente o ambas a la vez para mejorar la ho-
mologia del palindromo, mediante mutagénesis dirigida con oligonucleétidos. El
promotor Pu en pERD406 se mutagenizé utilizando los siguientes oligonucle6tidos:
(5>-CCTTTTTTATCGCTGCITTTGATCAAATCG-3’), que introducia un cambio
C(-172) —»T; (5’-CCTTTTTTATCGCTGACTTGATCAAATCG-3’), que intro-
ducia un cambio C(-173)— A,y (5’-CCTTTTTTATCGCTGATTTGATCAAATC-
G-3’) que introducia dos cambios simultdneos CC(-173,-172)—AT. Los promotores
mutantes se clonaron en pMC1403, y los plasmidos obtenidos se llamaron pERD428
(C(-172)—T], pERD429 [C(-173)—A| y pERD430 [CC(—173,—-172) —AT].

La expresién de los promotores mutantes en las fusiones construidas se estimé
como actividad [-galactosidasa en células de FE.colt S90C con y sin zylR en el
pldsmido pTS174, en presencia y ausencia de alcohol m-metilbencilico (Tabla 8).
Como testigo se utilizé6 el promotor silvestre en condiciones similares. Los cam-
bios G—A en -131, -139, y -160 no afectaron significativamente a la expresién de
Pu, ya que los niveles de actividad B-galactosidasa siguieron el mismo patrén de
induccién por XylR y su efector que el promotor silvestre. En contraste, la mu-
tacién G(—169) — A en pERD427 conducia a un nivel de expresién mas bajo que
el silvestre, con una actividad méxima inducida del 53% respecto al silvestre.

Las mutaciones en el palindromo de la regién UAS1 tuvieron un efecto positivo
sobre la induccién de Pu. El patrén de induccién por XylR activado por alcohol
m-metilbencilico fué similar en los promotores mutantes y en el silvestre, esto es,
bajos niveles basales en ausencia de XylR o en presencia de XyIR sin efector, y altos
niveles de actividad en presencia de XylR y efector. Sin embargo, los niveles de ac-
tividad méxima inducida en los promotores mutantes aumentaban con respecto a la
actividad del promotor silvestre a medida que las secuencias mutantes se aproxima-
ban més a un palindromo perfecto: asi, en pERD428 y pERD429, que tienen una
base cambiada, la actividad inducida fué aproximadamente un 25% superior a la
inducida en el tipo silvestre, y en pERD430, que contiene la secuencia palindrémica

perfecta, fué alrededor de un 50% superior a la del promotor silvestre.
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3.2.5 Localizacion de la secuencia de union del factor de

integracién del hospedador (IHF).
3.2.5.1 Expresion de Pu en mutantes de FE.coli defectivos en IHF.

Con objeto de comprobar el requerimiento de IHF para la expresién del promotor
Pu por XylR se analizé su expresién en fusiones transcripcionales Pu::lacZ en cepas
isogénicas de FE.coli productoras y defectivas en IHF.

La expresion de Pu en pRD579 y en pERD401 se estimé como actividad (-
galactosidasa en células de FE.colt S90C y su cepa isogénica DBP101 defectiva en
la sintesis de IHF, con y sin zylR en trans en el plasmido pTS174, en presencia
y ausencia del alcohol m-metilbencilico (Tabla 9). En ambas fusiones se midieron
bajos niveles de expresién basal desde Pu tanto en la cepa IHF™ como en la cepa
IHF~ en ausencia de XylR e independientemente de la presencia o ausencia del
efector. Con zylR en trans y en ausencia de alcohol m-metilbencilico los niveles de
actividad (-galactosidasa eran similares en las dos cepas; sin embargo, en presencia
de XylR y efector los niveles de expresion de Pu aumentaron en ambas cepas,
pero en DBP101 (IHF ) fueron sélo del orden del 25% de los niveles obtenidos en
S90C (IHF*), tanto con pRD579 como en pERD401. Estos resultados sugieren la

participacion de IHF en la expresion de Pu.

3.2.5.2 Mutagénesis de la secuencia de unién de IHF.

Para estudiar la implicacién de la regién de Pu comprendida entre -45 y -92 en la ex-
presion inducida del promotor se provocaron alteraciones de su secuencia mediante
mutaciones puntuales, inserciones y deleciones.

Mediante mutagénesis dirigida de Pu en pERD406 con el oligonucleétido 1, cuya
secuencia se defini6 en el apartado 3.2.1.2, se introdujo un cambio A(-63)—G que
generaba un sitio inico de restricciéon para Clal. El plasmido resultante se linearizé
con dicha restrictasa, y los extremos cohesivos generados se rellenaron como se ha
descrito anteriormente. Los extremos romos se ligaron, obteniéndose un segundo
mutante con una insercién GC en -64. La ligacion anterior se repitié en presencia

de un linquer Hpal de 6pb, de manera que se obtuvo un tercer mutante con una
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Plasmidos Actividad (-galactosidasa (U)
m-MBA IHF- IHF+
pRD579 (silvestre) - 58 49
+ 26 47
pRD579, pTS174 : 73 62
Bls 377 1544
pERDA401 (silvestre) - 43 40
+ 40 39
pERD401, pTS174 i 52 49
+ 297 1245
pERD414 [A(-63)—G] - 41 45
=+ 45 47
pERD414, pTS174 - 04 04
T 350 960
pERD415 (\72pb en -64) - 44 48
T 40 44
pERDA415, pTS174 - 50 67
1 243 210
pERD416 (78pb en -64) - 32 38
T 39 45
pERD416, pTS174 _ 55 63
T 287 234
pERD417 (A-64 a -111) i 8 11
== 10 11
pERD417, pTS174 - 10 10
+ 63 57

119

Tabla 9: Expresién de Pu y sus mutantes en la regién de -64 en cepas de E.col:
productoras y defectivas en IHF. Células de E.coli S90C (IHF+) o DBP101 (IHF ™)
portadoras de los plasmidos indicados en la tabla se cultivaron en LB suplementado con los
correspondientes antibiéticos a 30°C durante 6 horas, en presencia (+) o ausencia (-) del
alcohol m-metilbencilico (m-MBA) a concentracién 5mM. La actividad #-galactosidasa se
determiné en células perimeabilizadas. Los datos son la media de al menos tres determina-
ciones independientes con una desviacion estandar del orden del 5% al 20%. v insecién del
numero de bases indicadas en la posicién -64; A delecién de la regién -64 a -111.
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insercién de 8pb (5-CGGTTAAC-3’) en -64.

La Figura 33 resume la construcciéon de una delecién interna en Pu entre -64 y
-111 con respecto al punto principal de iniciacién de la transcripcién. Para obtener
la delecién interna se utilizaron dos mutantes de Pu construidos previamente: el
mutante portador de un sitio para Clal en -64 ya descrito, y el mutante portador
de un sitio para Pstl en -106 cuya construccién se describié en el apartado 3.2.1.2.
Este dltimo se linearizé con Pstl, y los extremos 3’ monocatenarios generados se
hicieron romos por digestién con nucleasa S1. Por restriccién en 5’ con EcoRI se
obtuvo un fragmento EcoRI-extremo romo de 130pb que contenia la secuencia de
Pu entre -111 y -240 con respecto al punto inicial de la transcripcién. De manera
analoga se eliminé el fragmento FcoRI-Clal de 194pb en el mutante portador del
sitio para Clal en -64, de modo que el fragmento largo contenia la secuencia de Pu
en 3’ con respecto a -64. La clonacién del fragmento EFcoRI-Pstl romo entre los
sitios EcoRI-Clal relleno del mutante portador del sitio para Clal permitié generar

una delecién interna desde -64 a -111 (Fig. 33).

Los cuatro promotores mutantes se clonaron como fragmentos EcoRI-BamHI
frente al gen lacZ de pMC1403, obteniéndose las fusiones transcripcionales pERD414
|A(-63)— G|, pERD415 (72pb en -64), pPERD416 (78pb en -64) y pERD417 (A — 64
a -111). La expresién de los promotores mutantes se estimé como actividad (-
galactosidasa en células de E.coli S90C y en su cepa isogénica DBP101 defectiva
en la sintesis de IHF, portando o no el pldésmido pTS174 y en presencia o ausencia
del alcohol m-metilbencilico a concentracién 5mM (Tabla 9). Como testigo en estos
ensayos se utilizé el promotor silvestre Pu en pERD401 en las mismas condiciones
descritas para los mutantes (Tabla 9).

