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Abreviaturas

I. Lista de abreviaturas.

As60nms A280nm Absorbancia a 260 nm y a 280 nm
AFA acido fenilacético

FA-CoA fenilacetil-Coenzima A

Ap ampicilina

ATP adenosina 5’-trifosfato

BSA albumina de suero bovino

cAMP adenosina monofosfato ciclico
cDNA DNA complementario

Ci curios

Cm cloramfenicol

CoA coenzima A

Crc proteina de control de la represion por catabolito (catabolite

repression control)

CRP proteina receptora de cAMP (cAMP receptor protein)
c(s) funcion de distribucion de coeficientes de sedimentacion
CTP citosina 5’-trifosfato

DO600nm; DO420nm;DOss00nm  Densidad optica medida a 600 nm, 420 nm y 550 nm.
Da Dalton

dATP desoxiadenosina 5’-trifosfato

dCTP desoxicitosina 5’-trifosfato

DEPC dietilpirocarbonato

dGTP desoxiguanosina 5’-trifosfato

DIG digoxigenina

DMSO dimetilsulfoxido

DNasa desoxirribonucleasa

dNTPs desoxirribonucleo6sidos 5’-trifosfato

DTT ditiotreitol

dTTP desoxitimidina 5’-trifosfato

EDTA acido etilendiaminotetracético

EXPASY Sistema Experto de Analisis de Proteinas (Expert Protein Analysis
System)

FAD dinucledtido de flavina y adenina

FADH, dinucledtido de flavina y adenina reducido

GTP guanosina 5’-trifosfato

IHF factor de integracion del huésped (integration host factor)
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IPTG tiogalactosido de inositol fosfato

kb kilobases

kDa kilodalton

Km kanamicina

LB medio Luria-Bertani

MCS sitio de clonacion multiple (multicloning site)

M,, masa molecular

My ap masa molecular aparente

NAD dinucledtido de nicotinamida y adenina

NADH dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido

NADPH dinucleotido fosfato de nicotinamida y adenina reducido

nt nucleotidos

N-terminal amino terminal

NTPs ribonucleotidos 5’-trifosfato

ONPG o-nitrofenoltiogalactdsido

ORF marco abierto de lectura

pb par(es) de bases

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

(p)ppGpp polifosfatos de guanosina: pppGpp, pentafosfato de guanosina;
ppGpp, tetrafosfato de guanosina

RBS sitio de union al ribosoma

Rif rifampicina

RNasa ribonucleasa

rpm revoluciones por minuto

RT retrotranscriptasa o transcriptasa reversa

S coeficiente de sedimentacion en Svedverg

SDS dodecilsulfato sodico

Sm estreptomicina

Tc tetraciclina

TCA ciclo de los acidos tricarboxilicos (tricarboxilic acid cicle)

Tn transposon

Tris Trihidroximetilaminometano

TTP timidina 5’-trifosfato

U unidades de actividad enzimatica

UTP uracilo 5’-trifosfato

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactdosido
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II. Introduccion.

1. Biodegradacion de compuestos aromaticos.

La incesante actividad humana ha provocado la acumulacion de sustancias contaminantes en el
medio ambiente (OCDE, 1994), ocasionando graves problemas en la salud humana y en el equilibrio
de los ecosistemas. Algunos de estos contaminantes son compuestos sintéticos de origen industrial que
presentan estructuras quimicas desconocidas para la biosfera (xenobidticos), por lo que su degradacion
es muy lenta o imposible y constituyen una fuente muy importante de contaminaciéon ambiental
(Pieper y Reineke, 2000). Otros son compuestos naturales que han sido extraidos de sus depositos y
convertidos en una forma biodisponible que resulta toxica para los seres vivos, como es el caso de los
hidrocarburos presentes en los combustibles fosiles y de los metales pesados que se encuentran en
ciertos minerales (Diaz, 2004).

El anillo bencénico constituye, junto con los residuos glucosidicos, una de las estructuras quimicas
mas extensamente distribuidas de la naturaleza (Dagley, 1981). La configuracion electronica del anillo
bencénico le dota de una alta estabilidad, lo que se traduce en una mayor persistencia de este tipo de
compuestos en el medio ambiente, incrementandose asi su capacidad contaminante (Dagley, 1981). La
lignina, segundo polimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa, es un polimero con
estructuras aromaticas que se encuentra en la pared celular de las plantas y comprende el 25 % de la
biomasa de la tierra, por lo que su reciclaje, es fundamental para el mantenimiento del ciclo del
carbono en la biosfera (Harwood y Parales, 1996). Otros compuestos aromaticos como la fenilalanina,
el acido cinamico y derivados, y el acido fenilpropionico y derivados, son producidos por las plantas
como consecuencia de su metabolismo secundario (Elder y Kelly, 1994). Durante los ultimos afios ha
aumentado considerablemente la liberacién de este tipo de compuestos a la biosfera como
consecuencia de la actividad humana. Asi, los hidrocarburos aromaéticos, incluyendo el benceno,
tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX), comprenden el 15% de la gasolina, y son producidos también
en cantidades de megatoneladas por afio para su uso industrial como disolventes y como material de
partida para la produccion de pesticidas, plasticos y fibras sintéticas (Swoboda-Colberg, 1995).

En general, la eliminacion de los contaminantes ambientales mediante procedimientos fisico-
quimicos es un proceso insuficiente. Desde hace tiempo se ha incorporado una nueva estrategia para
luchar con éxito contra la contaminaciéon que consiste en el aprovechamiento de las capacidades
degradadoras de los microorganismos. Los microorganismos, conocidos por su enorme capacidad de
adaptacion, han desarrollado rutas metabolicas que les permiten degradar distintos contaminantes
(Smith, 1990; Harayama y Timmis, 1992; van der Meer y col., 1992), entre los que se encuentran los
compuestos aromaticos. La abundancia de los microorganismos, junto con su habilidad para transferir

genes horizontalmente y su alta velocidad de crecimiento, les permite evolucionar rapidamente y
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adaptarse a los cambios en el ambiente incluso en condiciones extremas que no permitirian la
proliferacion de otros seres vivos (Timmis y Pieper, 1999; Schmid y col., 2001; Dua y col., 2002).

La Biodegradacion es una disciplina que estudia los diferentes aspectos (bioquimicos, genéticos,
microbiologicos, etc) de los procesos catabdlicos microbianos implicados en la degradacion de estas
moléculas contaminantes, asi como el desarrollo experimental de nuevas rutas catabolicas para
degradarlas (Ramos y col., 1994; Pieper y Reineke, 2000). Un mayor conocimiento de estos procesos
puede conducirnos a lograr la eliminacion de contaminantes del ambiente mediante bacterias

modificadas genéticamente (de Lorenzo, 2001).

1.1. Rutas de degradacion de compuestos aromaticos.

En el proceso catabolico de los diferentes compuestos aromaticos se distinguen dos tipos de rutas:
periféricas y centrales. Las primeras llevan a cabo la conversion de los distintos compuestos
aromaticos en unos pocos intermediarios centrales, mientras las segundas catalizan la ruptura del
anillo aromatico de estos intermediarios y canalizan sus productos al metabolismo central (Heider y
Fuchs, 1997; Diaz, 2004). La diversidad de rutas periféricas es casi tan grande como la variedad de
compuestos aromaticos existentes y las enzimas que las integran suelen ser bastante especificas y ser
inducidas por los compuestos a degradar (Harwood y col., 1998; Heider y col., 1998). Por el contrario,
solo existen unas pocas rutas centrales. La convergencia de todas aquellas rutas periféricas en un
numero reducido de rutas centrales se ha denominado “embudo catabdlico” (Harayama y Timmis,
1989).

El ntcleo central del catabolismo de los compuestos aromaticos consiste en dos procesos
enzimaticos secuenciales: a) la desestabilizacion del anillo aromatico a través de una modificacion de
la densidad electronica del mismo y b) la ruptura del anillo. Este catabolismo puede ser aerobio o
anaerobio, en funcién de que el aceptor final de los electrones en la bacteria sea la molécula de
oxigeno u otra molécula distinta (NOs, Fe’", SO,”, etc). Ambos tipos de catabolismo poseen
caracteristicas diferenciales. Asi, los microorganismos aerobios suelen producir la desestabilizacion
del anillo aromatico a través de reacciones de oxidacion, mientras que los microorganismos anaerobios
lo hacen generalmente mediante la formacién de un derivado tioesterificado que favorece las

posteriores reacciones de reduccion del anillo.

1.1.1. Rutas catabélicas anaerobias.
Las rutas periféricas del metabolismo anaerébico de compuestos aromaticos convergen
generalmente en la ruta central del benzoil-coenzima A (benzoil-CoA) (Heider y Fuchs, 1997,

Harwood y col., 1998) (Figura 2.1).
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FIGURA 2.1. Ejemplos de rutas periféricas del catabolismo anaerdbico bacteriano de diversos compuestos aromaticos

que originan benzoil-CoA (Harwood y col., 1998; Boll y col., 2002). Figura tomada de Bartolomé-Martin 2006.

La activacion que resulta de la unién de la molécula de coenzima A (CoA) catalizada por
diferentes CoA ligasas es fundamental para que pueda darse la posterior reduccion del anillo
aromatico (Heider y Fuchs, 1997). Una vez en la ruta central, el benzoil-CoA pierde su caracter
aromatico por la accion de una reductasa multicomponente especifica que requiere poder reductor y el
gasto de 2 moléculas de ATP (Boll y col., 2002; Gibson y Harwood, 2002). Los productos aliciclicos y
alifaticos formados sufren una mineralizacidén posterior similar a la B-oxidacion de los acidos grasos

(Gibson y Harwood, 2002; Carmona y Diaz, 2005) (Figura 2.2).
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1-carbonil-CoA

FIGURA 2.2. Esquema simplificado de la degradacion anaerobia del benzoato en Thauera aromatica. Modificado a

partir de (Gibson y Harwood, 2002; Diaz, 2004).

Se han descrito también rutas periféricas que convergen en compuestos hidroxilados como el
floroglucinol  (1,3,5-trihidroxibenceno), el  resorcinol  (1,3-dihidroxibenceno) o la
hidroxihidroquinolona (1,2,4-trihidroxibenceno). La débil aromaticidad de estos compuestos permite
que no requieran la activacion mediada por CoA y la reduccion de su anillo aromatico es producida
solamente por el aporte de poder reductor por el NADPH, en el caso del floroglucinol y Ia
hidroxiquinona (Haddock y Ferry, 1989; Schink y col., 2000), o por una ferredoxina, en el caso del
resorcinol (Kluge y col., 1990).

1.1.2. Rutas catabélicas aerobias.

Las rutas periféricas del catabolismo aerdbico de compuestos aromaticos implican la introduccién
de uno o dos grupos hidroxilo en el anillo mediante la accion de monooxigenasas y/o dioxigenasas, lo
que provoca el aumento de la densidad electronica y lo hace mas susceptible a la oxidacion. Se
generan asi derivados dihidroxilados que constituyen los principales sustratos de las rutas centrales: el
catecol y sus derivados (protocatecuato, homoprotocatecuato, 3-metilcatecol, 4-metilcatecol), y el
gentisato y sus derivados (homogentisato) (Figura 2.3). Estos intermediarios centrales sufren la
apertura del anillo aromatico mediante dioxigenasas de ruptura del anillo (Harayama y Rekik, 1989;
Harayama y Timmis, 1992; van der Meer y col., 1992; Harwood y Parales, 1996), dando asi lugar a
compuestos no aromaticos que son oxidados progresivamente hasta intermediarios del ciclo de Krebs
u otros directamente asimilables por el metabolismo central bacteriano (Figura 2.4).

Se han descrito también compuestos monohidroxilados sustrato de las dioxigenasas de ruptura,
como el 2-aminofenol (Takenaka y col., 1997) y el 1-hidroxi-2-naftoato (Iwabuchi y Harayama,
1998), asi como trihidroxilados, como el hidroxiquinol (Armengaud y col., 1999) y el galato (Nogales
y col., 2005).
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FGURA 2.3. Esquema de algunas de las rutas periféricas del catabolismo aerobico bacteriano de compuestos aromaticos. Aparecen recuadrados los intermediarios centrales: el catecol
y sus derivados (3-metilcatecol, 4-metilcatecol, protocatecuato y homoprotocatecuato), el gentisato (y homogentisato), y el hidroxiquinol. El hecho de que existan cinco rutas diferentes para
el catabolismo aerobio del tolueno pone de manifiesto la diversidad metabolica bacteriana. Modificado a partir de (Giilensoy y Alvarez, 1999; Fernandez, 2005; Lopez-Barragan, 2005).

Figura tomada de Bartolomé-Martin, 2006.
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1.1.3. Rutas hibridas.

Dentro del catabolismo aerdbico de compuestos aromaticos se han descrito algunas rutas que
comparten caracteristicas tipicas del catabolismo anaerobico. En estas rutas hibridas la activacion del
anillo aromatico se produce mediante la tioesterificacion con CoA, dando lugar a derivados de acil-
CoA. La participacion de CoA ligasas en esta primera etapa del catabolismo se ha descrito en la
degradacion del acido fenilacético (AFA) en Pseudomonas putida U (Martinez-Blanco y col., 1990),
Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998; Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004),
Azoarcus evansii (Mohamed, 2000; Mohamed y col., 2002; Rost y col., 2002) y E. coli (Ferrandez y
col., 1998; Diaz y col., 2001; Ismail y col., 2003). Este es el caso también de la degradacion del 2-
aminobenzoato en 4. evansii (Zaar y col., 2001), el benzoato en 4. evansii (Zaar y col., 2004; Gescher
y col., 2005; Gescher y col., 2006), Bacillus stearothermophilus (Zaar y col., 2001), T. aromatica
(Schiihle y col., 2003) y Burkholderia xenovorans LB400 (Denef'y col., 2004), el ferulato en P. putida
(Venturi y col., 1998) y P. fluorescens (Gasson y col., 1998) y el acido 2-furoico en P. putida Ful
(Koenig y Andreesen, 1990). Algunos mecanismos de deshalogenacion de compuestos aromaticos
también implican la tioesterificacion con CoA en condiciones aerdbicas (Crooks y Copley, 1994;
Dunaway-Mariano y Babbitt, 1994; Romanov y Hausinger, 1996; Zhuang y col., 2003).