La delecién interna de Pu en pERD417 tuvo un efecto dréstico sobre la expresién
del promotor. Los niveles de expresién basal en ambas cepas fueron alrededor de 4
veces mas bajos que los del promotor silvestre en pERD401, aunque en presencia
de XylR y el efector la actividad [-galactosidasa aumenté hasta niveles similares
a los basales del tipo silvestre. El resto de los promotores mutantes expresaron
niveles basales de actividad f-galactosidasa similares a los del promotor silvestre en

ambas cepas, tanto sin XylR como con XylR en ausencia de efector. Sin embargo,
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Figura 33: Construccién de una delecién interna de Pu entre -64 y -111. El
derivado de pERD407 que contiene un sitio tinico Pstl se linearizé con dicha restrictasa, y
los extremos cohesivos 3’ se hicieron romos por digestién con exonucleasa S1. Por restriccion
con EcoRI se obtuvo un fragmento de 130pb que se aislé por electroforesis en un gel de
agarosa al 1,8% (p/v) en TBE y se recuperé del mismo por extraccién con ” Geneclean”. El
derivado de pERD406 con un sitio inico Clal se linearizé con dicha restrictasa y los extremos
cohesivos 5’ se rellenaron con los cuatro desoxinucleétidos y el fragmento de Klenow de la
ADN-polimerasa de E.coli. Por restriccion con EcoRI se obtuvo un fragmento de 4,2kb
que se recuper6 de un gel de agarosa 0,8% (p/v) en TBE con ” Geneclean”. Por ligacién
del fragmento EcoRI-Pstl romo de 130pb entre los sitios EcoRI-Clal relleno, se obtuvo un

promotor Pu con una delecién interna de -64 a -111. La linea discontinua representa al
vector pERD450.
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es de interés analizar en detalle el comportamiento de los promotores mutantes
en las cepas IHF~ e IHF' en condiciones de induccién, es decir, en presencia de
XylR y alcohol m-metilbencilico. Con los tres promotores mutantes en pERD414,
pERD415, y pERD416 los niveles de expresién en condiciones de induccién en la
cepa IHF~ fueron de 5 a 7 veces superiores a sus niveles basales y similares a los
niveles de expresién del promotor silvestre en la misma cepa. En contraste, en la
cepa IHF™ la mutacién puntual en -63 retenia un 77% de actividad respecto al
tipo silvestre, mientras que los mutantes portadores de inserciones de 2pb o de 8pb
mostraban s6lo niveles de actividad (-galactosidasa del orden del 16%-18% de la
determinada con el promotor silvestre. Ademis hay que senalar que los niveles de
actividad [-galactosidasa con XylR y efector con los mutantes pERD415y pERD416
fueron similares en la cepa productora y defectiva en IHF. Estos resultados sugieren
que el factor IHF participa en la activacion de Pu y que reconoce su sitio de unién

con la mutacién puntual pero no en los mutantes con inserciones.

3.2.6 Analisis de la funcién de IHF en la transcripcién de
Pu.

Para analizar los requerimientos de composicién en bases de la secuencia y de posi-
cionamiento en la hélice de ADN de los factores que intervienen en la transcripcién
de Pu se provocaron una serie de alteraciones en las regiones del promotor que

flanquean a la secuencia consensus de IHF.

3.2.6.1 Alteracion de la distancia entre el sitio de unién de IHF vy las

secuencias activadoras remotas.

Mediante mutagénesis dirigida de Pu en pERD407 con el oligonucleétido 3, cuya
secuencia se definié en la secciéon 3.2.1.2, se obtuvo un promotor mutante con un
sitio tinico de restriccion con Pstl. El plasmido se linearizé con Pstl y los extremos
3’ monocatenarios se eliminaron por digestién con nucleasa S1. Por ligacién de los
extremos romos resultantes se obtuvo un mutante con una delecién de 4pb entre

-106 y -111, reduciéndose la distancia entre el consensus de IHF y las regiones
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UASs aproximadamente en media vuelta de hélice. La insercién de un linquer Necol
de 10pb (5-AGCCATGGCT-3’) entre los extremos Pstl romos produjo un segundo
mutante con una insercién de 6pb en -106 que aumentaba la distancia de los sitios de
unién de XylR e IHF en medio giro de hélice. En ambos mutantes los sitios de unién
de las proteinas quedaban en caras opuestas de la hélice respecto al tipo silvestre.
Para obtener una elongacién de una vuelta completa de hélice entre ambos sitios,
el sitio Ncol se abrié con la restrictasa correspondiente y se rellené en presencia de
los cuatro desoxinucleétidos con el fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa de
E.coli, obteniéndose un mutante con una insercién de 10pb (5-CCATGCATGG-3’)
en -106.

Para obtener mutantes de Pu con mayores distancias entre los sitios de unién de
XylR e IHF y estudiar el efecto de rigidez de la secuencia intermedia se insertaron
en el sitio Pstl cuatro adaptadores Pstl de sintesis, dos de ellos con un 75% de A:T,
y dos con un 75% de G:C en secuencias aleatorias de 21pb (dos giros completos de

hélice) y 32pb (tres giros completos) respectivamente, cuyas secuencias son:

5-GATGTAATATGTTAACGTATCTGCA-3’
3’-ACGTCTACATTATACAATTGCATAG-5’,

5-GATTTCGCATTGGTTAACAAAGATAGAAATGCTGCA-3’
3-ACGTCTAAAGCGTAACCAATTGTTTCTATCTTTACG-5,

5-GCCGCCAGTCGCGAGTCCCGCTGCA-3’
3-ACGTCGGCGGTCAGCGCTCAGGGCG-5’,

5-GAGTCCCCAGGCTCGCGACTCCCCGTCGGCGCTGCA-3’
3’-ACGTCTCAGGGGTCCGAGCGCTGAGGGGCAGCCGCG-5’,

La expresion de los promotores mutantes se analizé en fusiones transcripcionales

de cada uno de ellos al gen lacZ de pMC1403: pERD421 (A4pb en -106), pERD422
(V6pb en -106), pERD423 (5710pb en -106), pERD431 (721pb 75% A:T en —110),
pERD432 (732pb 75% A:T en -110), pERD433 (721pb 75% G:C en -110), y
pERD434 (v32pb 75% G:C en -110).
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La actividad (-galactosidasa expresada desde cada promotor mutante y desde
el silvestre se determiné en células de F.coli S90C con y sin zylR en pTS174 y
en presencia o ausencia de alcohol m-metilbencilico. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 10.
. El promotor mutante en pERD423, con un solo giro de hélice més que el silvestre
entre los sitios de unién de IHF y XylR, mostraba el mismo patrén de induccién
que el promotor silvestre, mientras que las mutaciones que introducen o eliminan
medio giro en pERD421 y pERD422, y por tanto invierten las caras de la hélice de
ambos sitios, habian perdido la capacidad de induccién por XylR activado por su
efector. La insercion de secuencias de distinta rigidez no afect6 a la expresién de Pu,
ya que el patrén de induccién de los promotores con adaptadores Pstl fué el mismo
para los ricos en A:T y los ricos en G:C; sin embargo la elongacién de la cadena por
giros completos de hélice si alteré la expresién de Pu: la insercién de dos giros de
hélice fué permisiva, con un nivel de actividad (B-galactosidasa similar al silvestre,
mientras que la insercién de tres vueltas redujo drasticamente la expresiéon de los
promotores mutantes, siendo los niveles de actividad [-galactosidasa sélo del 15%
de los obtenidos en el tipo silvestre o en los promotores con dos giros entre el sitio de
unién de XylR y el de IHF. Estos resultados sugieren que el posicionamiento de los
sitios reconocidos por XylR e IHF es critico para la activacién de la transcripcién

desde Pu, asi como también es critica la distancia entre ambos sitios.
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Pldsmidos Actividad [-galactosidasa (U)
m-MBA -XylR +XylR

pERDA401 (silvestre) - 12 08

+ 69 1520
pERD421 (A4pb en -106) - 68 92

g 65 169
pERD422 (76pb en -106) - 13 06

== 70 187
pERD423 (710pb en -106) - 70 104

= 72 1236
pERDA431 (v21pb 75% AT) . 52 66

*+ 66 1516
pERD432 (\732pb 75% AT) - 68 77

ik o4 195
pERD433 (v21pb 75% GC) : 48 63

+ ol 1532
pERD434 (v/32pb 75% GC) : 49 61

+ 92 228
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Tabla 10: Expresién de promotores mutantes de Pu en la regién situada en-
tre el sitio THF y la secuencia UAS2. Células de E.col: S90C sin pTS174 (-XylR)

o con pTS174 (+XylR) portadoras de los plasmidos que se indican se cultivaron en LB
suplementado con los antibiéticos correspondientes a 30°C durante 6 horas, en presencia
(+) o ausencia (-) de alcohol m-metilbencilico (m-MBA) a concentracién 5mM. La activi-
dad F-galactosidasa se determiné en células permeabilizadas. Los datos son la media de al
menos tres determinaciones independientes, con una desviacién estandar del 5% al 20%.



Capitulo 4

Discusion.

4.1 Expansion del perfil de sustratos de la ruta

upper” codificada por el plasmido TOL pWWO0

de Pseudomonas putida.

La presencia de hidrocarburos con uno o mas anillos aromaéaticos en la biosfera es
un hecho conocido desde principios de siglo y constatado en los afios 40 (Gibson
y Subramanian, 1984). Muchos de estos compuestos se han generado a partir de
la pirolisis de materia organica, ya sea a partir de fenémenos naturales, como in-
cendios, o de la combustién artificial de combustibles fosiles. El origen natural de
estos hidrocarburos y su presencia en la biosfera datada en miles de anos, permite
suponer que han estado en contacto con microorganismos del suelo y del agua du-
rante periodos de tiempo suficientemente largos como para permitir la evolucién
de rutas metabdlicas para la utilizacién de los mismos como fuente de materia y
energia (Gibson y Subramanian, 1984). Sin embargo, diversas agencias del medio
ambiente han puesto de manifiesto la presencia de muchos hidrocarburos aromaticos
polucionantes cuya eliminacién es priorilaria. Esto es consecuencia de la intensa
actividad industrial (Tabla 11) y urbana de las iltimas décadas, que han supuesto
un enorme aporte de compuestos aromaticos a la biosfera. Ademads este aporte no

es s6lo cuantitativo, sino también cualitativo, ya que muchos compuestos de sintesis
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Hidrocarburo | 1978 | 1979 | 1980
Millones | Benceno 6,7 7,5 7,0
de m?3 Tolueno 4.7 | 4,5 -

Millones | Etilbenceno 3,7 | 3,8 3.4
de Tm p-xileno 16 | 2,1 1,7
o-xileno | 0,5 | 4,8 0,5

Tabla 11: Produccién industrial de hidrocarburos aromdticos. La produccién de

benceno y tolueno se expresa en millones de m3, y la de etilbenceno, p- y o-xileno en

toneladas. Los datos son de Gibson y Subramanian, (1984).

industrial presentan estructuras y sustituyentes que no aparecen en los compuestos
naturales, denominandose, por tanto, xenobiéticos. La mayoria de los xenobidticos
son recalcitrantes, ya que no pueden ser metabolizados por microorganismos. De
ahi el interés actual en desentranar los mecanismos que utilizan los seres vivos para
eliminar ciertos compuestos para utilizar esta informacién en la evolucién experi-

mental de rutas catabdlicas mediante las técnicas de ingenieria genética.

Se han descrito dos tipos de estrategia para acelerar la evolucién de rutas
catabdlicas en el laboratorio, a saber, la adquisicién de nuevas especificidades por
parte de los enzimas de una ruta, y el ensamblaje de una nueva via a partir de
segmentos de rutas preexistentes (Ramos y Timmis, 1987; Rojo et al., 1987). La
utilizacién de agentes mutagénicos en combinacién con métodos de selecciéon apro-
piados ha demostrado ser un procedimiento efectivo para ampliar la especificidad
de sustrato de los enzimas catabdlicos (Clarke, 1984; Ramos y Timmis, 1987). Sin
embargo, en muchos casos la mutagénesis de los genes estructurales de una ruta no
es suficiente para asegurar el metabolismo de nuevos compuestos debido a que la
mayoria de las rutas catabédlicas son regulables, de manera que los nuevos sustratos
de la ruta deben ser ademas capaces de inducir la sintesis de los enzimas de la misma
(Clarke, 1984). Esto hace que la manipulacién de vias catabdlicas en el laboratorio
requiera un amplio conocimiento previo de la bioquimica de los enzimas, asi como
de la organizacion fisica de los genes estructurales y reguladores de la ruta, y de la

regulacién de la transcripcion de dicha informacién genética.
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Parte de los objetivos de este trabajo se encaminaban a determinar el potencial
de degradacién de derivados de tolueno a través de la ruta "upper” codificada por el
plasmido TOL pWWO de Pseudomonas putida. Para ello se partié del conocimiento
previo de la organizacion estructural y la regulaciéon transcripcional del operén ” up-
per” (Harayama et al., 1989), asi como de la bioquimica de la oxidacién de toluenos
a benzoatos por los enzimas de la ruta (Worsey y Williams, 1975). Durante este
estudio se analizd la especificidad de sustrato de los enzimas que integran la ruta de
degradacion, y el perfil de efectores del regulador XylR, activador transcripcional de
los genes estructurales del operén. Esta informacion se utilizé posteriormente para
disenar distintas estrategias genéticas para expandir el espectro de hidrocarburos
aromaticos metabolizados a través de esta ruta.

Pseudomonas putida (pWWO) es capaz de crecer a expensas de tolueno, m- y
p-xileno, m-etiltolueno y 1,3,4-trimetilbenceno (Kunz y Chapman, 1981; Worsey y
Williams, 1975), pero es incapaz de utilizar p-etiltolueno o clorotoluenos como fuente
de carbono y energia (Abril et al., 1989; Kunz y Chapman, 1981). La limitacién
para utilizar estos hidrocarburos podria localizarse a nivel de la induccién de los
genes estructurales del operén, a nivel de la especificidad de los enzimas de la ruta,
o a ambas posibilidades a la vez.

El regulador Gltimo de la sintesis de los enzimas de la ruta "upper”, e indirec-
tamente, a través del sistema de regulacién en cascada mediado por XylS, de la
ruta meta, es la proteina XylR activada por sus efectores (Fig. 5). La degradacién
de derivados de tolueno a través de la ruta "upper” de TOL pWWO podria es-
tar bloqueada a nivel de la sintesis de los enzimas de la misma, ya que aquellos
hidrocarburos que no fuesen efectores de XylR serian incapaces de inducir la trans-
cripcion de los operones de TOL. Los experimentos disenados para analizar el perfil
de efectores de XylR se basaban en la utilizacién de fusiones transcripcionales de
los promotores de las rutas "upper” (Pu) y meta (Pm) al gen lacZ desprovisto de
su promotor natural, ya que este tipo de ensayo, al realizarse en células permeabi-
lizadas, permite usar volumenes pequenos de cultivo y analizar muchas muestras

simultaneamente en poco tiempo.
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La validez del ensayo se confirmé previamente analizando las cinéticas de in-
duccién de las rutas "upper” y meta en cultivos de P.putida 2440 (pWWO) (Fig.
16), y comparandolas con las cinéticas de induccién de los promotores de ambas
rutas en fusiones transcripcionales al gen lacZ en células de F.colt 5K portadoras
de los genes reguladores zy/R y zylS en plasmidos compatibles (Fig. 17). En am-
bos casos la induccidén era lenta, alcanzandose los niveles maximos de actividad C
2,3-O (ruta meta) y BADH (ruta "upper”) en cultivos de P.putida 2440 (pWWO0),
y de actividad (-galactosidasa en las fusiones de Pu y Pm en E.coli 5K (pKT570)
a las 6 horas de incubacién en presencia de m-xileno. Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al. (1990) realizaron ensayos similares de expresién de los promotores de TOL. Los
resultados que obtuvieron en células de P.putida 2440 (pWWO) y en diversas cepas
de E.coli portadoras de fusiones transcripcionales de Pr, Ps, Pu, y Pm, indican
que la induccién de Pm mediada por XylS y la induccién de Ps y Pu mediada por
XylR no se produce inmediatamente tras la adicién de inductores, sino cuando los
cultivos alcanzan la fase exponencial tardia. En cultivos incubados en LB en pre-
sencia de efectores de XylR y XylS, la induccién de Pu y Pm se producia tras un
periodo de latencia de tres horas, y la induccién se retrasaba ain maés cuando los
cultivos se diluian en medio fresco con inductores. En cultivos en medio minimo la
inducciéon comenzaba en una hora, pero en todos los casos era maxima en fase ex-
ponencial tardia de los cultivos. Las cinéticas de induccién lenta se han observado
también en la sintesis de enzimas de otros operones catabdlicos, como el operén
para la degradacién de naftaleno y salicilato del plasmido pNAH7 (Yen y Gunsalus,
1982), o el de degradacién orto de benzoato y clorobenzoatos de Pseudomonas sp.
B13 (Reineke y Knackmuss, 1979). En contraste, en otros sistemas inducibles por
sustrato, como los operones lac, gal y ara de E.col: para la utilizacién de lactosa,
galactosa y arabinosa, la inducciéon de los enzimas degradativos es casi inmediata,
produciéndose a los dos minutos de la adicién del sustrato (Englesberg et al., 1965;
Monod et al., 1952). Quizas los nichos ecolégicos de estas bacterias aporten una
explicaciéon a la diferencia en estos mecanismos de respuesta a la presencia de sus-
tratos; asi, E.col: es una bacteria del tracto intestinal, un medio rico y con un aporte

regular de nutrientes en soluciéon, mientras que P.putida es una bacteria del suelo,
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donde el aporte de nutrientes es escaso y sujeto a oscilaciones cuantitativas y cua-

litativas debido a adsorciones a los distintos componentes del suelo. La induccién
lenta de los enzimas de las rutas de TOL podria garantizar la presencia de sustratos
en el medio cuando la maquinaria metabdlica de las células esta preparada para su
utilizacién.

Hugovieux-Cotte-Pattat et al. (1990) propusieron que la induccién de los pro-
motores de TOL es dependiente de la fase de crecimiento de las células, si bien no
se han aportado pruebas concluyentes ni se han identificado las senales implicadas
en esta relacion. Sin embargo, es de interés senalar que la regulaciéon por fase de
crecimiento se ha observado en muchos sistemas de distintas bacterias, como en el
operén mob de E.colt para la produccién de microcina B17 (Connell et al., 1987),
genes para la sintesis de glucégeno (Okita et al., 1981), de fosfoenolpiruvato car-
boxilasa (Goldie y Sanwal, 1980), y de fosfatasa dcida (Atlung et al., 1989; Dassa et
al., 1982) en FE.coli, genes para la sintesis de proteasas (Braun y Schmitz, 1980) y
fosfolipasas (Gibshov et al., 1988) en Serratia, y genes para la sintesis de pectinasas
y lipasas en Erwinia chrysantem: (Hugovieux-Cotte-Pattat et al., 1986). A pesar
de la diversidad fisiologica de los productos génicos de estos sistemas, la regula-
cion comun a todos ellos sugiere que este tipo de control interviene en los ciclos
celulares y contribuye especialmente a la supervivencia de los microorganismos en
condiciones de escasez de nutrientes (Hugovieux-Cotte-Pattat et al., 1990).