Aunque las rutas hibridas comienzan con esta reaccion tipica del metabolismo anaerobio, la
apertura del anillo aromatico se produce mediante la hidroxilaciéon y posterior actuaciéon de una
dioxigenasa, caracteristicas habituales de las rutas aerdbicas. El porqué de este tipo de rutas hibridas es

desconocido, aunque se ha sugerido la posibilidad de que representen una ventaja a los
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microorganismos que tienen que sobrevivir en ambientes en los que la concentracion de oxigeno

puede sufrir importantes variaciones (Niemetz y col., 1995).

1.2. Regulacion de las rutas de degradacion de compuestos aromaticos.

La regulacion de una ruta catabolica debe asegurar tanto una respuesta adecuada y rapida a la
presencia de un determinado sustrato como una conexion apropiada con el estado fisiologico de la
célula. Puesto que los compuestos aromaticos no suelen ser una fuente de carbono preferencial para las
bacterias, la expresion de las rutas de degradacion de dichos compuestos suele estar sometida a un
estricto control transcripcional que se ejerce a dos niveles: a) una regulacion especifica de cada ruta y
mediada por reguladores generalmente codificados por el propio cluster catabdlico y b) una regulacion
sobreimpuesta a la anterior que responde a mecanismos de regulacion globales que operan en funcion
del estado energético de la célula o de la presencia de una fuente de carbono preferencial para la
bacteria (Diaz y Prieto, 2000; Cases y de Lorenzo, 2001; Rojo, 2001; Shingler, 2003; Prieto y col.,
2004; Tropel y van der Meer, 2004; Cases y de Lorenzo, 2005).

Otro nivel de regulacion distinto a los anteriores implica una respuesta en el comportamiento de la
bacteria frente a la presencia de la fuente de carbono en el medio. Se trata de un acoplamiento de
sefiales a través de funciones basales para permitir comportamientos beneficiosos en respuesta a la
informacion recibida, como es el caso de la quimiotaxis o taxis energética (Shingler, 2003).

A pesar de que el control transcripcional ha sido el mas estudiado, existe también un control post-
transcripcional que modula los niveles de mRNA vy la eficacia de la traduccion (Cases y de Lorenzo,
1998; Laurie y col., 2003; Rojo y Dinamarca, 2004; Marqués y col., 2006). Por ultimo, las rutas
catabolicas se regulan a nivel post-traduccional mediante la inhibicion de las enzimas correspondientes
en presencia de distintos analogos de sustrato, a través de alglin bloqueo (retroinhibicioén), o mediante
el control de los transportadores especificos encargados de la entrada del compuesto aromaético

(Brzostowicz y col., 2003).
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Regulacién sobreimpuesta

IHF, CRP, factores G, (p)ppGpp, CyoB, Crc, PtsN, etc. A

TCA
\/
Promotor/ Genes catabdlicos
Operador
<—— Inductor
- Sustrato de la ruta R
- Intermediario de la ruta
Regulador - Inductor gratuito Compuesto
- Activador aromatico
- Represor
Regulacién especifica de la ruta

FIGURA 2.5. Esquema de los dos niveles de regulacion transcripcional del catabolismo de compuestos
aromaticos en bacterias. El primer nivel lo constituye el mecanismo de regulacion especifico de una determinada
ruta catabolica, que se basa en la interaccion regulador-promotor. El regulador puede actuar como un activador
transcripcional en presencia del inductor, 0 como un represor transcripcional en ausencia del inductor. El segundo
nivel de control transcripcional lo constituye la regulacion sobreimpuesta, que ajusta el nivel de transcripcion a partir
de un determinado promotor dependiendo del estado fisiologico y energético de la célula. En este tipo de regulacion
participan reguladores y factores transcripcionales como IHF (Integration Host Factor), CRP (cAMP Receptor
Protein), factores o alternativos de la RNA polimerasa, (p)ppGpp, CyoB (Citocromo o ubiquinol oxidasa), Crc
(Catabolite repression control), PtsN (proteina IIAN" del sistema fosfoenol piruvato:azucar fosfotransferasa), etc.
Figura modificada a partir de (Diaz y Prieto, 2000).

1.2.1. Regulacion especifica.

Las proteinas reguladoras y los promotores regulados por ellas son los elementos clave que dirigen
la regulaciéon especifica de la transcripcion de los operones catabolicos, de forma que cuando el
sustrato catabolico es abundante y puede servir como nutriente, la transcripcion de estos operones se
activa.

Existe una gran variedad de proteinas reguladoras, pertenecientes a diferentes familias de
reguladores transcripcionales procariotas, que controlan la expresion de las rutas catabdlicas de
compuestos aromaticos. La mayor parte de estos reguladores son activadores de la transcripcion,
aunque también se han descrito algunos represores. El mecanismo de control se basa en la interaccion
de la proteina, a través de un dominio hélice-giro-hélice (HTH, helix-turn-helix) de union al DNA, con
la region operadora del promotor regulado en presencia del inductor apropiado, permitiendo asi la
expresion de los genes catabolicos correspondientes. La molécula inductora suele ser el propio sustrato

aromatico o alguno de los metabolitos (aromatico o no aromatico) que se generan en la degradacion
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(Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004). La Tabla 2.1 recoge algunos ejemplos de este tipo

de reguladores (Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004).

TABLA 2.1. Reguladores especificos de rutas de degradacion de compuestos aromaticos en

bacterias (Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004).

Proteina Familia Microorganismo Sustrato(s) de la(s) Funcién N° de acceso
reguladora [plasmido] ruta(s) regulada(s) en el NCBI
XyIR NtrC P. putida mt-2 [pWWO0] mTyOLui?; - Activador  AAB59162
TouR NtrC Pseudomonas stutzeri OX1 Toluenfoe ,n(())-lxﬂeno, Activador CABS52211
Pseud CF600 Fenol,
DmpR NtrC seu O?Ovn?f 555)]' 0-, m-'y p-cresol, Activador CAA48174
P 3 ,4-dimetilfenol
P. putida / . AANG69313/
CatR LysR Acinetobacter hvoffii K24 Catecol, fenol Activador AAC46229
P. putida / . AAA25771/
CIcR LysR Rhodococcus opacus 1CP 3-Clorocatecol Activador AAC38250
P. putida [pNAHT7]/ . . BAE92164 /
NahR LysR P stutzeri AN10 Naftaleno, salicilato ~ Activador AADO2145
. m-Toluato .
XylS AraC P. putida mt-2 [pWWO] (tolueno, ruta meta) Activador  AAB59163
HpaA AraC E. coliW 4-OH-fenilacetato  Activador CAA86047
PcaR IcIR P. putida PRS2000 Protocatecuato Activador Q52154
E. coli K-12 /| Comamonas 3-OH- . P77569 /
MhpR lelR testosteroni TA441 fenilpropionato Activador BAAS82877
TodS / TodT ~ TCRS® P. putida F1 Tolueno Activador 11%554:389/
TodS/TodT ~ TCRS P. putida DOT-T1 Tolueno Activador %/2}]33133773356/
. AAD12185/
TutB/TutC TCRS Thauera sp. T1 Tolueno Activador AADI12184
. . CAA03998 /
StyS / StyR TCRS Pseudomonas sp. Y2 Estireno Activador CAA03999
. . AAC06272/
StyS / StyR TCRS P. fluorescens ST Estireno Activador AAC06271
HbaR FNR Rhodopseudomonas 4-OH-benzoato  Activador  AAF04013
palustris
BadR MarR R. palustris Benzoato Activador  AAC23923

11
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HpaR

CymR

PaaX

BphS

VanR

MarR

TetR

GntR

GntR

GntR

E. coliW Homoprotocatecuato
. p-Cumeno,
P. putida F1

p-cumato

E. coli W/ P. putida U Fenilacetato

. Bifenilo, 4-

Ralstonia eutropha A5 clorobifenilo
P. putida WCS358 Vanillato

Represor

Represor

Represor

Represor

Represor

CAA86039

AAB62296

CAA66101/
AAC24342

CAC05302

CAB64602

(1) TCRS, sistema regulador de dos componentes (two-component regulatory system).

1.2.2. Regulacién global o sobreimpuesta.

La expresion de las rutas catabolicas bacterianas depende no s6lo de la presencia o ausencia del

sustrato que va a ser degradado, sino también del estado fisiologico de la célula en respuesta a

condiciones ambientales generales (Cases y de Lorenzo, 1998). De hecho, muchos de los promotores

catabdlicos estdn sujetos a varios tipos de controles fisiologicos, que constituyen la regulacion

sobreimpuesta o global. Esta regulacion suele ser dominante sobre el control especifico al que se hace

referencia en el anterior apartado, y estd mediada por diversos factores o reguladores globales. En la

tabla siguiente se muestran algunos casos representativos de regulacion global.

TABLA 2.2. Ejemplos caracteristicos de regulacion global sobre la degradaciéon de compuestos

aromaticos en bacterias. A partir de la revision de (Shingler, 2003). Tomado de (Bartolomé-Martin,

2006).
Microorganismo
Proteina o [plasmido] . . r .
factor global en el que se Tipo de regulacion Referencia
encuentra la ruta
catabdlica
. Su patron de expresion permite la opcion de
oS yo' P 1[7 u&fii]g]lt_z transcripcion continua a partir del promotor (Marqués y col., 1999)
P P, (dependiente de XylS).
La competicion entre el factor constitutivo
6"y el factor ¢>* por cantidades limitantes
54 70 P. Sp. CF600 , . .
c'yo [pVI150] del core o nicleo de la RNA polimerasa (Laurie y col., 2003)
p afecta a la expresion del promotor P,
(dependiente de 6™ y activado por DmpR).
En respuesta a un estrés nutricional,
P[' S\I;I 1C5F06](;0 aumentan los niveles de la “alarmona” (Carmona y col., 2000;
(p)ppGpp P Zuti i 2 (p)ppGpp, que estimula de forma directa e  Sze y col., 2002; Laurie y
' [PWWO] indirectamente la transcripcion en los col., 2003)
P sistemas DmpR - P, y XyIR - P,.
P. putida mt-2 . .
IHF (factglf de [PWWO] / Tanto el sistema XyIR - P, como el sistema (de Lorenzo y col., 1991
tegracion DmpR - P, requieren el factor IHF para una
. P. sp. CF600 S Sze y col., 2001)
del huésped) [pVI150] expresion optima.

12
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Pseudomonas IHF se une a una region dentro del
IHF fuorescens ST promotor Py, y es esencial para la (Santos y col., 2002)
transcripcion del operén styABCD.

PtsN (ITAN") P. putida mt-2 Proteinas implicadas en la represion (Casesy col., 1999; Cases

y PtsO (NPr) [PWWO] catabolica por glucosa sobre el promotor P,. y col., 2001)
Cyo . ‘s ‘1
(citocromo o P. putida H Interylene en la represién catabolica por
ubiquinol [ PGHI] succinato del promotor P, (degradacion (Petruschkay col., 2001)
q p de fenol).
oxidasa)
Cre Participa en la represion catabdlica en

medio rico LB de las rutas de degradacion
P. putida KT2440 de 4-OH-fenilpiruvato, homogentisato, (Morales y col., 2004)
benzoato, catecol, 4-OH-benzoato y

(control de la
represion por

catabolito)
protocatecuato.
CRP Interviene activando la expresion de las
(proteina rutgs de degradacion de AFA,'3- y '4—QH- .
receptora de E. coli W fen%lac‘etat('), ' ‘ 3—0H-fen11proplénlco, (Prieto y col., 2004)
cAMP) feniletilamina, tiramina y dopamina cuando

no hay represion catabdlica por glucosa.

Uno de los factores que juega un papel en la regulacion sobreimpuesta es IHF, implicado en la
regulacion de la transcripcion de muchos promotores dependientes del factor >* en diferentes estirpes
bacterianas y también de algunos promotores dependientes de ’’. IHF puede tanto estimular como
reprimir la transcripcion, actuando de forma directa o en conjunto con otras proteinas reguladoras
(Freundlich y col., 1992; Pérez-Martin y col., 1994; Goosen y van de Putte, 1995). Esta proteina de
union al DNA produce una acusada curvatura en la molécula de DNA, de aprox. 160° (Rice y col.,
1996). Se han descrito diferentes mecanismos de actuacion para IHF, entre los que se encuentran el
facilitar el contacto entre las proteinas activadoras unidas y la RNA polimerasa para que tenga lugar la
transcripcion, restringir la especificidad de la activacion transcripcional a un tinico regulador unido a
sus regiones UASs (Upstream Activator Sequence) (Claverie-Martin y Magasanik, 1992; Pérez-Martin
y de Lorenzo, 1995; Dworkin y col., 1997), ayudar al reclutamiento de la RNA polimerasa por el
promotor (Bertoni y col., 1998), ayudar a la unién de los reguladores a sus UASs (Jovanovic y col.,

1999) y promover y/o estabilizar el complejo abierto de la transcripcion (Sze y col., 2001).

Uno de los tipos de regulacion global mas importantes es la represion catabdlica, fendmeno comun
en la regulacion de las rutas catabodlicas de compuestos aromaticos en Pseudomonas (Shingler, 2003) y
que hace referencia tanto al proceso regulador que permite a las células usar preferentemente una
fuente de carbono determinada frente a otras cuando hay una mezcla de ellas en el medio (Magasanik,
1970; Ullmann, 1996), como a una represion parcial que provoca un descenso en la transcripcion a
partir de un promotor en presencia de una fuente de carbono adicional (Shingler, 2003). Las

estrategias de regulacion que tienen lugar en los procesos de represion catabdlica pueden interferir con
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el sistema de transporte o bien con la expresion de las rutas catabodlicas de las fuentes de carbono no

preferentes (Stiilke y Hillen, 1999).