En cualquier caso, la similitud de las cinéticas de induccién de enzimas de las
rutas catabdlicas de TOL en P.putida y las cinéticas de induccién de los promotores
de los operones en F.col: sugeria que la sintesis de los enzimas se correspondia con la
activacion transcripcional de los promotores Pu y Pm en ambos organismos, lo cual
permitia analizar la induccién de ambos promotores mediada por XylR en respuesta
a distintos efectores en fusiones transcripcionales al gen lacZ.

Los ensayos de induccién de Pu mediada por XylR en presencia de compuestos
aromaticos (Tablas 3 y 4) indicaron que XylR reconocia un amplio espectro de
derivados de tolueno, alcohol bencilico y benzaldehido como efectores. Las carac-
teristicas quimicas de los compuestos ensayados permitieron obtener las siguientes

conclusiones sobre la interaccion de XylR y sus efectores (Fig. 34):
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(i) la presencia de un grupo -CH; o -CH;OH en la posicién 1 del anillo aromatico
es necesaria para la activacién de XylR;

(i) las sustituciones por grupos -CH; y -C;Hs o 4tomos de cloro son permisivas
en las posiciones 2, 3 y 4, aunque los grupos -C,H; en posicién 2 y 4 sélo permiten
bajos niveles de induccion;

(iii) las disustituciones por grupos -CH3 o d4tomos de cloro en las posiciones 2 y
3,2y 4,y 3 y 4 son permisivas;

(iv) las sustituciones por grupos -CHj; o 4tomos de cloro en las posiciones 5 y 6
son permisivas, lo cual contrasta con la reducida permisividad de estas posiciones
en el anillo aromético del 4cido benzoico en la activacién del regulador XylS (Ramos
et al., 1986; 1990). El hecho de que las disustituciones en posiciones enfrentadas
del anillo aroméatico del tolueno sean permisivas sugiere que las interacciones del
regulador con su efector pueden ser simétricas;

(v) la presencia de un grupo -COH en posicién 1 sélo es permisiva en combinacion

con una sustitucién por cloro en posicion 4.

XyIR también interviene indirectamente en la expresién de Pm, a través de un
sistema de regulacién en cascada en el que intervienen los dos reguladores de TOL,
XylR y XylS (Fig. 5). Por lo tanto, al ser XylR el regulador primario de la induccién
de Pm a través del sistema en cascada, el patrén de induccién de Pm por efectores
de XylR deberia ser similar al de Pu, y de hecho, los ensayos de expresién de Pm
en fusiones transcripcionales al gen lacZ con zylR y zylS en trans mostraron perfiles
de induccién similares, aunque se observaron algunas diferencias significativas (ver
Tablas 3 y 4); asi, los niveles de induccién por clorotoluenos fueron mas bajos para
Pm que para Pu, y el p-etiltolueno, inductor débil de Pu, no mediaba estimulacion
de la transcripcién desde Pm en el sistema en cascada. Los derivados de alcohol
bencilico inducian niveles de expresién més bajos desde Pm que desde Pu, y el
alcohol m-clorobencilico, que inducia altos niveles de expresién desde Pu, no inducia
la expresién desde Pm. Los benzaldehidos, que salvo el p-clorobenzaldehido, no eran
inductores de Pu, se comportaron como inductores fuertes de Pm. Los experimentos
de induccién desde Pm mediada por XylS con benzaldehido y sus derivados (A.

Holtel vy C. Michdn, comunicacién personal) han demostrado que estos compuestos
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A) B)
. -CH3 o -CH,OH .- COH

2,3,4. -CH3 o -ClI k. =G|
2,3. 'Cz H5
5,6. "CH30 -

Figura 34: Resumen de las sustituciones permisivas en el anillo aromatico de

los efectores de XylR. A) Sustituciones permisivas en las posiciones numeradas cuando
el C-1 esta sustituido por un grupo metilo o carbonilo. B) Sustituciones permisivas cuando

el C-1 esta sustituido por un grupo aldehido.
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son efectores de XylS, y por tanto, esta induccién no se debe al efecto en cascada
mediado por XylR.

A modo de resumen, se puede decir que XylR tiene un espectro de efectores muy
amplio (Tablas 3 y 4), y el bloqueo en el metabolismo de derivados recalcitrantes
de tolueno (o-xileno, p-etiltolueno y m- y p-clorotolueno) no se encuentra a nivel de
la transcripcion de los genes estructurales del operén, ya que estos compuestos son
efectores de XylR y permiten inducir la sintesis de los enzimas de la ruta ”upper”,
aunque el p-etiltolueno sea un efector débil.

Con objeto de localizar los posibles puntos de bloqueo en la ruta de oxidaciéon
de toluenos recalcitrantes hasta sus acidos carboxilicos correspondientes a través
de la ruta "upper” de TOL, se analiz6 el perfil de sustratos de los tres enzimas de
la ruta: tolueno monooxigenasa (TO), alcohol bencilico deshidrogenasa (BADH) y
benzaldehido deshidrogenasa (BZDH).

Las dos deshidrogenasas exhibian un amplio espectro de sustratos, siendo ca-
paces de oxidar a alta velocidad todos los sustratos ensayados con sustituciones

alquilicas y atomos de cloro en las posiciones 3 y 4. Sélo los derivados con susti-

tuciéon por un grupo etilo en posicién 2 eran oxidados a baja velocidad por ambos
enzimas. Por otro lado, tanto la BADH como la BZDH presentaban alta afinidad
por sus sustratos correspondientes, con valores de afinidad del orden de uM, lo cual
sugiere que la oxidacién de alcoholes bencilicos a benzoatos transcurre sin que se
acumulen intermediarios de la ruta. Mientras que la BADH presentaba cinéticas
de saturacién del tipo de Michaelis-Menten, la cinética de actividad de la BZDH
era méas compleja, ya que la reducién de NAD*™ a NADH en presencia de derivados
de benzaldehido presentaba una cinética con dos pendientes, sin alcanzar aparente-
mente la saturacién del enzima (Fig. 21). Esto sugiere bien un mecanismo no con-
vencional de actividad que requiere confirmacién mediante purificacién del enzima,
o bien la presencia de mas de un enzima con actividad benzaldehido deshidrogenasa
en los extractos libres de células. Sin embargo, en células de P.putida 2440 sin el

plasmido pW WO cultivadas en medio minimo con glucosa y tolueno no se detecté
actividad BZDH (Abril et al., 1989), lo cual sugiere que si hay mas de una BZDH
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son todas codificadas por el plasmido TOL pWWO0. Este tipo de isoenzimas rela-
cionadas con la actividad BZDH se han descrito también en la ruta del metabolismo
de mandalato en Pseudomonas y Aspergillus niger (Fewson, 1988).

Del perfil de sustratos de la TO (Tabla 6) se dedujo que el primer enzima de la
ruta "upper” actia como paso limitante para la oxidacién de p-etiltolueno, o-xileno
y clorotoluenos hasta sus respectivos acidos carboxilicos. Sin embargo, aunque estos
compuestos fuesen metabolizados a través de la ruta "upper”, los productos de su
oxidacion se verian bloqueados en otros puntos de la ruta de degradacién hasta
intermediarios del ciclo Krebs. En efecto, la ruta meta estd bloqueada a nivel de
sintesis de los enzimas por los derivados del dcido benzoico con un grupo etilo en
posicién 4, ya que el p-etilbenzoato no es efector de XylS (Ramos et al., 1987b), y
el p-etiltolueno es un efector débil de XylIR, incapaz de activar la sintesis de la ruta
meta a través del sistema en cascada (Tabla 3). Ademads, el p-etilcatecol, producto
de la dioxigenacién y descarboxilacion del p-etilbenzoato, inactiva a la C 2,3-O de
la ruta meta (Ramos et al., 1987b). Es decir, que la degradacién de p-etiltolueno a
través de las rutas catabdlicas del plasmido TOL pWWO estd bloqueada en la TO,
en la sintesis de los enzimas de la ruta meta y en la C 2,3-0.

Aunque los clorotoluenos son efectores potentes de XylR e inducen la sintesis
de los enzimas de las rutas "upper” y meta, P.putida (pWWO0) no puede utilizarlos
como fuente de carbono y energia, ya que la degradacién de los derivados clorados
de tolueno también estd bloqueada en la ruta meta debido a que el m-clorocatecol
inactiva irreversiblemente a la C 2,3-O (Bartels et al., 1984), y los enzimas suce-
sivos en la ruta no actian sobre sustratos halogenados (A. Stolz, comunicacién
personal). Sin embargo, la TO codificada por el pldésmido TOL pWWO es capaz de
oxidar lentamente m- y p-clorotolueno, observacién confirmada por U. Brinkman
(comunicacién personal). Parece ser, por tanto, que la C 2,3-O actiia como punto
principal de bloqueo en la ruta meta para la degradacién de derivados recalcitrantes
de benzoato, y su limitacién para catalizar la fisién del anillo aromatico del catecol
se debe a la inactivacién del enzima por los catecoles (Bartels et al., 1984). La loca-
lizaciéon de los puntos que bloquean la degradacién algunos derivados recalcitrantes

de tolueno sugiere que existe una coevolucién entre las rutas "upper” y meta para
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conseguir la mineralizacién total de los sustratos que pueden metabolizar (Abril et
al., 1989; Ramos y Timmis, 1987).

En contraste con la coevolucién de las rutas catabdlicas del pldsmido TOL
in vivo, en el laboratorio es posible manipular las rutas independientemente y
generar segmentos con perfiles de sustrato méas amplios (expansién horizontal),
y transferir los segmentos modificados entre hospedadores con distintas capaci-
dades metabdlicas, obteniéndose rutas expandidas por ensamblaje con otras vias
metabdlicas (expansién vertical) (Ramos y Timmis, 1987). El procedimiento de
mutagénesis seguido de presion selectiva se ha utilizado con éxito para obtener mi-
croorganismos con nuevas capacidades metabdlicas (Mortlock, 1982). Este tipo de
aproximacién experimental implica la introduccién de mutaciones que alteran la
especificidad de sustrato de un enzima o de una secuencia enzimética; uno de los
casos mejor estudiados es el de la utilizacién de amidas alifaticas por P.aeruginosa
(Clarke, 1982). Otro procedimiento utilizado con frecuencia para construir rutas
para el catabolismo de compuestos aromaticos halogenados es el ensamblaje de
nuevas actividades enzimaticas para complementar y extender una ruta preexis-
tente; esta aproximacién se ha utilizado en la construccién de cepas degradadoras
de clorofenoles (Schwien y Schmidt, 1982), clorobenzoatos (Reineke y Knackmuss,
1979), clorosalicilatos (Lehrbach et al., 1984) y cloronaftalenos (Weightman et al.,
1984). Una variante mdas compleja de este caso es la utilizacién de segmentos de
distintas rutas para permitir el metabolismo de halo- y metilaroméaticos descrito
por Rojo et al. (1987), para obtener cepas que eliminan simultdneamente sustratos
incompatibles, como m-clorobenzoato y p-metilbenzoato. Ambos tipos de estrate-
gia se han utilizado en este estudio para conseguir la degradacién de p-etiltolueno
y m-~clorotolueno por distintas cepas del género Pseudomonas.

Para obtener una cepa capaz de degradar p-etiltolueno se utilizé una ruta meta
previamente modificada capaz de degradar p-etilbenzoato (Ramos et al., 1987b).
El plasmido TOL pWWO0-EBG1, derivado recombinante de pW WO que codifica los
enzimas necesarios para la degradacion de p-etilbenzoato, contiene dos mutaciones:
zylE106, que codifica una C 2,3-O resistente a la inactivacién por p-etilcatecol, y

zylS4, que contiene una mutacién puntual y codifica un regulador mutante con un
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cambio Arg(45)—Thr capaz de inducir la sintesis de la ruta meta en presencia de
p-etilbenzoato incluso a concentraciones tan bajas como 5uM (Ramos et al., 1990).
Este plasmido no permite el crecimiento en p-etiltolueno. Después de mutagenizar
células de P.putida (pWWO0-EB61) con EMS se seleccioné una cepa portadora de
una nueva mutacion en el plasmido TOL, de manera que la TO de la ruta upper”
era capaz de oxidar p-etiltolueno a alcohol p-etilbencilico, sin perder la capacidad
de oxidar otros hidrocarburos oxidados por la TO silvestre (Tabla 7). Este dltimo
plasmido se denominé pWWO0-EB62.

Las tres mutaciones independientes del plasmido TOL pWWO0-EB62 que per-
miten la degradacién de p-etiltolueno se aislaron con una frecuencia de entre 10~°
y 10~° por generacién y por célula, lo cual supone una probabilidad muy baja
(frecuencia 107%°) de aislar un pldsmido semejante a pWWO0-EB62 de un sistema
natural.

El metabolismo de clorotoluenos a clorocatecoles se ha observado en muchas
bacterias, pero la degradacién completa de estos compuestos sélo se lleva a cabo
en un grupo mucho més reducido de microorganismos (Dorn y Knackmuss, 1978;
Wigmore y Ribbons, 1980). La capacidad de estos dltimos para la mineralizaciéon
de cloroaromaticos radica en que poseen una ruta que cataliza eficientemente la
fision orto de los clorocatecoles. La clonacién y caracterizacién de los genes impli-
cados en la degradacién de cloro- y diclorocatecoles por Alcaligenes eutrophus puso
las bases para la construccién de cepas bacterianas capaces de degradar una gran
variedad de compuestos arométicos clorados (Don et al., 1985). En este trabajo se
obtuvo una cepa de Pseudomonas capaz de degradar m-clorotolueno mediante el
ensamblaje de dos rutas metabdlicas preexistentes: la ruta de degradaciéon de m-
clorobenzoato a través de una ruta orto modificada de Pseudomonas sp. B13 (Dorn
et al., 1974), y la ruta "upper” de TOL pWWO que, aunque a baja velocidad, es
capaz de oxidar m-clorotolueno a m-clorobenzoato (Fig. 23). La transferencia de
plasmidos portadores de segmentos de rulas o rutas completas, manipuladas o no
en el laboratorio, a Pseudomonas sp. B13 para la expansion vertical de la ruta
de fisién orto de clorocatecoles se ha empleado con anterioridad. La transferencia

de un plasmido TOL que codificaba una C 2,3-O inactiva para evitar la formacién
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de intermediarios que conducen a la acumulacién de productos téxicos, permitié el

aislamiento de cepas de Pseudomonas sp. B13 capaces de degradar p-clorobenzoato
(Reineke y Knackmuss, 1979), y la transferencia de los genes del pldésmido pNAH?7
de P.putida que codifican los enzimas para el catabolismo de naftaleno via salicilato
(Dagley, 1986; Yen y Gunsalus, 1982), permitié aislar cepas capaces de crecer en
3-, 4-, y 5-clorosalicilato (Lehrbach et al., 1984). La ruta hibrida obtenida en este
trabajo permite la mineralizacién de m-clorotolueno por Pseudomonas sp EEZ5.
Los resultados obtenidos indican que las rutas catabédlicas de TOL constituyen
un elemento versatil para el estudio y ensayo de evolucién de rutas metabdlicas en el
laboratorio. Su codificacién en un transposén contenido en un pldsmido autotrans-
ferible (Benson y Shapiro, 1978; Jacoby et al., 1978), facilita ademaés la transferencia
de la informacién genética a otras bacterias. En efecto, la conjugacién es el sistema
mas eficiente de transferir informacién entre microorganismos (Trevors y Oddie,
1986), aunque otros mecanismos como la transformacién y la transduccién también
pueden jugar un papel importante (Carlson et al., 1983; Graham e Istock, 1978;
Morrison et al., 1978). Aunque la conjugacién entre distintos géneros de bacterias
se ha demostrado en distintas condiciones de laboratorio, hay pocos estudios sobre
la transferencia de plasmidos en condiciones naturales. En microcosmos constitu-
idos por suelos y sistemas acudticos de rios y lagos se ha observado conjugacién
intragenérica entre células de E.coli, Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Streptomyces
sp. (Clelow et al., 1990; Hofte et al., 1990; McClure et al., 1989; Morrison et al.,
1978; Trevors y Oddie, 1986; Weinberg y Stotzky, 1972), asi como transferencia
intergenérica (Murooka et al., 1981). Los estudios de Ramos-Gonzélez et al. (1991)
demostraron que los plasmidos TOL recombinantes pWWO0-EB62 y pWWO0-EB62K
se transferian con alta frecuencia entre cepas de P.putida y entre pseudomonadéceas
del grupo de ARN-r I. Asimismo, observaron la transferencia intergenérica de ambos
plasmidos a cepas de E.colt y Erwinia chrysanthem:. Hay que senalar que en el caso
de E.chrysanthemt, al igual que en Pseudomonas sp. B13, los pldsmidos transferidos
sufrian deleciones en el nuevo hospedador (Jeenes et al., 1982; Ramos-Gonzailez et

al., 1991; Reineke et al., 1982). Aunque no se conoce la razén de la inestabilidad
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parcial de TOL en dichos hospedadores, podria deberse a la inestabilidad del trans-
poson Tn4651 portador de los genes catabdlicos en los mismos. A pesar de ello, el
plasmido TOL se mantiene y expresa en Pseudomonas sp. B13 en condiciones de
presion selectiva (Abril et al., 1989; Reineke y Knackmuss, 1979). Los ensayos de
Ramos-Gonzalez et al. (1991) indicaban que TOL no se transfiere a otras bacterias
del suelo como Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes sp. y Rhizobium melilots, lo
cual sugiere que el replicén IncP9 tiene un espectro de hospedador més restringido
que otros grupos, como IncP1, IncQ e IncW (Frey y Bagdasarian, 1989; Thomas y
Helinski, 1989; Valentine y Kado, 1989). Hay que senalar que se detect$ transferen-
cia intragenérica de TOL en microcosmos constituidos por suelos agricolas, aunque

no se detecté transferencia intergenérica. Estas observaciones son un ejemplo de los

mecanismos de expansion de rutas catabdlicas en la naturaleza.
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4.2 Caracterizacion del promotor Pu: estructura
y factores que intervienen en la regulacion de

su transcripcion.