2. El estireno.
2.1. Caracteristicas generales del estireno.

El estireno (CgHg, CAS-100-42-5), también conocido por feniletileno, vinilbenceno, estirol y
cinameno, es el mas simple de los alquenilbencenos y es un compuesto aromatico, hidrofobico y
extremadamente volatil que se emplea en las industrias petroquimicas y de procesamiento de
polimeros, liberandose al medio ambiente importantes cantidades de este compuesto como
consecuencia, tanto en forma liquida como gaseosa. Se emplea en la industria quimica, bien como
material de partida en la fabricacion de plasticos, diversos tipos de gomas y resinas sintéticas, bien
como disolvente de otras sustancias en la industria de procesamiento de polimeros, lo que implica su
presencia en muchos de los eluidos resultantes de estos procesos industriales. La cadena lateral vinilo
presente en el estireno le confiere la capacidad de formar largas cadenas de polimeros y co-polimeros,
caracteristica aprovechada para la sintesis de multitud de materiales, entre los que destacan la espuma
de poliestireno expandida, utilizada en embalajes, y la resina ABS, co-polimero de acrilonitrilo,
butadieno y estireno. El poliestireno, producto resultante de la polimerizacion del estireno, es un
plastico econémico y resistente, con el que se fabrican multitud de materiales, como piezas de
ordenadores, maquetas, juguetes, recipientes de uso industrial y doméstico, recubrimientos de paredes,
revestimientos internos de refrigeradores, etc.

Los procesos de sintesis, almacenamiento y manipulacion industrial del estireno suponen riesgos
potenciales ya que incluso a muy bajas concentraciones es un compuesto nocivo para la salud humana.
Su notable volatilidad dificulta su contencidn, siendo la inhalacidén accidental la causa mas frecuente
de intoxicacion por estireno. Una vez dentro del organismo, su caracter liposoluble favorece su
acumulacion en las membranas celulares (Bond, 1989), afectando especialmente a la transmision de la
sefal de las células del sistema nervioso. Se han llevado a cabo numerosos estudios que describen
diversos sintomas relacionados con la exposicion laboral a estireno. Los efectos en los trabajadores
expuestos a la inhalacidn de estireno pueden ser de caracter leve, como la irritacidon de zonas expuestas
a este compuesto (ojos, piel, vias respiratorias, etc) o mas severo a largo plazo sobre el sistema
nervioso, como somnolencia, dificultad en la concentracion, pérdida de memoria, vértigo, alteraciones
en la percepcion de los colores, etc. Exposiciones a dosis elevadas de estireno pueden causar dafios no
solo en el sistema nervioso sino en 6rganos relacionados con la absorcion, catabolismo y excrecion del
estireno, como los pulmones, rifiones e higado (Fielder y Lowing, 1981). El metabolismo del estireno
se lleva a cabo principalmente en el higado, por accion de complejos enzimaticos de la familia del
citocromo P-450 que catalizan la oxidaciéon progresiva de la cadena lateral vinilo, transformandolo

sucesivamente en epoxiestireno, feniletanodiol, acido mandélico y acido fenilglioxilico (Figura 2.6).
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Algunos de los metabolitos que se forman durante el proceso de degradacion del estireno son ain mas
peligrosos que el propio estireno. El epoxiestireno, el primero de los metabolitos intermediarios del
catabolismo hepatico, estd reconocido como carcindgeno y presenta una importante actividad

mutagénica (Conti y col., 1988).

4 N\
0\ OH OH
HC—CH OH C— -
Estireno Epoxiestireno Feniletanodiol Acido mandélico  Acido fenilglioxilico
| J

FIGURA 2.6. Metabolismo hepatico del estireno. Los productos finales, acido mandélico y acido

fenilglioxilico, son excretados finalmente en la orina.

El estireno se forma en la naturaleza a través de la descarboxilacion del acido cinamico,
principalmente (Shirai y Hisatsuka, 1979; Shimada y col., 1992). También se ha descrito su presencia
en pequefias cantidades y de forma natural en algunas plantas y comidas, como frutas, vegetales,
nueces, carnes, etc (Smith, 1994). Sin embargo, es su utilizaciéon masiva en la industria quimica la que
le confiere un importante riesgo medioambiental. Los principales métodos utilizados para eliminar
estos vertidos toxicos son la inyeccion bajo tierra, esparcimiento en el suelo y combustion para la
obtencion de energia. Sin embargo, estos métodos no son adecuados. La combustion del estireno
genera la emision de compuestos organicos nocivos y contaminantes, incluyendo hidrocarburos
aromaticos policiclicos y monéxido de carbono (Westblad y col., 2002). Cuando es liberado a la
atmosfera, el estireno reacciona con el ozono troposférico con una vida media de 2,5 horas.
Finalmente, estudios sobre la degradacion del estireno cuando es liberado al suelo (Fu y Alexander,
1992) han demostrado que el porcentaje de eliminacion varia en funcion del tipo de ambiente en el que
se encuentra, el grado de oxigenacion y el tipo de microorganismos presente, detectandose las mayores
tasas de mineralizacion en suelos organicos y aguas residuales. Es en este sentido, cuando se pone de
manifiesto el importante papel desempefiado por los microorganismos y la posible utilizacion de los
mismos para la biorremediacidon de las zonas contaminadas, lo que hace importante un estudio mas
exhaustivo del funcionamiento del proceso catabdlico del estireno y de la regulacion de éste en los

mismos.
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2.2. Metabolismo microbiano del estireno.

Desde 1970 un gran nimero de microorganismos han sido aislados a lo largo de todo el planeta a
partir de distintos suelos contaminados con estireno. Los microorganismos capaces de utilizar estireno
como Unica fuente de carbono y energia incluyen especies de Pseudomonas, Rhodococcus, Nocardia,
Xanthobacter 'y Enterobacter, asi como la levadura negra Exophiala jeanselmei (revisado en

(Hartmans, 1995).

2.2.1. Metabolismo anaerébico del estireno.

Poco se conoce acerca del metabolismo anaerébico del estireno. En 1990 se publico el primer
trabajo en el que se estudiaba la mineralizacion del estireno por asociaciones microbianas en
condiciones de anaerobiosis (Grbic-Galic y col., 1990), en un consorcio anaerdbico enriquecido con
estireno y acido ferulico. Pese a la deteccion de un gran ntimero de intermediarios aromaticos, la
principal ruta de degradacion del estireno en condiciones de anaerobiosis consiste en su conversion en
acido fenilacético (AFA) via 2-feniletanol y fenilacetaldehido. El AFA generado es transformado en
acido benzoico via bencilalcohol y benzaldehido de forma parecida a la ruptura en meta de la
degradacion del tolueno codificada por el plasmido TOL, pWWO (Grbic-Galic y col., 1990) (Figura
2.7).
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2.2.2. Metabolismo aerobico del estireno.
Se han descrito dos vias principales para la degradacion aerdbica del estireno, una de las cuales
implica la oxidacion inicial de la cadena lateral de vinilo (O'Connor y col., 1996), mientras que la otra

se basa en un ataque directo al ntiicleo aromatico (Warhurst y col., 1994).

a) Ataque directo del anillo aromatico.

Existen evidencias de que algunos microorganismos degradan el estireno mediante el ataque
inicial de una oxigenasa sobre el anillo aromatico. Asi, se ha descrito que cuando se cultiva P. putida
MST en estireno se detecta la acumulacion de 1,2-hidroxi-3-vinil-3-ciclohexeno en el medio de cultivo
(Bestetti y col., 1984). Un ataque directo al anillo aromatico también ha sido propuesto en el caso de
Xanthobacter sp. 124X (Hartmans y col., 1989). Sin embargo, tan s6lo en R. rhodochrous NCIMB
13259 (Warhurst y col., 1994) se ha demostrado, mediante estudios de cromatografia en capa fina y
RMN, que la ruta de degradacion del estireno tiene lugar mediante la hidroxilacién inicial del anillo
aromatico para dar lugar a 3-vinilcatecol, que es metabolizado mas tarde a través de un proceso de
ruptura meta que implica la accion de las enzimas catecol 2,3-dioxigenasa, semialdehido hidrolasa,

hidratasa, y aldolasa, para dar lugar finalmente a acetaldehido y piruvato.

b) Oxidacion de la cadena lateral.

En condiciones aerdbicas, el estireno es generalmente metabolizado via oxidacion de su cadena
lateral vinilo (Hartmans y col., 1989; O'Connor y col., 1996). La literatura indica la existencia de una
ruta predominante para la oxidacion de la cadena lateral del estireno, que implica la conversion de
dicho compuesto en AFA, aunque existen algunos trabajos que indican pequefias variaciones en la
misma. En Pseudomonas, las proteinas StyA, StyB, StyC, StyD y StyE han sido implicadas en este
proceso (Figura 2.8).

El ataque a la cadena de vinilo implica un primer paso de oxidacién catalizado por una estireno
monooxigenasa de dos componentes para dar lugar a la formaciéon del epoxido de estireno o
epoxiestireno (Hartmans y col., 1990; Marconi y col., 1996; Beltrametti y col., 1997; Panke y col.,
1998; Velasco y col., 1998; O'Leary y col., 2001; Otto y col., 2004). StyA es el componente principal,
tiene actividad oxigenasa, dependiente de FADH,, y cataliza la oxidacion del doble enlace de la
cadena lateral vinilo del estireno generando epoxiestireno. StyB presenta actividad FAD reductasa, es
responsable de la regeneracion del FADH, utilizado en la oxidacion del estireno a expensas de la
oxidacion de NADH, y es el componente esencial para la completa actividad de la estireno
monooxigenasa (Beltrametti y col., 1997).

En la mayoria de los casos, el epoxiestireno es isomerizado a fenilacetaldehido por la accién de la
epoxiestireno isomerasa StyC (Hartmans y col., 1990; Utkin y col., 1991; Beltrametti y col., 1997;

Velasco y col., 1998), aunque también se ha descrito la conversion del epoxiestireno en 2-feniletanol
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en una cepa de E. coli que expresa un fragmento de DNA de 2,3 kb del cromosoma de P.fluorescens
ST (Marconi y col., 1996).

Por 1ltimo, el fenilacetaldehido es transformado en AFA gracias a una fenilacetaldehido
deshidrogenasa dependiente de NADH (StyD). Esta actividad enzimatica se ha descrito en varios
microorganismos, como son E. coli (Ferrandez y col., 1997; Hanlon y col., 1997), Corynebacterium
sp. ST-10 (Itoh y col., 1996) y varias Pseudomonas (Hartmans y col., 1990; Beltrametti y col., 1997;
Panke y col., 1998; Velasco y col., 1998). La reduccion del fenilacetaldehido a 2-feniletanol mediante
la actividad catalitica de una fenilacetaldehido reductasa ha sido descrita para Xanthobacter sp. 124X

y Corynebacterium sp. ST-10 (Itoh y col., 1997; Jones y col., 1997).

o 0] o
~ Il Il
CH CH CH C
/ 2 | 2 / \
HC HC™ ) H, OH
SMO SOl PADH
StyA StyC StyD
StyB
Estireno Epoxiestireno Fenilacetaldehido Acido fenilacético
FIGURA 2.8. Pasos iniciales de la ruta de PAR
degradacion del estireno en varias \'\.\
bacterias. SMO: estireno monooxigenasa; AN OH
SOI:  epoxiestireno  isomerasa; PADH: \\ I
fenilacetaldehido deshidrogenasa. La N\ _-CH,
actividad fenilacetaldehido reductasa (PAR) ~. H.C

ha sido caracterizada en Corynebacterium sp.
ST-10 (Itoh y col.,, 1997), aunque su
actividad se conoce también en E. coli
(Beltrametti y col., 1997). En Pseudomonas:
StyA y StyB, estireno monooxigenasa; StyC,
epoxiestireno isomerasa; StyD, 2-Feniletanol
fenilacetaldehido deshidrogenasa.

Si bien se pens6 en un principio que el 2-feniletanol era un intermediario de la ruta de oxidacion,
estudios mas recientes parecen excluir esta posibilidad y apuntan a que en realidad este compuesto es
un metabolito lateral que se genera y se excreta cuando los niveles de fenilacetaldehido intracelulares
pueden tener efectos toxicos. Se ha comprobado que la formacion de 2-feniletanol no se produce por
la reduccion directa del epoxiestireno, sino del fenilacetaldehido generado por accion de la
epoxiestireno isomerasa. Se han propuesto dos rutas divergentes para la mineralizacion del estireno en
Corynebacterium sp. ST-10 (Itoh y col.,, 1997), la primera produciendo la oxidacion del
fenilacetaldehido en AFA y la segunda la reduccion del fenilacetaldehido a 2-feniletanol. Sin
embargo, el hecho de que la mayoria de las investigaciones sugieran que el metabolismo del 2-
feniletanol se produce mayoritariamente a través del la formacion de AFA, asi como la baja

especificidad por el sustrato que exhibe la fenilacetaldehido reductasa descrita en Corynebacterium sp.
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ST-10, estarian en consonancia con una posible funcion destoxificadora de esta enzima (Alonso,
2002).

Se ha escrito que en P. putida CA-3 StyE es el transportador especifico de estireno al interior
celular, siendo su presencia esencial para que la degradacion del estireno tenga lugar (Mooney y col.,
2006). La proteina StyE presenta similitud con algunas proteinas de membrana bacterianas,
especialmente con las implicadas en el transporte de compuestos aromaticos como son CumH de P.
Sfluorescens 1P01 (Habe y col., 1996), XyIN de P. putida PAW1 (Kasai y col., 2001), TbuX de
Ralstonia picketti PKO1 (Kahng y col., 2000) y TodX de P. putida F1 (Wang y col., 1995). En cambio,
en Pseudomonas sp. Y2y P. fluorescens ST el gen styE se encuentra truncado, lo que parece indicar
que su producto no juega un papel esencial en el metabolismo del estireno en estas bacterias.