Los promotores Pu y Ps del plasmido TOL pW WO pertenecen al grupo de promo-
tores -12/-24 (Inouye et al., 1984, 1987a; Ramos et al., 1987a), y son dependientes
del factor o°* para su transcripcién (Dixon, 1986; Inouye et al., 1987a, 1989; Kohler
et al., 1989; Ramos et al., 1987a). La proteina XylR es un regulador positivo que
induce la transcripcién de ambos promotores en presencia de una amplia gama de
derivados de tolueno, alcohol bencilico, y de p-clorobenzaldehido (Tablas 3 y 4).

La mayoria de los promotores -12/-24 que se han identificado hasta ahora con-
tienen secuencias activadoras (UASs) situadas entre -100 y -200 con respecto al
punto principal de iniciacién de la transcripcién, que son los sitios de unién de las
proteinas activadoras (Kustu et al., 1989). El modelo de activacién remota de estos
promotores (Buck et al., 1987) propone que el activador unido a las UASs interac-
ciona con el holoenzima o°*-ARN-polimerasa unido a la regién -12/-24 mediante el
doblez de la cadena de ADN, lo cual permite la aproximaciéon de ambos factores
(Fig. 9). Este doblez parece estar facilitado en algunos casos por el factor de in-
tegracién del hospedador (IHF) (Abril et al., 1991; Claverie-Martin et al., 1991;
Santero et al., 1989).

En este estudio se han identificado las secuencias activadoras remotas de Pu, y
se ha demostrado la intervencién de IHF en la estimulacién de la transcripcién del
promotor Pu.

Mediante el alineamiento de las secuencias de Pu y Ps (Holtel et al., 1990)
se identificaron dos regiones homélogas, situadas a mas de 100pb del punto de
iniciacién de la transcripcién, que contenian secuencias conservadas inversamente
repetidas (Fig. 6). La region distal con respecto al punto de iniciacién de la trans-
cripcién se denominé UAS1, y la regién proximal se denominé UAS2. Para de-

mostrar el posible papel de estas secuencias en la transcripcién de Pu se realizaron
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deleciones que eliminaban uno o ambos motivos. La delecién de las dos UASs con-
ducia a la pérdida total de activacién de la transcripcién de Pu, mientras que la
delecién de sélo la regién distal (UAS1) disminuia notablemente la capacidad de
induccién, pero no la eliminaba totalmente. Holtel et al. (1992) realizaron ensayos
analogos en Ps y obtuvieron resultados similares, lo cual sugiere que las dos regiones
homélogas de Pu y Ps actian como secuencias activadoras remotas (UASs) a las
que se podria unir XylR para estimular la transcripcién de ambos promotores.

La unién de XylR a las UASs se confirmé en Pu mediante ensayos de improntas
in vivo (Figs. 28, 29, y 30) e in vitro (de Lorenzo et al., 1991). Los ensayos in
vivo mostraban un patrén de proteccién e hipermetilacién de Gs dependiente de
la presencia de XylR y efectores en los dos motivos UAS1 y UAS2, y ademés en
una tercera regién, localizada entre -50 y -90 (Fig. 28 y 29) y que no presentaba
homologia con las dos anteriores. Los ensayos tn vitro con la proteina XylR par-
cialmente purificada indicaban que XylR sélo se unia a las regiones UAS1 y UAS2
(de Lorenzo et al., 1991). La alteracién en el patrén de proteccién de las Gs en la
tercera zona se debe probablemente a la distorsién de esta regién provocada por la
formacién de bucles de activacién.

Los ensayos tn vivo demostraron ademaés que XylR se une a las UASs en ausencia
de efectores, ya que se observé protecciéon e hipermetilacién de Gs en ausencia de los
mismos. Sin embargo, los contactos de XylR se alteraban en presencia de efectores,
ya que se modificaba el patréon de proteccion e hipermetilacién. La interaccién
de reguladores, activados o no, con sus secuencias de reconcimiento se ha descrito
en otros sistemas, como el del operén ara de FE.colt y Salmonella typhimurium,
implicado en el metabolismo de arabinosa y regulado por la proteina AraC, un
regulador que estimula o inhibe la transcripcién mediante la formacién de bucles en
el ADN (Brunelle y Schleif, 1989).

En Pu el patrén de interaccién de XylR con el ADN en la regién UAS1 mostraba
que las Gs -160 de la cadena superior y -176 de la inferior estaban hipermetiladas
en ausencia de efector y protegidas en su presencia; las Gs -144 y -146 de la cadena
inferior s6lo aparecian protegidas en presencia de alcohol m-metilbencilico, y la G

-178 de la cadena inferior s6lo aparecia hipermetilada en su ausencia. El resto de las
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Gs, tanto en la UAS1 como en la UAS2, mostraban distinta intensidad de proteccién
o hipermetilacién en presencia y ausencia de efector. Estos resultados indican que
en presencia de efector se produce una alteracion apreciable del patrén de protecciéon
en la regién UAS1 y, aunque menos evidente, también en la regién UAS2. Hay que
sefialar que la regién UAS2 es una zona pobre en Gs (Fig. 24), lo cual representa
una limitacién al estudio de las interacciones de XyIR con esta regién por el método
de reactividad de las Gs a DMS. Sin embargo, los estudios in vitro de de Lorenzo et
al. (1991) confirmaron nuestras observaciones. En cualquier caso, parece claro que
en presencia de efector se debe inducir algin cambio conformacional en XylR que
altera los contactos en las UASs, y que bien facilita la interaccién con el complejo
promotor- 0°4-ARN-polimerasa, o bien estabiliza la unién de XylR al ADN. Inouye
et al. (1990) observaron que la hiperproduccién de XylR inducia la expresién desde
Pu en ausencia de efectores, y por tanto es posible que el papel del efector sea
aumentar la afinidad de XylR por su secuencia de union.

El mecanismo de interaccién a nivel molecular de XylR con las secuencias UASs
del ADN no se conoce atn en detalle; sin embargo, este estudio ha revelado ciertos
aspectos del mismo mediante el andlisis de los niveles de expresion de mutantes
de Pu con transiciones G—A en las posiciones protegidas o hipermetiladas de la
cadena superior (Gs -131, -139, -160 y -169). Los resultados de la Tabla 8 sugieren
que la G-169 est4 implicada en la interaccién y/o el reconocimiento de XylR, ya que
la transicién G—A implicaba una pérdida del 50% de la expresién de Pu. Puesto
que el resto de las transiciones G— A no afectaban al nivel de expresiéon de Pu, se
sugiere que o bien su interaccién con XylR no es critica, o bien que su alteracion
en el perfil de proteccién e hipermetilacion sea consecuencia de ensombrecimiento
no especifico por el regulador en estas posiciones. La posicién G-169 respecto a
la secuencia inversamente repetida de la UAS1 es anédloga a la de la G-131 en la
UAS2 (Fig. 31), y sin embargo la transicién G-131—A no afectaba a la expresion
de Pu (Tabla 8). Esto sugiere que la interaccién del activador con ambas UASs no
es idéntica.

El incremento de la distancia entre las regiones UAS1 y UAS2 disminuia la

expresién de Pu mediada por XylR (Tabla 8), tanto si se introducia medio giro
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de hélice como si se introducia un giro completo; ademads, la delecién de la se-
cuencia activadora distal, UAS1, también disminuia notablemente la expresion de
Pu mediada por XylR (Fig. 27). En el promotor Ps se han obtenido resultados
analogos (Holtel et al., 1992). El requerimiento de ambas regiones posicionadas
en la misma cara de la hélice y a una distancia fija para la induccién completa de
los promotores Pu y Ps, se ha interpretado como el requerimiento de interacciones
cooperativas entre distintas moléculas del regulador unido al ADN, aunque no se
conoce cuintas moléculas de XyIR intervienen en la activacién de la transcripcion
de Pu y Ps. Inouye et al. (1990) propusieron que el activador XylR actia como un
dimero basindose en la simetria de las UASs y en la interaccién de otros reguladores
con secuencias UASs que contienen motivos inversamente repetidos. Observaciones
similares en otros promotores dependientes de o%* apoyan la hipétesis de la unién
cooperativa de los activadores a las secuencias activadoras remotas. Las repeticiones
‘nvertidas con doble simetria rotacional aparecen en los sitios de unién de NifA a
los promotores nif de K.pneumoniae (Buck et al., 1986), en los sitios de union de
NtrC a los promotores gin de S.typhimurium y E.coli y al promotor de nifLA de
K.pneumoniae (Ames y Nikaido, 1985; Hawkes et al., 1985; Reitzer et al., 1989),
en el promotor dctA de R.meliloti y R.leguminosarum (Jiang et al., 1989), y en el
de fibG de Caulobacter (Mullin y Newton, 1989). El requerimiento de la posicién
estereoespecifica de las UASs para la activacién maxima de la transcripcién también
se ha descrito en el caso del promotor de nifH (Buck et al., 1987) y del promotor
de nifLA de K.pneumoniae (Minchin et al., 1989). En el caso del activador NtrC,
incluso se ha demostrado la unién cooperativa de dimeros de NtrC a las secuencias
activadoras en el promotor de nifLA de K.pneumoniae (Minchin et al., 1988).
Aunque se desconozca con detalle la interaccién de XylR con las regiones UASs
de los promotores Pu y Ps, en este trabajo se han aportado ciertas evidencias de que
las secuencias palindrémicas contenidas en las UASs estdn implicadas en la inter-
accién y /o el reconocimiento del activador. La secuencia distal de la regién UAS1 de
Pu contiene dos nucleétidos no conservados que rompen el palindromo (5-CCTT-