Las distintas proteinas Sty de Pseudomonas sp. Y2 presentan una alta identidad con sus

homologas descritas en otras Pseudomonas, como aparece reflejado en la Tabla 2.3.

TABLA 2.3. Porcentaje de identidad de las proteinas Sty de Pseudomonas sp. Y2 (%) con las

proteinas analogas descritas en otras bacterias.

Microorganismo StyS StyR StyA StyB StyC StyD StyE
P. fluorescens ST 89,0 97,0 94,0 94,0 92,0 97,0 N.D.
Pseudomonas sp. VLB120 | 91,0* 97,0 94,0 98,0 97,0 96,0 N.D.
P. putida CA-3 N.D. N.D. 95,0 90,0 N.D. N.D. 98,0
P. putida SN-1 N.D. N.D. 94,0 90,0 95,0 98,0 N.D.
P. putida S-12 N.D. N.D. 94,0 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.: secuencia no localizada en la base de datos de secuencia GenBank. * Porcentaje de identidad de los ultimos 258
aminoacidos, ya que se desconoce la secuencia completa de StdS en Pseudomonas sp. VLB120. Codigo de acceso de las
secuencias depositadas en GenBank: P.fluorescens ST (AF024619, 792524), Pseudomonas sp. VLB120 (AF031161); P.
putida CA-3 (EU155061, AY450871), P. putida SN-1 (DQ177365), P.putida S-12 (Q33471).

La conversion del estireno en AFA se ha denominado ruta superior de degradacion del estireno
(O'Connor y col., 1995; Velasco y col., 1998), y ha sido descrita en algunas de las bacterias estudiadas
hasta la fecha, como son Xanthobacter sp. 124X (Hartmans y col., 1989), Xanthobacter sp. S5
(Hartmans y col., 1990), P. putida CA-3 (O'Connor y col., 1995), P. fluorescens ST (Marconi y col.,
1996), Pseudomonas sp. VLB120 (Panke y col., 1999) y Pseudomonas sp. Y2 (Utkin y col., 1991;
Velasco y col., 1998). Una version truncada de la ruta superior parece operar en Corynebacterium sp.
AC-5 (Itoh y col., 1996).

Las sucesivas etapas de degradacion del AFA en condiciones aerobias incluyen su inicial
conversion en FA-CoA (Olivera y col., 1994; Mifiambres y col., 1996; Ferrandez y col., 1998) seguida
de una serie de transformaciones enzimdticas hasta intermediarios del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA). El conjunto de estas etapas se conoce como ruta inferior de degradacion del

estireno (Figura 2.9).
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Los estudios en E. coli K-12 (Ismail y col., 2003) y E. coli W (Nogales y col., 2007) aportan la
propuesta mas completa hasta la fecha de los pasos de la ruta catabolica del AFA. Segtin el modelo
propuesto, el AFA se transforma en FA-CoA mediante la actividad fenilacetil-CoA ligasa PaaF, como
ya habia sido demostrado anteriormente (Martinez-Blanco y col., 1990; Ferrandez y col., 1998;
Olivera y col., 1998). El FA-CoA es atacado por el complejo fenilacetil-CoA (di)oxigenasa/reductasa
(PaaGHIJK), formandose un derivado cis-dihidrodiol de FA-CoA. Este intermediario no aromatico
sufre la apertura del anillo en una serie reacciones en las que estan implicadas las proteinas PaaB
(enoil-CoA hidratasa/isomerasa), PaaN (enzima de ruptura del anillo, con moddulos aldehido
deshidrogenasa y MaoC-deshidratasa) y PaaE (cetotiolasa). El producto de la ruptura del anillo, el 3-
hidroxiadipil-CoA, se degrada a través de un proceso similar a una [-oxidacion, en el cual se
transforma via B-cetoadipil-CoA en succinil-CoA y dos moléculas de acetil-CoA. Estas ultimas etapas
estan catalizadas por las proteinas PaaA (enoil-CoA hidratasa/isomerasa) y PaaC (3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa), que convierten el 3-hidroxiadipil-CoA en B-cetoadipil-CoA, y posteriormente por
PaaE (cetotiolasa), que transforma el B-cetoadipil-CoA en succinil-CoA y acetil-CoA (Nogales y col.,
2007). La proteina PaaD, implicada en propuestas iniciales, parece no tener un papel esencial en el
catabolismo del AFA (o bien su funcidén es reemplazada por alguna otra proteina de la bacteria),
puesto que mutantes de E. coli K-12 en el gen que la codifica no ven afectada su capacidad de

crecimiento empleando AFA como tnica fuente de carbono (Ismail y col., 2003).
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FIGURA 2.9. Ruta inferior del catabolismo del estireno. Esquema con la posible ruta catabolica del AFA, basada en
los datos obtenidos en E. coli K-12 (Ismail y col., 2003)y E.coli W (Nogales y col., 2007). Se ha incluido el sistema de
transporte (PaaM, porina; Paal, permeasa) que se encuentra en P. putida U (Olivera y col., 1998). Figura tomada de
(Bartolomé-Martin, 2006).
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Se ha descrito que la degradacion de otros compuestos aromaticos estructuralmente relacionados

con el AFA, a parte del estireno, convergen con esta ruta, que por ello adquiere una gran importancia

como ruta central en el metabolismo de compuestos aromaticos. El conjunto de rutas catabodlicas

convergentes han recibido el nombre de catabolon del FA-CoA (Olivera y col., 1998; Luengo y col.,

2001) (Figura 2.10), que se presenta como una unidad funcional compleja integrada por diferentes

rutas catabolicas que se encuentran reguladas de forma coordinada y que llevan a cabo la degradacion

de compuestos estructuralmente parecidos hasta un intermediario comun. En este caso, el

intermediario comtn es el FA-CoA (Figura 2.10).
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2.3. Genética de la degradacion del estireno.

En general, los genes responsables de la degradacion de los compuestos aromaticos se encuentran
agrupados dando lugar a conjuntos génicos (clusters) que codifican las actividades enzimaticas de las
distintas rutas catabolicas y estan distribuidos a lo largo del cromosoma bacteriano o del DNA
plasmidico. A su vez, los grupos génicos estan organizados en operones catabdlicos, genes de

transporte y genes reguladores.

2.3.1. Organizacion genética de la ruta szy.

En 1997 se publicé por primera vez la caracterizacion a nivel genético de la ruta superior de
degradacion del estireno o ruta sty en P. fluorescens ST (Beltrametti y col., 1997). Posteriormente este
conjunto de genes ha sido caracterizado total o parcialmente en otras estirpes de Pseudomonas, como
son Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998); Pseudomonas sp. VLB120 (Panke y col., 1998) y P.
putida CA-3 (O'Leary y col., 2001; O'Leary y col., 2002).

La localizacion de los genes responsables de la ruta s#y se ha definido para P. fluorenscens ST
(Beltrametti y col., 1997) y Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998), confirmandose que se
encuentran en el cromosoma bacteriano.

Los genes sty de Pseudomonas estan organizados en dos operones localizados en posiciones
contiguas en el cromosoma. Son los operones styABCDE y stySR, que se transcriben como dos RNAs
mensajeros policistronicos (Velasco y col., 1998; Santos y col., 2000; O'Leary y col., 2001) (Figura
2.11). Los genes styABCD codifican las actividades enzimaticas encargadas de la transformacion del
estireno en AFA, siendo su funcion, por tanto, catabolica. Los genes stySR codifican proteinas con
funcion reguladora y son responsables del control de la transcripcion de los genes sty catabolicos en
presencia de estireno. El grado de conservacién de la organizacion de los genes s#y, asi como la
similitud en la secuencia de los productos codificados, permite suponer un mismo origen evolutivo de

todos ellos (Alonso, 2002) (Figura 2.11).
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FIGURA 2.11. Genes implicados en la degradaciéon aerobia del estireno en distintas Pseudomonas. Comparacion
de los genes sty de diferentes bacterias del género Pseudomonas. A la derecha de cada esquema se sefala el
microorganismo en el que se ha caracterizado la ruta y el codigo de acceso de las secuencias depositadas en el GenBank.
Las areas rayadas indican las regiones que no se encuentran disponibles en las bases de datos, pero de cuya existencia se
tienen evidencias experimentales. El gen styE se encuentra interrumpido por la secuencia de insercion IS1162 en P.
fluorescens ST, aunque es funcional en P. putida CA-3 (Mooney y col., 2006). Modificado a partir de (Alonso, 2002;
O'Leary y col., 2002; Bartolomé-Martin, 2006)

3.2. Organizacion genética de la ruta paa.

Los genes responsables del catabolismo aerobico del AFA han sido identificados y caracterizados
en las bacterias degradadoras de estireno Pseudomonas sp. Y2 (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin
y col., 2004), P. fluorescens ST (di Gennaro y col., 2007) y, parcialmente en P. putida CA-3
(O'Connor y col., 1997, O'Leary y col., 2005). Estos genes también han sido identificados y
completamente caracterizados en otros microorganismos que carecen de la ruta sty, como son E. coli
W (Ferrandez y col., 1998), P. putida U (Olivera y col., 1998; Luengo y col., 2001) y A. evansii
(Mohamed y col., 2002; Rost y col., 2002). Ademas, se ha descrito la presencia de los genes paa en
otras bacterias, como es el caso de P. putida KT2440 (Luengo y col., 2001; Jiménez y col., 2002),
Rhodococcus sp. RHA1 (Navarro-Llorens y col., 2005), Arthrobacter oxydans CECT386 (Navarro-
Llorens y col., 2008) e incluso en especies del género Thermus (Kunishima y col., 2005; Song y col.,
20006). Precisamente en Pseudomonas sp. Y2 se ha identificado la coexistencia de dos clusters génicos
funcionales que codifican las actividades enzimdticas responsables de la degradacion del AFA: el
cluster paal, que se encuentra localizado a continuacion de los genes sty, y el cluster paa2, que se
localiza en otro lugar del cromosoma.

La organizacion de los genes paa en distintas estirpes bacterianas presenta algunas diferencias,
como puede observarse en la Figura 2.12. Asi, en E. coli, los genes paa catabolicos se agrupan en dos
operones divergentes (paaGHIJKABCDEF y paaN), mientras que los genes reguladores paaXY
constituyen el tercer operon (Ferrandez y col., 2000). En P. putida U los genes paa se encuentran
organizados en cinco operones contiguos: paaABCEF, paaGHIJK, paalLMN, paaY y paaX (Olivera y
col., 1998). En el caso de Pseudomonas sp. Y2, datos previos sugieren la existencia de 4 operones en

el cluster paal: paaABCDEF, paaGHIKJ, paal. Ny paaN2YX; a continuacion, en la region que separa
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el cluster paal del cluster génico sty, se localiza el gen paaF2, que parece transcribirse
independientemente (Alonso y col., 2003). En el cluster paa2 se ha propuesto la existencia de cuatro
operones: paaY2X2, paaA2B2C2D2E2F2, paaG2H2I2J2K2 y paaP2L2MN3 (Bartolomé-Martin y
col., 2004).
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Figura 2.12. Comparacion de la organizacion de los clusters paa en varios microorganismos. Los numeros de acceso
en el GenBank de las secuencias correspondientes se muestran en azul. Se ha utilizado la nomenclatura consenso
propuesta por Luengo y col. (2001), denominando paaN2 a los genes de A. evansii KB740 y D. aromatica RCB similares
a paaN2 de Pseudomonas sp. Y2. El gen paaR de A. evansii KB740 codifica un regulador transcripcional de la familia
TetR, que podria realizar las funciones del represor de la ruta, PaaX, ausente en esta bacteria (Mohamed y col., 2002;
Rost y col., 2002). Los genes Daro0376, Daro0382, Daro0383 y IcIR de D. aromatica RCB, al igual que los genes PY01,
PY02, PY03 y PY04 del cluster paa2 de Pseudomonas. sp. Y2, parecen no estar relacionados con el catabolismo del
AFA. Figura tomada de Bartolomé-Martin, 2006.

Los genes paaABCDEFGHIJK codifican las correspondientes proteinas Paa, implicadas en la
catalisis de las transformaciones que convierten el AFA en intermediarios del TCA (apartado 2.2.2).

El gen paaX codifica la proteina reguladora PaaX, cuyo papel como represor de la transcripcion de
los genes paa ha sido probado (Ferrandez y col., 2000). El papel de la proteina PaaY es poco conocido
aun, aunque parece intervenir en el proceso de induccion de la ruta, ya que su ausencia retrasa de
forma significativa el crecimiento en AFA de E. coli W (Fernandez, 2005). En P. putida U, P. putida
KT2440 y Pseudomonas sp. Y2 ambos genes también estan contiguos, aunque su orden es inverso
(paa¥X).

En P. putida U, P. putida KT2440 y P. fluorescens ST, aparecen dos genes que no estan presentes
en E. coli y cuya funcion puede estar relacionada con el transporte del AFA al interior celular: el gen

paaM, que podria codificar una porina que conduciria el AFA al espacio periplasmico a través de la
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membrana bacteriana externa, y el gen paal, que podria codificar una permeasa que introduciria el
AFA en la célula atravesando la membrana citoplasmica (Olivera y col., 1998). Estos dos genes
también se han identificado en el cluster paa2 Pseudomonas sp. Y2. En el cluster paal de esta
bacteria el gen paaM estd ausente. Finalmente se ha propuesto la existencia en los dos clusters paa de
Pseudomonas sp. Y2 de un gen paaP, cuya confirmacion funcional estd pendiente, pero cuya
secuencia se ha descubierto también en los cluster paa de otras bacterias (Bartolomé-Martin y col.,

2004).

2.4. Regulacion del catabolismo aerobio del estireno: regulacion las rutas sty y paa.

2.4.1. Regulacion de la ruta szy.

2.4.1.1. Regulacion del operon sty catabolico.

La trancripcion del operdn catabdlico styABCD es dependiente de la presencia de estireno en el
medio, lo que ha sido demostrado para distintas estirpes de Pseudomonas, como son Pseudomonas sp.
Y2 (Velasco y col., 1998), P. fluorescens ST (Santos y col., 2000) y P. putida CA-3 (O'Leary y col.,
2001). Estudios realizados en E. coli con elementos de la ruta sty de Pseudomonas sp. Y2,
Pseudomonas sp. VLB120 y P. fluorescens ST, junto con experimentos de union proteina-DNA, han
permitido concluir que las proteinas StyS y StyR son imprescindibles para que tenga lugar la
induccion dependiente de estireno de la transcripcion de los genes sty catabolicos (Panke y col., 1998;
Velasco y col., 1998; Santos y col., 2000; Leoni y col., 2005). También se ha demostrado en P. putida
CA-3 que la expresion de los genes sty catabodlicos es totalmente dependiente de la expresion de los
genes stySR (O'Leary y col., 2001). Es importante sefialar el papel que juega el AFA, producto final de
la ruta, como represor de la expresion de los genes sty en Pseudomonas sp. Y2 (Alonso, 2002), P.
putida CA-3 (O'Leary y col., 2001) y P. fluorescens ST (Santos y col., 2000), aunque el mecanismo de
esta represion es todavia desconocido. La expresion de los genes sty se encuentra asi mismo sometida
a represion catabolica por otras fuentes de carbono, aunque, en este punto, existen algunas diferencias

entre las distintas estirpes de Pseudomonas.

2.4.1.2. El sistema regulador StyS-StyR.

Los genes stySR, implicados en la regulacion de la ruta sy, codifican dos proteinas, StyS y StyR,
que presentan una elevada similitud en su composicién en aminoacidos con miembros de la familia de
sistemas de transduccion de sefales de dos componentes (Reizer y Saier, 1997). Ambos genes se
agrupan formando parte de un mismo operon, constituyendo asi una unica unidad transcripcional
(O'Leary y col., 2001). Los sistemas de regulacion de dos componentes no son comunes en la

regulacion de las rutas de degradaciéon de compuestos aromaticos, y son muy pocos los que se han
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descrito; son los casos de la degradacion del tolueno en P. putida F1 (Lau y col., 1997) y Thauera sp.
T1 (Coschigano y Young, 1997) y de la degradacion de bifenilos en Rhodococcus sp. M5 (Labbé y
col., 1997).

Los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes estan formados por una proteina
sensora con actividad histidina quinasa y un regulador de la respuesta. En presencia de una sefial
quimica adecuada, el componente HK cataliza la autofosforiacion dependiente de ATP de un residuo
de histidina (His) especifico, transfieriendo seguidamente el grupo fosforilo a un residuo de aspartico
(Asp) del dominio N-terminal del regulador de respuesta. Esta fosforilacion dispara la activacion del
dominio C-terminal de la proteina reguladora, que se une entonces a secuencias especificas del DNA,
en la mayoria de los casos, y regula la iniciacién de la transcripcion a partir de un determinado

promotor (Milani y col., 2005).

a) La proteina sensora StyS.

Es el mayor de los dos componentes del sistema y presenta una gran similitud con otras proteinas
quinasas sensoras, particularmente con TodS y TutC, que forman parte del sistema de regulacion del
tolueno en P. putida F1 (Lau y col., 1997) y P. putida DOT-T1E (Mosqueda y Ramos, 2000), y en
Thauera sp. T1 (Coschigano y Young, 1997), respectivamente. Estas proteinas, junto con la quinasa
sensora BpdS de Rhodococcus sp. M5 que responde a bifenilo y clorobifenilo (Labbé y col., 1997),
son las Unicas proteinas sensoras pertenecientes a sistemas de regulacion de dos componentes
implicados en el metabolismo de compuestos aromaticos descritas hasta la fecha.

La proteina StyS podria incluir en su estructura dos dominios histidina quinasa (HK1 y HK?2), dos
dominios sensores PAS y un dominio receptor del grupo fosfato (Velasco y col., 1998; O'Leary y col.,
2002). Junto con StyS, TodT es la tnica histidina quinasa conocida que contiene dos nucleos quinasa
perfectamente duplicados (Coschigano y Young, 1997; Lau y col., 1997). Los dominios sensores PAS
se encuentran generalmente en proteinas sensoras relacionadas con la deteccién de los niveles de
oxigeno, el potencial reductor y el nivel de energia intracelular (Taylor y Zhulin, 1999).

El mecanismo exacto por el que StyS detecta la presencia del estireno todavia no esta claro. El
primer dominio PAS es muy similar al primer modulo sensor de TodS (51 % de identidad),
responsable de la deteccion del tolueno en P. putida F1 (Busch y col., 2007), lo que hace probable que
el primer modulo sensor de StyS sea responsable de la deteccion del estireno. Asi, se ha sugerido que
el primer dominio PAS podria estar implicado en la deteccion del estireno extracelular, mientras que el
otro dominio PAS podria sensar la presencia de estireno como resultado de un potencial redox alterado
en la célula (Taylor y Zhulin, 1999; Santos y col., 2000; Milani y col., 2005).

Los modulos HK caracterizados en otras proteinas no so6lo tienen una funcion catalitica, union al
ATP y transferencia del grupo fosfato desde el ATP hasta la histidina receptora, sino que también
juegan un papel importante en la dimerizacion (Dutta y col., 1999). Debido a ello, es muy probable

que StyS actiie como homodimero.
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b) El regulador de respuesta StyR.

La proteina StyR pertenece a la subfamilia FixJ/NarL de reguladores de respuesta (RR) y presenta
una gran similitud con muchos reguladores de respuesta de sistemas de transduccion de sefiales de dos
componentes, como es el caso de TodT (Lau y col., 1997) y TutB (Coschigano y Young, 1997),
pertenecientes al sistema de regulacion del tolueno. Recientemente se ha caracterizado la estructura de
StyR de P. fluorescens ST (Milani y col., 2005) mediante cristalizacion y se ha propuesto asi mismo
un mecanismo de accion para este RR. También se han llevado a cabo estudios estructurales y de
funcionalidad con StyR de Pseudomonas sp. Y2 (Rodes, 2007).

StyR presenta dos dominios diferenciados, el dominio regulador N-terminal y el dominio C-
terminal de unién al DNA, entre los que existe una region conectora que los mantiene completamente
separados, permitiendo que puedan acceder a StyS, para su fosforilacion, y al DNA, respectivamente
(Milani y col., 2005). El dominio receptor/regulador N-terminal presenta el plegamiento una estructura
semejante a la de otros reguladores de respuesta (Robinson y col., 2003), como CheY (Volz y
Matsumura, 1991), NarL (Baikalov y col., 1996), PhoB (Sola y col., 1999) o FixJ (Birck y col., 1999).
El dominio C-terminal de StyR de unidon al DNA presenta el plegamiento tipico de la subfamilia
FixJ/NarL compuesto por cuatro hélices (a6- a9), dos de las cuales forman un motivo HTH (helix turn
helix) de union al DNA. Los dominios N- y C-terminal se encuentran separados por una secuencia
conectora, también denominada Q-linker debido a su alto contenido en residuos de glutamina
(Wootton y Drummond, 1989). A diferencia de lo que ocurre para otros reguladores de respuesta, la
region conectora de StyR mantiene a los dominios N- y C-terminal de la proteina separados como
consecuencia de la disposicion extendida y helicoidal que adopta el conector (Milani y col., 2005;
Rodes, 2007). La estructura terciaria de StyR permite que la mayor parte de su region C-terminal se
encuentre expuesta, lo que permite su interaccion con el DNA.

El mecanismo propuesto para la activacion de la proteina StyR de Pseudomonas sp. Y2 (Rodes,
2007) implica que la proteina, inicialmente desfosforilada y libre, seria fosforilada por StyS, lo que
provocaria su dimerizaciéon y union al DNA. La dimerizacion y la unién al DNA de StyR pueden
ocurrir de forma simultanea y ser independientes de la fosforilacion, aunque el porcentaje de StyR
dimérica y unida al DNA es mucho menor en ausencia que en presencia de fosforilacion. Ademas, la
fosforilacion es imprescindible para que StyR active el proceso de transcripcion de los genes sty
catabolicos (Rodes, 2007). Un comportamiento similar se ha descrito para StyR de P. fluorescens ST
(Leoni y col., 2003; Milani y col., 2005) y para el regulador de respuesta PhoP de Salmonella enterica
(Perron-Savard y col.,, 2005). En el caso de StyR la dimerizacion es imprescindible para el
reconocimiento y la unioén a las secuencias palindromicas de DNA, y por tanto para su actividad

(Rodes, 2007).
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2.4.1.3. El promotor Pgy4.

El estudio de la regién promotora Py, de Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998) descubrio la
existencia de una secuencia palindromica (5'-ATAAACCATGGTTTAT-3") centrada en la posicion -
41, que se denominé StyRbox (Figura A.1 del Apéndice), y que es practicamente idéntica a la descrita
para la union de TodT al promotor de fodX (5'-ATAAACCATCGTTTAT-3") (Lau y col., 1997). El
sitio +1 de inicio de la transcripcion se encuentra 33 nt antes del codon de inicio de styA. La region
Py,.4 presenta una caja -10 extendida (TGTTAGCTT) y carece de la caja -35 tipica de los promotores
6"°, implicada en el reconocimiento del promotor por parte del factor 6’° de la RNA polimerasa. StyR
contiene un dominio de union al DNA similar al de los reguladores de respuesta de la clase 3, cuya
interaccién con la RNA polimerasa y los distintos factores sigma ha sido descrita (Reizer y Saier,
1997). La unidén de StyR al sitio StyRbox implica que StyR, una vez unido al DNA, estaria proximo al
sitio que, en otros promotores, recibe al factor ¢'°, por lo que es posible que el mecanismo de

actuacion de StyR implique la interaccion de esta proteina con el factor ¢’

o con alguna de las
subunidades que componen el core de la RNA polimerasa, de forma que podria atraer a ésta hacia la
caja -10 extendida de Py, inicidndose asi la transcripcion de los genes sty catabolicos (Velasco y col.,
1998; O'Leary y col., 2001). Posteriormente se ha propuesto la existencia de tres sitios de union para la
proteina StyR, en la region Py, de P. fluorescens ST: ademas del sitio STY2 (que coincide con la
StyRbox de Pseudomonas sp. Y2), se proponen otros dos sitios de media (STY1) y baja afinidad
(STY3) por StyR, en relacién con la afinidad de la proteina por el sitio STY2, definido como de alta
afinidad (Leoni y col., 2005). En P. fluorescens ST se ha sugerido que la union de StyR al promotor
Py, tiene lugar de forma cooperativa (Leoni y col., 2003; Leoni y col., 2005). EI sitio STY1 se
encuentra situado delante del sitio STY2 y solapando parcialmente con el sitio de unioén para IHF,
constituyendo junto a éste la region URE (Upstream Regulatory Element) de este promotor. El factor
IHF presenta un efecto potenciador de la activacion de la transcripcion de styABCD en P. fluorescens
ST (Santos y col., 2002). Se ha propuesto que el sitio STY1 juega un papel positivo en la activacion
del promotor en condiciones de induccion, aunque también se apunta a que esta involucrado en la
represion del sistema mediada por glucosa en P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005). Igualmente se ha
propuesto que, cuando los niveles de StyR fosforilado presentes en la célula son muy elevados, dicha
proteina activadora puede unirse también al sitio de regulacion negativa STY3, situado al comienzo

del gen styA, actuando entonces como represor de la transcripcion (Leoni y col., 2003).

2.4.1.4. Regulacion del operon stySR.

Poco se conoce acerca de la regulacion del operon stySR, ya que la mayoria de los estudios
realizados hasta la fecha se han centrado en la regulacion del operon catabolico styABCD. Estudios de
expresion llevados a cabo en Pseudomonas sp. Y2 'y P. putida CA-3 han puesto de manifiesto que la
expresion de stySR so6lo es detectable en presencia de estireno (Velasco y col., 1998; O'Leary y col.,

2001; Bartolomé-Martin, 2006), lo que indica o bien unos niveles de trancripcion basales o bien una
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baja estabilidad de los transcritos en ausencia del inductor. En cambio, la expresion de s#ySR en P.
Sfluorescens ST parece ser constitutiva e independiente de la presencia o ausencia de estireno y de la
fuente de carbono presente en el medio, aunque la transcripcion de los genes sty catabdlicos requiere

la presencia de estireno (Santos y col., 2000).

2.4.1.5. Represion catabdlica del sistema sty.

Algunas fuentes de carbono no aromaticas, como acidos organicos y carbohidratos, producen una
represion de la ruta de degradacion del estireno en P. putida CA-3 y P. fluorescens ST (O'Connor y
col., 1995; Santos y col., 2000; O'Leary y col., 2001). Sin embargo, el perfil de represion catabdlica no
es idéntico para ambas estirpes, como puede observarse en la Tabla 2.4. Los mecanismos por los que

se produce la represion catabdlica de la expresion de los genes sty permanecen desconocidos.

TABLA 2.4. Represion catabélica del sistema sty por distintas fuentes de carbono.

Estirpe Fuentes de carbono que causan Fuentes de carbono no que causan
P represion catabolica. represion catabolica.
P. fluorescens ST Glucosa, acetato, glutamato, o ]
. . Arginina, glicerol.
citrato, succinato*, lactato*, LB.
P. putida CA-3 Citrato, glutamato. Glucosa, succinato, acetato.

Los datos para P. fluorescens ST se han obtenido de (Santos y col., 2000). Los datos para P. putida CA-3 se han
obtenido de (O'Connor y col., 1995; O'Leary y col., 2001). Las fuentes de carbono sefialadas con un asterisco s6lo

ejercen una represion parcial.