N,AAAT-3’); los promotores con mutaciones que aumentan la homologia de esta se-
cuencia a un palindromo perfecto [C(-172)—T, C(-173)— A,y CC(-173,-172) —AT]
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mostraban mayor nivel de induccién mediada por XylR que el promotor silvestre
(Tabla 8). Por otro lado, entre varios mutantes puntuales en las secuencias inver-
tidas de Ps, s6lo uno de ellos que contiene una mutacién en un nucleétido conservado
de la regién UAS proximal [T (-145)—C] presenta niveles de induccién por XyIR in-
feriores en un 50% a los del promotor silvestre (Holtel et al., 1992). Como ya se
ha indicado anteriormente, las secuencias invertidas de Ps son muy imperfectas,
de modo que es probable que XylR interaccione mas débilmente con Ps que con
Pu. El significado fisiolégico de estas secuencias imperfectas en Pu y, con mas e-
videncia en Ps, mds que un estado de evolucién intermedio hacia unas secuencias
perfectamente palindrémicas que permitan la unién fuerte de XyIR, puede ser una
etapa final de evolucién hacia un sistema en el que la unién relativamente débil del
activador a sus secuencias UASs facilite la regulacién por efectores. A este respecto
conviene sefialar la observacién de de Lorenzo et al. (1991) de que formas trun-
cadas de XylR con deleciones en la regién C-terminal, en la que se ha sugerido la
localizacién del dominio de unién al promotor, pierden la capacidad de activar la
transcripcién. Esto diferencia a XylR de otros activadores de promotores -12/-24
que pueden interaccionar directamente con el complejo o°*-ARN-polimerasa, como
NifA de K.pneumoniae (Buck y Cannon, 1989; Morett et al., 1988) y R.melilot:
(Huala y Ausubel, 1989), o NtrC de E.coli (Keener et al., 1987), y sugiere que la
unién de XylR a sus secuencias activadoras remotas juega un papel critico en la
regulacién de la transcripcién, y no es meramente un mecanismo para aumentar
la concentracién local del activador para facilitar su interaccién con el complejo
promotor-o®*-ARN-polimerasa unido a la regién de -12/-24.

Como se ha mencionado anteriormente, los ensayos de improntas tn vivo mostra-
ban una regién con el patrén de bandas alterado en presencia de XyIR situada entre
-45 y -92, y que no presentaba homologia con las regiones UAS1 y UAS2. Las Gs
-54 y -70 de la cadena superior estaban protegidas independientemente de la pre-
sencia del efector (Fig. 28), y la G-92 estaba protegida en ausencia de alcohol
m-metilbencilico e hipermetilada en presencia del efector (Fig. 29); la posicion -84
de la cadena superior mostraba proteccién con efector e hipermetilacién sin él, y

la posicién -45 de la cadena inferior estaba hipermetilada en presencia de efector



CAPITULO 4. DISCUSION. 144

y protegida en su ausencia. Las posiciones -84 de la cadena superior y -45 de la
cadena inferior corresponden a Ts (Figs. 28 y 29), lo cual es sorprendente, ya que el
ensayo de improntas tn vivo se basa en la metilacién de la posicién N-7 de las Gs por
DMS vy la subsiguiente rotura de los enlaces desoxirribosa-G metilada con piperidi-
na, de modo que en las autorradiografias sélo aparecen cadenas extendidas hasta
las posiciones correspondientes a Gs. La reaccién de las Ts con DMS en ensayos
de improntas in vivo se ha descrito con anterioridad en interacciones de proteinas
con ADN que conllevan la formacién de complejos del tipo de los nucleosomas en
procariotas (Minchin et al., 1989; Sasse-Dwight et al., 1988; Serrano et al., 1990),
y parece ser debida a la metilacién de la posicién N-3 de la T en condiciones de
distorsién de la hélice de ADN, que dejan expuesta dicha posicién (T’so, 1974).
La reactividad de las Ts -45 y -84 con DMS sugiere que la formacién del complejo
de transcripcién origina una gran distorsién de la estructura del ADN en la regién
situada entre las UASs y las secuencias -12/-24.

Holtel et al. (1990) identificaron en esta regiéon una secuencia desde -55 a —67
que es 100% homoéloga al consensus propuesto para la unién del factor IHF (Fig.
32) (Goodrich et al., 1990; Hoover et al., 1990;). Aunque los genes himA (Mechu-
lam et al., 1985; Miller et al., 1981) y hip o himD (Flamm y Weisberg, 1985), que
codifican respectivamente las subunidades a y # de IHF, no se han identificado en
Pseudomonas, los ensayos de expresién del promotor Pu silvestre y varios promo-
tores con mutaciones en la regién homéloga al consensus de IHF en cepas de E.col:
productoras y defectivas en IHF (Tabla 9) indicaban que IHF interviene en la tran-
scripcién de Pu mediada por XylR y sus efectores, ya que los niveles de expresion
en cepas IHF~ eran del orden del 25% de los registrados en cepas IHF*. Ademas
la desorganizacién del motivo de unién de IHF mediante inserciones de distinto
nimero de nucleétidos en -64 conducia a una disminucién notable de la expresién
de Pu en cepas IHFt+ e IHF~. Es decir, que tanto el defecto en la sintesis de IHF
como la alteracién en el promotor Pu de la regién de unién de IHF provocaban una
disminucién del orden del 75% en los niveles de expresién de Pu inducida por XylR.
La interaccién de IHF con la regién localizada entre -45 y -92 ha sido definitiva-

mente comprobada mediante ensayos de improntas in vitro de Pu con la proteina
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IHF purificada (de Lorenzo et al., 1991).

El mutante de Pu portador de una delecién interna desde -64 a -111 en pERD417
presenta unos niveles de expresién muy bajos respecto al promotor silvestre y los
mutantes en la secuencia consensus de IHF (Tabla 9), tanto en la cepa IHF™ como
en la IHF—. La notable disminucién de los niveles de expresiéon de pERD417 sugiere
que ésta no se debe sélo a la pérdida del sitio de unién de IHF, sino al tamano de la
delecién, que produce un considerable acortamiento de la distancia entre las UASs
y el consensus -12/-24. Los resultados de Inouye et al. (1990) con promotores por-
tadores de una serie de deleciones internas progresivamente crecientes en direccion
3’5’ desde la posicién -40, muestran que las deleciones de mas de 40pb disminuyen
los niveles de expresién de Pu hasta valores préximos a los obtenidos con pERD417,
mientras que la delecién de fragmentos menores de 40pb que eliminan total o par-
cialmente el sitio de unién de IHF alcanzan valores de expresién equivalentes a los
mostrados en la Tabla 9 para el promotor silvestre en la cepa IHF~ y los mutantes
pERD415 y pERD416 en ambas cepas.

El aumento de la distancia entre los sitios del promotor Pu que intervienen en
la regulacién de su transcripcién también afectaba a la expresion dependiendo del
tamaifio de la insercién. Cuando se introducia media vuelta de hélice entre el sitio de
unién de IHF y las secuencias UASs (en -106) se perdia la capacidad de induccion
de Pu mediada por XylR (Tabla 10); este efecto también se observaba cuando se
eliminaba media vuelta de hélice (Tabla 10). Sin embargo, la introduccién de un
giro completo de hélice en la misma posicién no afectaba significativamente a la ex-
presién desde Pu. Estos resultados concuerdan con observaciones similares en otros
promotores dependientes de 0%, como el de nifH y el de nifLA de K.pneumoniae,
en los que la introduccién de giros completos de hélice permiten la activacion de la
transcripcién, pero no asi los giros que inducen cambios de fase en la hélice (Buck
et al., 1987; Minchin et al., 1989). En conjunto, estos resultados indican que en
los promotores dependientes de o®* la disposicién de los elementos de unién del
holoenzima ¢®4-ARN-polimerasa y de los reguladores es critica para establecer los
contactos correctos y promover la transcripcion.

Para analizar con mayor detalle el efecto del desplazamiento de las UASs con
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respecto al sitio de IHF sobre la expresién de Pu se introdujeron vueltas completas
de hélice de distinta flexibilidad (Fig. 35). La insercién de una o dos vueltas
completas de hélice era totalmente permisiva, ya que no afectaba a la induccién
de Pu por XylR. En contraste, la introduccién de tres vueltas de hélice afectaba
notablemente a la expresién del promotor Pu mediada por XylR, ya que los niveles
disminufan al 15% de la actividad méxima. Inouye et al. (1990) realizaron un
estudio complementario alterando la distancia entre el consensus -12/-24 y el sitio de
unién de IHF; la introduccién de medio giro o un giro y medio eliminaba la capacidad
de induccién de Pu, mientras que la insercién de una o dos vueltas completas de la
hélice de ADN apenas afectaba a la expresién del promotor. En conjunto, nuestros
resultados y los de Inouye et al. (1990) sugieren que IHF interviene sélo fisicamente
en la regulacién de Pu y no interacciona con XylR, y probablemente tampoco con el
holoenzima o®*-ARN-polimerasa. De Lorenzo et al. (1991) han observado ademas
que XyIR e IHF se unen a Pu independientemente, ya que la unién de cada factor al
promotor no se ve afectada por las concentraciones del otro. Analogamente, Hoover
et al. (1990) han demostrado que IHF no facilita tampoco la unién del complejo

o%4-ARN-polimerasa al consensus -12/-24 en el promotor de nifH de K.pneumoniae.