2.4.2. Regulacion de la ruta paa.

La expresion de los genes paa se induce en un medio con AFA (Ferrandez y col., 1998; Olivera y
col., 1998) aunque se ha demostrado, tanto en E. coli W (Ferrandez y col., 2000) como en P. putida U
(Garcia y col., 2000), que el verdadero inductor de la ruta es el FA-CoA. Estudios llevados a cabo en
E. coli W han puesto de manifiesto que la proteina PaaX actia como represor transcripcional de los
genes paa mediante su union a las regiones promotoras y que, en presencia de FA-CoA, esa union se
deshace y la proteina se libera de sus secuencias operadoras, lo que permite que la transcripcion tenga
lugar (Ferrandez y col., 2000). Este proceso ha sido descrito en E. coli W no solo para la regulacion de
los promotores Pa, Pz'y Px de los genes paa (Ferrandez y col., 2000; Fernandez, 2005), sino también
para el gen pac, que codifica la penicilina G acilasa en E. coli W y K. citrophila (Galan y col., 2004;
Kim y col., 2004).

La proteina PaaX ha sido clasificada dentro de la familia de reguladores transcripcionales de tipo

GntR por similitud de secuencia, e incluida en una subfamilia formada por un conjunto de proteinas
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similares al producto del gen paaX de E. coli W (Fernandez, 2005). El extremo N-terminal de PaaX
presenta un dominio HTH (kelix-turn-helix) de union al DNA. Los represores de tipo GntR ejercen su
accion impidiendo bien la union de la RNA polimerasa a la region promotora o bien la formacion del
complejo abierto de transcripcion (Tropel y van der Meer, 2004).

La secuencia consenso de unioén de PaaX a sus correspondientes regiones operadoras fue descrita
en un principio tanto para E. coli W (Ferrandez y col., 2000; Galan y col., 2004; Fernandez, 2005)
como para Pseudomonas sp. Y2 (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004) como una
secuencia palindromica de 15 pb (5"-WWTRTGATTCGYGWT- 3", siendo W=A 6 T; Y=C6T)y
14 pb (5'-WTWCTGTATCGCTT-3"), respectivamente. Estudios posteriores en E. coli W (Kim y col.,
2004) permitieron describir un nuevo motivo de union para PaaX, que engloba la secuencia anterior de
15 y la amplia, consistiendo en dos repeticiones invertidas de 6 pb separadas entre si por unas 27 pb
(5'-TGATTC----27 pb----GAATCA- 3").

La ruta paa se encuentra sometida a represion catabolica en presencia de glucosa en P. putida U
(Oliveray col., 1998) y E. coli W (Ferrandez y col., 2000; Ferndndez, 2005), pero no en Pseudomonas
sp. Y2 (Bartolomé-Martin, 2006). En el caso de E. coli W, el efecto represor de la glucosa es mediado
por CRP, y se ejerce exclusivamente sobre los promotores de los genes catabdlicos (Ferrandez y col.,
2000; Fernandez, 2005). Se ha comprobado que la regulacion especifica de estos genes a través del
represor PaaX estd sujeta a una regulacion sobreimpuesta mediada por reguladores globales como
CRP e IHF, que conectan la expresion de los genes catabdlicos de la ruta paa al estado metabdlico y

energético de la célula (Ferrandez y col., 2000).
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3. Pseudomonas sp. Y2.

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la regulacion transcripcional de los genes responsables
del catabolismo del estireno en Pseudomonas sp. Y2.

En 1991 se inform6 a la comunidad cientifica sobre el hallazgo de una bacteria perteneciente al
género Pseudomonas capaz de crecer utilizando como tnica fuente de carbono y energia los siguientes
compuestos: estireno, etilbenceno, 2-feniletanol, 1-feniletanol, acetofenona, fenilacetato y mandelato
(Utkin y col., 1991). Esta bacteria, que fue denominada Pseudomonas sp. Y2, habia sido aislada a
partir de suelos contaminados con gasolina, suministrando etilbenceno como tnica fuente de carbono
y energia. Los autores del articulo proponian que la degradacion del etilbenceno y estireno transcurria
via 2-feniletanol y fenilacetato, sin descartar la existencia de rutas alternativas.

En 1996 nuestro grupo de investigacion recibié una muestra de Pseudomonas sp. Y2. Todos los
intentos que se realizaron para conseguir su cultivo en etilbenceno fueron infructuosos, sin que se
hayan podido precisar las causas de esta pérdida de capacidades metabolicas (Alonso, 2002). Sin
embargo, se logré la caracterizacion genética y funcional de los genes que codifican la ruta superior de
degradacion del estireno (genes s#y) (Velasco y col., 1998; Alonso, 2002), que incluye las actividades
enzimaticas encargadas de la transformacion del estireno en AFA. Seguidamente, se llevd a cabo una
caracterizacion analoga de los genes responsables de la ruta inferior de degradacion del estireno,
también denominada ruta de degradacion del AFA (genes paa) (Alonso y col., 2003; Bartolomé-
Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006), que supone la transformacion de este ultimo compuesto
en intermediarios del ciclo de Krebs. Como ya se ha sefialado, en Pseudomonas sp. Y2 se ha
identificado la coexistencia de dos clusters funcionales para la degradacion del AFA, denominados
clusters paal y paa2, respectivamente. El primero se encuentra localizado contiguo de los genes sty,
mientras que el cluster paa? se localiza en otro lugar del cromosoma (Figura A.3 del Apéndice).

Los clusters paal y paa2 de Pseudomonas sp. Y2 presentan algunas diferencias entre si. La
organizacion de los genes paa? es practicamente idéntica a la de los genes paa de P. putida KT2440
(Luengo y col., 2001; Jiménez y col., 2002; Nelson y col., 2002). En cambio, al comparar los clusters
paal y paa2 se aprecian las siguientes diferencias: (1) el cluster paal carece de la copia de paaM
presente en paa2, que codifica una porina putativa; (2) el cluster paal presenta una copia del gen
paaN2, ausente en el cluster paa? y cuya funcion se encuentra bajo estudio; (3) en el cluster paa?2
aparecen, entre los genes paaF3 y paaG, los ORFs PY02 y PY03, ausentes en el cluster paal y cuya
funcion es desconocida; (4) el cluster paal contiene una copia adicional de paaF, denominada paaF?2.
La actividad FA-CoA ligasa de ambos genes, paaF'y paaF2, ha sido descrita (Velasco y col., 1998;
Alonso y col., 2003). Es interesante sefialar que el gen paaF?2 se encuentra adyacente a los genes sty
(entre stySR y el gen paaX) y alejado de los genes paaABCDEF. Ademas, las estirpes degradadoras de
estireno P. fluorescens ST y P. putida CA-3 también presentan una copia de paaF en la misma

posicion respecto a los genes sty que paaF2 en Pseudomonas sp. Y2 (Santos y col., 2000; O'Leary y
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col., 2001). Aunque las secuencias de paaF'y paaF?2 de Pseudomonas sp. Y2 son muy similares (91,5
% de identidad en su secuencia de aminoacidos) se encuentran situados en regiones cromosomicas
diferentes (Alonso y col., 2003). La existencia de dos copias funcionales y casi idénticas del gen paaF
en el cluster paal, junto con el hecho de que la copia paaF3 del cluster paa?2 se localice en contexto
génico equivalente al de paaF en el cluster paal, podria implicar un papel de paaF?2 distinto al de sus
homologos.

El estudio de la regulacion de los genes sty catabolicos fue iniciado previamente en el laboratorio
(Alonso, 2002). Pseudomonas sp. Y2 es la primera bacteria en la que se han caracterizado las rutas
superior (sty) e inferior (paa) del catabolismo del estireno. Este hecho proporciona una gran ventaja a
la hora de realizar estudios de la regulacion del catabolismo del estireno, ya que permite abordar la
regulacion transcripcional de los genes sfy no sélo de forma aislada, sino estudiando la posible

existencia de mecanismos que impliquen una regulacion coordinada de ambas rutas sty y paa.
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Objetivos

II1. Objetivos.

Como se ha comentado en la introduccién, al comienzo de este trabajo nuestro grupo habia
descrito la naturaleza de los genes sty que codifican las etapas iniciales de la degradacion del
estireno en Pseudomonas sp. Y2, lo que se conoce como ‘“ruta superior” y que provoca la
transformacion de esta molécula en AFA. Seguidamente, también en nuestro laboratorio, se llevo a
cabo el aislamiento y la caracterizacion de los genes paa que codifican las actividades encargadas
de la transformacion del AFA en intermediarios del TCA y que constituyen la “ruta inferior” de la
degradacion del estireno.

El objetivo principal de este trabajo es la ampliacion del conocimiento acerca de los
mecanismos de regulacion del sistema de degradacion del estireno en Pseudomonas sp. Y2. El
presente estudio se ha centrado en dos promotores: el promotor Py, que controla la transcripcion
del operdn sty catabolico, y el promotor P,..r, region que antecede al gen paaF2. Este ultimo gen
es peculiar por su redundancia, ya que es la tercera copia de un gen que codifica una FA-CoA
ligasa en Pseudomonas sp. Y2, y por su localizacion, independiente y proximo al cluster sty. Se
han encontrado genes homologos a paaF?2 adyacentes a los genes s#SR reguladores en distintas
estirpes de Pseudomonas degradadoras de estireno pero no en los clusters paa de otras estirpes
capaces de metabolizar AFA pero carentes de los genes sty. Todo ello levantd sospechas acerca de
una posible relacion de paaF?2 con el sistema sty. Este estudio ha investigado especialmente la
posible existencia de una regulacion coordinada de las rutas sty y paa, concretamente si la
expresion de los genes que codifican la ruta s#y, cuya represion por AFA habia sido anteriormente
descrita, se encuentra regulada por elementos del sistema paa, y si la expresion del gen paaF?2 esta
relacionada de alguna manera con el sistema sty. Para ello se marcaron los siguientes objetivos

parciales:

A. Estudio de la region promotora Py, del operdn catabolico styABCD y del papel de las

proteinas StyR, IHF y PaaX en la regulacion de la transcripcion a partir de Pgy4.

B. Estudio de la region promotora P,..r> del gen paaF2 y del papel de las proteinas StyR, IHF

y PaaX en el control de la transcripcidn a partir de éste promotor.
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IV. Materiales y métodos.

1. Estirpes bacterianas.

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo, su procedencia y caracteristicas genotipicas o

fenotipicas mas relevantes se enumeran a continuacion.

TABLA 4.1. Estirpes bacterianas.

Estirpe Genotipo/fenotipo relevante Referencia

Pseudomonas sp. Y2 AFA+, STY+, Ap", Cm®, Km®, Tc%, | (Utkiny col., 1991)
Sms, lacZ-

Pseudomonas sp. Y2 K1 Pseudomonas  sp.  Y2Apaal = Km®, | (Bartolomé-Martin
AFA+, STY+, Ap®, Cm®, Km®, Tc%, |y col., 2004)
Sms, lacZ-

Pseudomonas sp. Y2 T2 Pseudomonas sp. Y2Apaa?2 ' TcR, AFA+, | (Bartolomé-Martin
STY+, Ap®, Cm®, Km®, Tc¥, Sm®, lacZ- |y col., 2004)

Pseudomonas sp. Y2 K1-T2 Pseudomonas  sp.  Y2Apaal = Km®, | (Bartolomé-Martin
Apaa2:TcR, AFA-, STY-, Ap®, Cm", |y col.,2004)
Km®, TcR, SmS, lacZ-

Pseudomonas sp. Y2 T2X1 Pseudomonas sp. Y2T2 ApaaX1:Km", |(del Peso-Santos y

AFA+, STY+, Ap®, Cm®, Km®, TcF,
Sms, lacZ-

col., 2006)

Pseudomonas sp.

Y2 T2 paaF::Km

AFA-, STY+, Apt, Cm~, Km", Tc¥,

(del Peso-Santos y

Sm®, lacZ- col., 2008)
Pseudomonas sp. Y2 T2 paaF2::Km AFA+, STY+, Ap%, Cm®, Km®, TcX,|(del Peso-Santos y
Sm®, lacZ- col., 2008)
Pseudomonas sp. Y2 PAL Pseudomonas sp. Y2 mini-Tn5 (Km") [(Alonso y col,
PyyaclacZ, AFA+, STY+, Ap®, Cm®,|2003)

KmR, Tcs, Sm®

Pseudomonas sp.

Y2 F2L

Pseudomonas sp. Y2 mini-Tn5 (Km®)
PoarrislacZ, AFA+, STY+, ApX, Cm",
KmR, Tcs, Sm®

(del Peso-Santos y
col., 2008)

Pseudomonas sp.

Y2 F2SL

Pseudomonas sp. Y2 mini-Tn5 (Km®)
ParasilacZ, AFA+, STY+, Ap®, Cm",
Km®, TcS, Sm®

(del Peso-Santos y
col., 2008)

Pseudomonas sp

. Y2 F2L AstyR::Gm"

AFA+, STY-, ApY, Cm®, Km®, Gm"®,

(del Peso-Santos y

Tc, Sm® col., 2008)
Pseudomonas putida U AFA+, STY-, ApR, Cm~, Kms, TcS (Martinez-Blanco y
col., 1990)
Pseudomonas putida KT2442 AFA+, STY-, ApR, Cm®. Mutante (Franklin 'y col.,
esponténeo Rif* de P. putida KT2440 1981)

Escherichia coli

4

(ATCC11105) derivada de E. coli
ATCC9637 auxotrofa para vitamina By,
AFA+, STY-

(Davis y Mingioli,
1950)

Escherichia coli

w14

E. coli W Apaa. AFA-, STY-

(Ferrandez y col.,
1997)

Escherichia coli

CC118 Jpir

F A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK
phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE (Am)
recA 1 lisdgeno Apir

(Herrero 'y col.,

1990)

Escherichia coli

S17-1 Apir

F" recA thi pro hsdR M  RP4::2-
Te::Mu::Km Tn7 Tp® Sm® lisogeno Apir

(de Lorenzo 'y
Timmis, 1994)
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TABLA 4.1. Estirpes bacterianas (continuacion).