Claverie-Martin y Magasanik observaron que la modificacién de la distancia
entre el consensus -12/-24 y el sitio de unién de IHF en el promotor ginHp2 implica
que IHF se comporte como un represor de la transcripciéon en lugar de facilitar su
activacién. Por tanto, parece existir una relacién entre la posicién del sitio de union
de IHF y su funcién como activador o represor (Goodman y Nash, 1989; Huang et
al., 1990; Snyder et al., 1989; Thompson y Mossig, 1988).

Sin embargo, estas observaciones sobre la rigidez del posicionamiento de los sitios
de unién del holoenzima o®*-ARN-polimerasa, de IHF y las secuencias activadoras
remotas en inserciones y deleciones cortas, contrastan con la mobilidad a larga dis-
tancia de la posicién de las secuencias reguladoras UASs con respecto al elemento
-12/-24 en estos promotores, que se ha descrito como una de las caracteristicas
distintivas de éstos frente a los promotores dependientes de o"® (Collado-Vides et
al., 1991). En efecto, las secuencias UASs se caracterizan por mantener su capaci-

dad de activar la transcripcién de sus promotores cuando se trasladan a mas de
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Figura 35: Distribucién tridimensional de los dobleces en la secuencia de los
promotores Pu y mutantes de Pu con inserciones de 32pb. A) Anilisis de la
estructura de la regién de Pu comprendida entre +93 y -240. B) Analisis de la estructura de
la region del promotor Pu(32pb, 75%G C) comprendida entre +93y -272. Las proyecciones
estereoscépicas de las secuencias en los tres planos indicados (XY, XZ, YZ) se realizaron
con el programa DNASTAR (DNASTAR, Inc., UK). Los extremos inferiores en cada plano
corresponden al extremo 5’ en -240 y -272 de las secuencias respectivas.
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1kb de su posicién original; esta primera observacién en el promotor de nifH de
K.pneumoniae (Buck et al., 1986) se extendié posteriormente al promotor ginAp2
y otros promotores dependientes de o°* (Birkman y Bock, 1989; Mullin y Newton,
1989: Reitzer y Magasanik, 1986). Inouye et al. (1990) también observaron que
las secuencias UASs de Pu aiin son capaces de activar la transcripcién del promo-
tor en presencia de XylR y sus efectores cuando se alejan entre 0,2kb y 1,2kb de
su posicién original, aunque manteniendo su posicionamiento especifico respecto al
sitio de IHF, y también cuando se invierte su orientacién. Estos resultados junto
con las observaciones de promotores con pequenas deleciones e inserciones entre las
UASs y el sitio de unién de IHF (Tabla 10), y entre éste y el consensus -12/-24
(Inouye et al., 1990), sugieren que existe una escala de distancias, entre 20pb y
200pb, en que la separacién relativa de las secuencias reguladoras (UASs, IHF y
-12/-24) y su situacién en las caras de la hélice es critica para la transcripcion de
los promotores dependientes de o°*, pero no asi en distancias mayores.

Es de interés sefialar que IHF no interviene en la estimulacién de la transcripcion
de todos los promotores -12/-24. Collado-Vides et al. (1991) proponen que IHF
acttia como un factor que refuerza la transcripcién de promotores en los que el
activador y/o el complejo 0°*-ARN-polimerasa se unen débilmente a sus respectivos
sitios. En efecto, IHF participa en la activacién de promotores con baja afinidad
por el complejo o%4-ARN-polimerasa, como el de nifH y nifLA (Buck y Cannon,
1989; Morett y Buck, 1989), o con baja afinidad por el activador, como glnHp2
(Claverie-Martin y Magasanik, 1991). En el promotor débil fibG de Caulobacter
crescentus (Newton et al., 1989) parece ser que IHF interviene como un regulador
temporal de la transcripcién, ya que la concentracién de IHF es maxima antes de
la divisién celular (Gober y Shapiro, 1990).

El requerimiento de IHF viene determinado por la secuencia del promotor (Hoover
et al., 1990). Goodman y Nash (1989) han demostrado que IHF se puede sustituir
funcionalmente por secuencias dobladas estructuralmente, y Claverie-Martin (comu-
nicacién personal) ha observado que los promotores ricos en Ts en la region entre
-12 y -24 no requieren IHF para su activacién. Este parece ser el caso de Ps, rico

en Ts entre -10 y -20 (Holtel et al., 1992), aunque en este promotor la funcién de
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IHF se ve complicada por la presencia de dos promotores divergentes y solapados,
uno dependiente de 0% (Ps), y otro en téndem y dependiente de ¢"° (Pr). Holtel et
al. (1992) y de Lorenzo et al. (1991) han demostrado mediante ensayos de retardo
en gel que IHF se une débilmente en dos sitios de Ps/Pr (Fig. 36), un sitio en la
regién de -40 con respecto al sitio de iniciacién de la transcripcion de Ps, y otro en
la regién de -160 de Ps, solapando con una de las UASs y con el promotor Pr; de
zylR, dependiente de 0. Se ha descrito la intervencién de IHF en la transcripcion

0

de algunos promotores dependientes de 0. En unos casos funciona como repre-

sor, bloqueando el sitio de unién en -10/-35, como en iluGpl (Pereira et al., 1988)
o en P, del fago A (Griffo et al., 1989); en otros casos funciona como activador
transcripcional, como en algunos promotores del fago Mu (van Rijn et al., 1988)
y Prac de A (Peacock et al., 1984). Aunque la organizacion de los promotores Ps
y Pr (Fig. 36) sugiere alguna funcién de IHF en la transcripcién de Pr, Holtel et
al. (1992) han observado que Pr tiene los mismos niveles de expresién en cepas de

E.coli productoras y defectivas en IHF.

Por lo tanto, la interaccién de IHF con Ps/Pr parece estar relacionada soélo
con la expresién de Ps, pero de un modo muy diferente a como ocurre en Pu. La
expresién de Ps en mutantes de E.coli IHF ~ disminuye mucho menos que la de Pu;
en contraste, en cepas IHF* la expresién basal de Ps es muy baja en ausencia de
efectores de XyIR, pero en condiciones de induccién alcanza valores de expresion
similares a los de Pu. Esto sugiere que IHF compite débilmente con XylR por sus
sitios respectivos de unién en Ps, que estdn solapados (Fig. 36) (Holtel et al., 1992).
Es de interés sefialar que tanto las UASs como los sitios de unién de IHF en Ps estan
muy poco conservados (Figs. 6 y 32), y por tanto es posible que ambos factores
se unan débilmente al promotor. La activacién de XylR por sus efectores podria
aumentar la afinidad del activador por su sitio de unién frente a IHF.

Las diferencias en la posicién de los sitios de unién de IHF en Pu y Ps también
sugieren que la interaccién del factor con ambos promotores tiene funciones diferen-
tes. Su papel en la transcripcién de Ps no esta claro, pero la composicion en bases
de Ps, rica en Ts en -10, sugiere que el factor no es necesario para la activacion

de la transcripcién mediada por XylR; méas bien parece que IHF ejerce un control
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Figura 36: Organizacién estructural de los promotores Ps/Pr. La secuencia y la

numeracién de las bases con respecto a los puntos de iniciacién de la transcripcién son de
Inouye et al. (1987a). Las regiones de unién de IHF se senalan mediante barras gruesas;

las secuencias activadoras remotas de Ps se indican mediante lineas (UAS1 y UAS2); las
secuencias cousensus -10/-35 de Pr y -12/-24 de Ps estan senaladas por cajas; las Hechas

indican el sentido de la transcripcién.
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indirecto compitiendo con XylR por el sitio de union, favoreciendo el mecanismo de
transcripcion coordinadamente regulada de Ps y Pr.

En contraste con Ps, Pu contiene un solo sitio de unién de IHF. Las proyec-
ciones cilindricas de las caras de la hélice de Pu realizadas por de Lorenzo et al.
(1991) muestran que IHF se une en la mitad del fragmento que separa las UASs y
el consensus -12/-24, y en la cara opuesta de la hélice respecto a XyIR y el holoen-
zima o°*-ARN-polimerasa (Fig. 37). El doblez de la regién central inducido por
[HF pondria en contacto al activador XylR unido a las UASs con el complejo o°*-
ARN-polimerasa unido a -12/-24 catalizando la formacién del complejo abierto para
iniciar la transcripciéon de operén "upper”.

Un elemento importante en el control transcripcional de los operones de TOL
es la regulacién de la sintesis del regulador primario del sistema, la proteina XylR.
La regulaciéon de la transcripcién desde los promotores del gen zylR, Pr; y Pr,,
fué descrita por Inouye et al. (1987a) basdndose en los andlisis cuantitativos de
expresién desde Pr en fusiones transcripcionales al gen de resistencia a ampicilina
en presencia o ausencia de XylR. Asimismo, la cinética de expresiéo<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>