Estirpe

Genotipo/fenotipo relevante

Referencia

Escherichia coli DH5a.

F~ endAl hsdR17 (v, my") supE44 thi-1
recAl gyrd (Nal®) reldl A(argF-
lac)U169 deoR (§80dlac A(lacZ)M15)

(Sambrook y col.,
1989)

Escherichia coli DH5aF’ F’/ endAl hsdR17 (ry my') glnV44 thi-1 | (Woodcock y col.,
recAl gyrA (Nal®) reld1 A(lacIZYA- 1989)
argF)U169 deoR (080dlacA(lacZ)M15)

Escherichia coli HB101 F thi-1 hsdS20 (rgmg") recA13 ara-14 (Boyer y Roulland-
leuB6 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 (Sm®) | Dussoix, 1969)
xyl-5 mtl-1 supE44

Escherichia coli MV1184 aralA(lac-proAB)rps2 thi ®80lacZAM15 | (Sambrook y col.,
A(srl-recA) 306::Tnl0(teY) F'[traD36 | 1989)

proAB" lacl® lacZAM15]

Escherichia coli UT5600

F ara-14 leuB6 secA6 lacY1 proCl4 tsx-
67 D(ompT-fepC)266 entA403 trpE38
rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 thi-1

(Elish y col., 1988)

Escherichia coli SO90CRif

A(lac, pro) rpsL (Sm®, Rif")

(Ferrandez y col.,
2000)

Escherichia coli DPB101Rif

S90C himD451::mini-tet (Rif)

(Ferrandez y col.,
2000)

Escherichia coli DPB102Rif

S90C himA452::mini-tet (Rif*)

(Ferrandez y col.,
2000)
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2. Plasmidos.

A continuacion se detallan los plasmidos empleados en este trabajo, sefialando sus

caracteristicas y origen.

TABLA 4.2. Plasmidos.

Plasmido Caracteristicas Referencia
pMAL-c2X oriColEl, rop, malE, lacZa, P,,., lacl’, ApR New England Biolabs
pQE-9 oriColE1, P75, His-tag, Ap" Qiagen

Vector de busqueda de promotores (fusiones |(Ferrandez y col., 1998)
pSJ3 traduccionales), lacZ flanqueado por sitios Nofl,
oriColE1, Ap®
pSJP18Not Origen de pCKO1, Cm" (Jaenecke y Diaz, 1999)
pUTminiTn5Km?2 oriR6K, trp, miniTn5, Km®, ApR (1(;69 4I;orenzo y Timmis,
p34SGm Ap~, Gm" (Dennis y Zylstra, 1998)
pVLT31 oriRSF1010, lacl®, Py, Tt (1‘;"‘93)“””20 y ool
VLTX Derivado de pVLT31 con un inserto que contiene | (del Peso-Santos y col.,
P el gen paaX1 de Peudomonas sp. Y2, Tc® 2006)
118X Derivado de pSJP18Not con inserto que contiene el | (del Peso-Santos y col.,
P gen paaX1 de Peudomonas sp. Y2, Cm® 2006)
. Fagomido derivado de pUCI19 con los origenes de ™
+
pBluescript [T KS(+) replicacion fl y ColEl, Py, lacZa., ApR Stratagene
pBluescript II KS(+) con el casete de Km" de | (del Peso-Santos y col.,
pBluekm pUC4K, Ap®, Km® 2006)
BF2EX Derivado de pBluescript II KS (+) con el gen | (del Peso-Santos y col.,
P paaF?2 de Peudomonas sp. Y2, Ap" 2008)
Derivado de pBluescript II KS (+) con un inserto
pBF2Km que contiene el gen paaF2 de Peudomonas sp. Y2 g(l)eolglseso-Santos y col,
interrumpido por un casete de Km®; Ap®, Km®
Derivado de pBluescript II KS (+) con un inserto
BlueRGm que contiene el gen styR de Peudomonas sp. Y2 | (del Peso-Santos y col.,
p parcialmente delecionado y sustituido por un casete | 2008)
de Gm®; Ap®, Gm®
Vector de amplio rango de huésped, derivado de
pUCP26 pUCIS, Py, lacZa, Tk (West y col., 1994)
UXES Derivado de pUCP26 con un inserto de paaX! de | (del Peso-Santos y col.,
p Peudomonas sp. Y2, TcR 2006)
Derivado de pUCP26 con un inserto que contiene
UXKm el gen paaXI de Peudomonas sp. Y2 parcialmente | (del Peso-Santos y col.,
p delecionado y sustituido por un casete de Km";|2006)
TcR, Km®
TE103 Plasmido que porta un terminador transcripcional | (Elliott y Geiduschek,
p T7 fuerte downstream del MCS. 1984)
Derivado de pTE103 que porta un inserto de 225
pTE-E1B1 pb de la regién Py, y el inicio de styd de g%%;emsamos y col,
Peudomonas sp. Y2, Ap®
Derivado de pTE103 que porta un inserto de 154
pTE-E2BI1 pb de la region Py, y el inicio de sty4 de|Este trabajo
Peudomonas sp. Y2, Ap®
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TABLA 4.2. Plismidos (continuacion).

Plasmido

Caracteristicas

Referencia(Yuste y
Rojo, 2001)

pTE-PF2

Derivado de pTE103 que porta un inserto de 492
pb de la region Pp.r y el inicio de paal2 de
Peudomonas sp. Y2, Ap®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pM-X1

Derivado de pMal-c2X con un inserto de paaX! de
Peudomonas sp. Y2, Ap®

(del Peso-Santos y col.,
2006)

pQ-R

Derivado de pQE-9 que porta el gen styR de
Pseudomonas sp. Y2 fusionado a un His-Tag, Ap®

(Alonso, 2002)

pUC4K

Vector derivado de pUC4 que contiene un casete
de Km® flanqueado por dianas de restriccion,
oriColEl, ApR, Km?

(Taylor y Rose, 1988)

pKNG101

oriR6K, mob RP4, vector “suicida” para
mutagénesis mediante insercion de marcadores por
recombinacién homéloga, sac, Sm®

(Kaniga y col., 1991;
Yuste y Rojo, 2001)

pKCoAKm

Derivado de pPKNG101 con un inserto que contiene
el gen paaF' de Pseudomonas sp. Y2 interrumpido
por un casete de Km®; Sm®, Km"

(Bartolomé-Martin,
2006)

pKF2Km

Derivado de pKNG101 con un inserto que contiene
el gen paaF?2 de Pseudomonas sp. Y2 interrumpido
por un casete de Km"®; Sm®, Km®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pKXKm

Derivado de pKNG101 con un inserto que contiene
el gen paaX1 de Pseudomonas sp. Y2 parcialmente
delecionado y sustituido por un casete de Km";
Sm®, Km®

(del Peso-Santos y col.,
2006)

pKRGm

Derivado de pPKNG101 con un inserto que contiene
el gen styR de Pseudomonas sp. Y2 parcialmente
delecionado y sustituido por un casete de Gm";
Sm®, Gm®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pUE14

Derivado de pUC19 con un inserto de 12,2 kb del
genoma de Pseudomonas. sp. Y2 que contiene
parte de la region sty (el comienzo del gen styC'y
los genes styd, styB, styR y styS), asi como los
genes paaF2, paaX, paaY, paaN2 y gran parte de
paad, Ap*

(Velasco y col., 1998)

pISm7.0R

Derivado de pUC19 con un inserto de 6,6 kb del
genoma de Pseudomonas sp. Y2 que contiene los
genes styS, styR, styA, styB, y parte de los genes
styC'y paaF2, Ap*

(Velasco y col., 1998)

pPaaK

Derivado de pUCI18 con un inserto de 1,6 kb que
incluye el gen paaF2 completo bajo el control de
P lacs ApR

(Velasco y col., 1998)

pSF2L

Derivado de pSJ3 con un inserto de 492 pb que
contiene la region P, vy el inicio de paaF?2, Ap®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pF2LKm

Derivado de pUTminiTn5Km2 con un inserto que
porta la fusion traduccional P,,,m::lacZ, ApR, Km®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pSF2SL

Derivado de pSJ3 con un inserto de 492 pb que
contiene la regioén P,,.> con la secuencia del sitio
STY4 alterada (P, y €l inicio de paaF2, Ap®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pF2LSKm

Derivado de pUTminiTn5Km2 con un inserto que
porta la fusion traduccional P,.rms::lacZ, Ap®,
Km"®

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pRW2A

oriV, lacZ sin promotor; Tc®

(Lodge y col., 1990)
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TABLA 4.2. Plasmidos (continuacion).

Plasmido

Caracteristicas

Referencia

pRWF2A

Derivado de pRW2A con un inserto de 492 pb que
contiene la region P, y el inicio de paaF2, TcR

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pRWF2B

P22 la +292 de paaF2, Tc®

Derivado de pRW2A con un inserto que contiene
un fragmento que abarca desde la posicion -2 de

(del Peso-Santos y col.,
2008)

pRWF2C

la posicion +10, Tc®

Derivado de pRW2A con un inserto de 210 pb que
contiene la region P,z y el inicio de paaF2 hasta

(del Peso-Santos y col.,
2008)

3. Oligonucleotidos sintéticos.

La sintesis de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fue encargada a la empresa

SIGMA-Genosys. El nombre y la secuencia de los oligonucledtidos empleados en el desarrollo de

este trabajo, asi como el fin con el que se han utilizado en cada caso, se detallan en la siguiente

Tabla. Las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion que aparecen en algunos de los

oligonucleotidos (introducidas artificialmente) se han sefialado mediante subrayado.

TABLA 4.3. Oligonucleétidos.

Nombre Secuencia (5°=23’) Utilizacién
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG Secuenciacion de insertos de
plasmidos derivados de
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC pBluescript IT KS(+)
Gm3 GGCTCTCTATACAAAGTTGGGCATAC Secuenciacion desde los extremos
del casete de Gm® hacia el
Gm5 CCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAG exterior.
Km up TCAGCAACACCTTCTTCACG Secuenciacion desde los extremos
del casete de Km® hacia el
Km down TTGAGACACAACGTGGCTTT exterior.
pRWF2A-3 TCAGCAGGTCGTTGAACTG Secuenciacion de insertos de
plasmidos derivados de pRW2A.
pRWEF2A-5 GACGAGAATTTCCCTGCGGTG
483 CGCCTTTGAGTGAGCTGAT Secuenciacion de insertos de
plasmidos derivados de pTE103.
484 CAAGCATCGTTGTCGCCAAT
styAXR TTTCAGGATATTTTTATACC Amplificacion de la sonda STY
styAXL CACTGTACTCATCGGGCTTA
X5 CGGAATTCGAAAGGCCAGGTGTGATG Amplificacion de paaX1. Diana
EcoRI
X3 GCICTAGACCAGCAGCGGATTCGAG Amplificacion de paaX1. Diana
Xbal
BluntX5 ATGACGTCCCTCGCCCCACTGA Amplificacion de paaX1
BluntB5 CGCGGATCCGAAAGGCCAGGTGTGATG Amplificacion de paaX1. Diana

BamHI
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TABLA 4.3. Oligonucledtidos (continuacion).

Nombre Secuencia (5°=23°) Utilizacion
El CGGAATTCGTTGACTGCTCTG Amplificacion de la region Py.
Diana EcoRI.
E2 CGGAATTCTAATATCTATATCTATTTTTCAG
Bl CGCGGATCCTGCCTGCACCA
Amplificacion de la region Py
B2 CGCGGATCCCATGGCTTATACC Diana BamHL
PF2X CGCTCTAGATTTCTACCAACG Amplificacion de la region Pgqr.
Diana Xbal.
PF2-5 CTCTCGAATTCGCTGCTGGTAT
PF2E CGCGGAATTCTTCTACCAACG Amplificacion de la region Pgqz.
PF2Ecol+ GAATCAAGAATTCACTGTTGCGTC Diana EcoR.
PF2E-3 CTTGGAATTCCGAGCAGTTG
F2B CGGGATCCAAGGCGGTATT
F2B(2) GCGGGATCCTGCCGCTCTTACATCTC Amplificacion de la region Pgqz.
F2B(3) GTGGGATCCGGTTTCGTCGAAG Diana BamHI.
F2B10+ CCTAAGGATCCAACAGTGCTG
S (R) GAGACACCTCGATTGATTAAGTCGGGATCTCGACGAAG
Mutagénesis del sitio STY4 de
S (F) GAGATCCCGACTTAATCAATCGAGGTGTCTCGTTAC Praar>
a TACCATGGCACTTTTTCATGGCTTATACCTTT
Mutagénesis del sitio de union de
b GAAAAAGTGCCATGGTATTGTTGGTGCAGG PaaX de Py,
R5-1 CTCTACGTCGACCACAAAGCCCACAGTA Amplificacion de styR. Diana
Sall.
R3-1 CGGGATCCGCATGTCCAGAACC
Amplificacion de styR. Diana
R5-2 CGGGATCCGTGCGTGAGCAACAGGTA BamHL
R3-2 GCTCTAGACCAGATGAACAAGATTCGCCAGA Amplificacion de styR. Diana
Xbal.
QstyA (F) GAGCCTTGAGATCACCGTAGAAG Cuantificacion de los niveles de
mRNA de s#y4 por RT-PCR
QstyA (R) TTTGGCTATTTCGGTCACTACTACTAC
QpaaF2 (F) AGAGCTTTATGCCTTGGTGTTCCGAG Cuantificacion de los niveles de
mRNA de paaF?2 por RT-PCR
QpaaF2 (R) CCACATCCTGCCGCTCTTACATCTC
QTcR2 (F) AATGCGCTCATCGTCATCCT Cuantificacion de los niveles de
mRNA de fet4 por RT-PCR
QTcR2 (R) GGCAGTACCGGCATAACCAA
ApL2 ATCCGCCTCCATCCAGTCTA Cuantificacion de los niveles de
mRNA de bla por RT-PCR
ApR2 AACAACGTTGCGCAAACTATT
QpaaD (F) CAACTGATCGCCCTGTTCCAT Cuantificacion de los niveles de
mRNA de paaD por RT-PCR
QpaaD (R) GCTTCATTCATCTGCGTTCTCCT
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TABLA 4.3. Oligonucleétidos (continuacion).

Nombre Secuencia (5°=23°) Utilizacién
Pcu CCTTTTTTGCTGCTGGTGT Amplificacion de una sonda de
125 pb para el estudio de la unién
Acu AGGAAGAGGCCAAGATGGA MBP-PaaXl ala regi(')n g*[yA por
ultracentrifugacion analitica
styS3 GTTAAATCTCCTCCCTCCATCTG Comprobacion del mutante Y2
F2L AstyR::Gm" por PCR.
styR3 ATGGCTTGGGAAGGAACTCTAT
paaF2-1 (F) CCCAGGCGCAGCTTGAGGTC Comprobacion del mutante
Y2T2X1 por PCR.
PaaY1 (R) CCGAGCAATCCCTGGTGATG
pe-150 GGTGGAGCACCGGCTCCACGAAGCTCT Extension del cebador del

promotor Ppyur.

4. Medios, conservacion y condiciones de cultivo de los microorganismos.

Conservacion:
La conservacién de las diferentes bacterias se llevd a cabo por congelacion a —80°C en medio

de cultivo al que se afiadio glicerol estéril hasta una concentracion final del 20% v/v.

Medios de cultivo:
Los medios de cultivo utilizados fueron:

e Medio Luria Bertani (LB): bacto-triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl
10g/L (Sambrook y col., 1989).

e Medio SOB: bacto-triptona 20g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 10mM, KCI
2,5mM, MgSO,4 10mM, MgCl, 10mM (Hanahan, 1983).

e Medio M9: Na,HPO, 42mM, KH,PO,4 22mM, NaCl 10mM, NH,Cl 20mM, MgSO,
1mM, CaCl, 0,1mM, pH 7,0 (Miller, 1972).

e Medio M63: KH,PO, 100mM, (NH,4)SO,4 15mM, FeSO, 1,7uM, MgSO, 1mM, pH 7,0
(Miller, 1972).

Los medios minimos (M63 y M9) se complementaron con las siguientes sales a la
concentracion final que se indica: FeSO4 10uM, MnCl, 10uM, CoSO,4 10uM, CaCl, 10uM, CuCl,
1uM, ZnSO, 1puM. La adicion de estos oligoelementos a los medios minimos se realizé a partir de
una solucion 1000 veces concentrada con todos estos componentes disueltos en HCl 1N (“solucion
1000X de sales MT™).

Los medios M9 y M63 se suplementaron con la fuente de carbono apropiada a la concentracion
final siguiente: AFA al 0,4% (p/v), glicerol al 1% (p/v) para los cultivos de Pseudomonas y 0,4%

para E. coli, glucosa al 0,4% (p/v) y estireno en fase gaseosa (concentracion saturante).
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Los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave 21L (Matachana) durante 30 minutos a

121°C y una presién de 1 kg/cm®.

Vitaminas:
En los cultivos en medio minimo de microorganismos auxotrofos para ciertas vitaminas, éstas

se afiadieron a una concentracion final de 1pug/mL.

Antibiodticos:

Los antibidticos empleados se suministraron a las concentraciones siguientes: ampicilina 100
pg/ml, cloranfenicol 34 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml, tetracilina de 5 a 15 pg/ml para E. coli y de
50 a 100 pg/ml para Pseudomonas, piperacilina 100 pg/ml, carboxicilina 100 pg/ml, gentamicina
25 pg/ml para E. coli 'y 100 pg/ml para Pseudomonas, rifampicina 150 pg/ml y estreptomicina 150
pg/ml.

Procedimientos de cultivo:

Los cultivos en medio liquido se realizaron en tubos de ensayo o matraces tipo Erlenmeyer. La

temperatura de crecimiento fue 37°C para las estirpes de E. coli y 28-30°C para las diferentes
estirpes de Pseudomonas. La incubacion se realizo en un agitador orbital (200-250 rpm) en el caso
de los matraces, o en rotores para tubos de ensayo colocados en camaras acondicionadas. Se
monitorizo6 el crecimiento de los cultivos midiendo la DOgonm con un espectrofotometro DU-640
(Beckman) frente al blanco apropiado.

Los cultivos en medio solido se llevaron a cabo empleando Bacto-Agar (Pronadisa) al 1,5%

(p/v) en la preparacion del medio correspondiente. En el caso del LB, el agar se anadi6 antes de
autoclavar el medio, mientras que en el del M9 y el M63 el agar se esterilizd por separado en agua
y posteriormente se afladidé un volumen apropiado de medio estéril diez veces conentrado,
obteniéndose la concentracion final adecuada. En todos los casos, tras la esterilizacion, se espero a
que se atemperase el medio (sin llegar a solidificar), se incorporaron los antibidticos, vitaminas,
fuentes de carbono o suplementos diversos (segin los casos) y se distribuyeron en placas Petri
(aproximadamente 20mL de medio por cada placa Petri).

Para la seleccion de clones recombinantes utilizando el método de la a-complementacion de la
[B-galactosidasa (seleccion blanco/azul) se suplementd cada placa de LB/agar con 50ul de X-Gal al
2% (p/v) (en dimetilformamida).

Para la seleccion de las células receptoras transconjugantes dobles recombinantes (frente a las
simples recombinantes) en las conjugaciones en que se transfirieron plasmidos derivados de
pKNG101, se prepararon placas de LB/agar (con los antibioticos adecuados en cada caso) a las que

se afiadid sacarosa para conseguir una concentracion final del 10% p/v (aproximadamente 0.4 M).
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Suministro de compuestos aromaticos en fase gaseosa:

Para suministrar el estireno, y con el objetivo de evitar el efecto tdxico que supone su
administracion directa sobre el cultivo, se equiparon los matraces con un depdsito interno que
permite la evaporacion esta la fuente de carbono volatil y la consiguiente saturacion de la fase
gaseosa (Figura 4.1). En estos cultivos se considerd que la concentracion del compuesto en la fase
liquida alcanzaba, al cabo de unas horas, una concentraciéon maxima igual a su constante de
solubilidad en agua. Los cultivos en medio sélido se realizaron en placas Petri con la tapa
modificada, de forma que incorporan un depdsito en el que se puede dispensar el compuesto

aromatico, que llega a los microorganismos tras su difusion en la fase gaseosa (Figura 4.1).

il edio

FIGURA 4.1. Matraz y placa de
cultivo equipados con recipientes
para el suministro de estireno, para
cultivos en  medio liquido
(izquierda) o solido (derecha).
Tomado de (Alonso, 2002).

Fuente de
carbono M edio

Tapan roscado

perforado
Fuente de

carbono

N

5. Procedimientos de transferencia genética.

5.1. Transformacién bacteriana mediante choque térmico.

Las células competentes de E. coli se prepararon segun el método del cloruro de calcio
(Sambrook y col., 1989). La disolucion del DNA plasmidico o el resultado de la reaccion con
ligasa se afiadido a 200ul de células competentes, incubandose la mezcla durante 30 minutos en
hielo. Tras un choque térmico a 42°C durante 1 minuto y medio, se realizd una incubacion posterior
en hielo de 5 minutos y a continuacién se anadié 1ml de LB atemperado, incubandose a 37°C con
agitacion durante 1 hora, para permitir la expresion de los genes de resistencia a antibidticos
codificados en los plasmidos (excepto para el caso de la tetraciclina, en el que se incrementd el
tiempo de incubacion a 2h). Finalmente, se sembraron las células en placas Petri con el medio

solido selectivo correspondiente y se incubaron a 37°C durante una noche.
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5.2. Electrotransformacion.

Para preparar células electrocompetentes de E. coli o Pseudomonas, éstas se cultivaron en
medio liquido hasta alcanzar la fase exponencial, se enfriaron a 4°C y se lavaron 3 veces con agua
destilada estéril a 4°C. Tras el ultimo lavado se resuspendieron en un pequefio volumen de agua y
se utilizaron a continuacion.

Para la electrotransformacion con DNA plasmidico se utiliz6 un equipo Gene Pulser II
acoplado a un controlador de resistencia Pulse Controller Il (Bio-Rad). Las transformaciones se
realizaron empleando una diferencia de potencial de 18kV/cm, una capacitancia de 25uF y una
resistencia de 200€2; se utilizd una cubeta de electroporacion de 0,2 cm. Posteriormente se adiciono
ImL de medio LB y se incubaron las células a su temperatura 6ptima de crecimiento (37°C para E.
coli y 30°C en el caso de Pseudomonas) durante 1 hora (2 horas en el caso de seleccion mediante
tetraciclina y también para los cultivos de Pseudomonas) para permitir la expresion de los genes de
resistencia codificados en los plasmidos. Finalmente se sembraron e incubaron en el medio so6lido

selectivo oportuno.

5.3. Conjugacion.

Para la transferencia de plasmidos mediante conjugacion se emple6 como donadora la estirpe
E. coli S17-1 Apir (F") y distintas estirpes de Pseudomonas (F') como receptoras (conjugacion
biparental). Las células donadoras y receptoras se cultivaron por separado, en sus respectivas
condiciones Optimas, hasta alcanzar la fase exponencial. Después de un lavado con una solucion de
cloruro sodico 0,14M, se mezclaron en una relacion 1:1 sobre una placa de LB. Tras una
incubacion de 6-18h a 28°C las células se resuspendieron y lavaron en 2mL de cloruro sédico
0,14M, quedando finalmente en 1mL de la misma solucion salina estéril. La siembra se realizo en
medios selectivos que permitian el crecimiento exclusivamente de las células receptoras
transformadas, impidiendo la proliferacion tanto de las células donadoras como de las receptoras no

transformadas.

5.4. Construccion de mutantes por doble recombinacion.

Para la construccion de mutantes por el sistema de doble recombinacién se utilizo el plasmido
pKNG101, que presenta un origen de replicacion R6K, la region mob (que le permite transferirse a
otras bacterias por conjugacion desde estirpes donadoras F") y el gen sacB. El origen R6K requiere
para el inicio de la replicacion la presencia de la proteina 7, codificada por el gen pirR6K, el cual
se encuentra integrado en el cromosoma de estirpes Apir en forma de profago (Kolter y col., 1978).
El gen sacB codifica la levansacarasa (EC 2.4.1.10), enzima cuya expresion es inducida por la

presencia de sacarosa al 10% p/v y produce la lisis celular en un amplio rango de bacterias gram-
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negativas (Gay y col., 1985). Gracias a estas dos caracteristicas, este método permite seleccionar

unicamente los clones en los que se ha producido doble recombinacion (ver Figura 4.2).

paaF2

L CmF, Km®, Sm®, sacarosa®
Recombinacién

StrA simple (A) oriR6K
str8l PKF2Km (9,5 kb)
cromosoma  paaF2:Km" sacB mob strB strA  paaF2 cromosoma
> < 1
oriR6K mob sacB
paafF2 Seleccion en LB+Cm+Km-+sacarosa | ———p
——"cromosoma
o T CmF, Km®, Sm®, sacarosa®
paaF2:Km® R;ﬁ?‘;?eb'(%a;c'on oriR6K
pKF2Km (9,5 kb) B e E— S G S 5 /(5 S —
cromosoma paaf2 sacB mob strB strA paaF2::Km® cromosoma
paaF2 Seleccién en LB+Cm+Km+sacarosa | —»
[ 3

= Recombinacién
strA paaF2::Km doble

— IO >—
strB PKF2Km (9,5 kb) cromosoma paaF2:Km® cromosoma

— Cm®, Km®, Sm®, sacarosa®
0riR6K  mob sacB

FIGURA 4.2. Ejemplo ilustrativo de la selecciéon de dobles recombinantes empleando el sistema del
plasmido pKNG101. En este caso se trata de mutar el gen paaF2 de Pseudomonas sp. Y2 mediante la
insercién de un casete de resisencia a Km (Km"®). El plasmido pKF2Km, derivado de pKNG101, se transfiere
por conjugacién desde E. coli S17.1 Apir [pKF2Km] (Cm®, Km®, Sm®, sacarosa®) a Pseudomonas sp. Y2
(Cm®, Km®, Sm®, sacarosa®), segun lo descrito en el apartado 5.3. El plasmido pKF2Km no es replicativo en
Pseudomonas sp. Y2. En la figura se muestran las tres posibles situaciones que pueden ocurrir en el interior de
la bacteria receptora, es decir, que se de una simple recombinacion homoéloga (de dos formas distintas) o una
doble recombinaciéon homoéloga. Al seleccionar en el medio adecuado so6lo creceran aquellas bacterias
receptoras que hayan incorporado el casete de Km® en el cromosoma y, por tanto, la mutacion. stAB, genes
que proporcionan resistencia a Sm; sacB, gen que codifica la levansacarasa; oriR6K, origen de replicacion
R6K; mob, region de movilizacion que permite la transferencia del plasmido por conjugacion.

6. Manipulacion de acidos nucleicos.

6.1. Aislamiento de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico fue extraido por el método rapido de lisis alcalina (Birboim y Doly, 1979)
y posteriormente purificado mediante dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1 (v/v/v) y una ultima extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v/v) (Sambrook
y col., 1989). Para precipitar el DNA se afiadieron 2 volumenes de etanol absoluto 6 0,8 volimenes
de isopropanol y tras una centrifugacion de 15 minutos a 12.000 rpm y 4°C se lavo el pellet con

etanol 70% v/v para eliminar las sales. El DNA sedimentado se sec6 en un termobloque a 55-60°C
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antes de resuspenderlo en agua destilada y desionizada o en TE 0,2X (Tris-HCl 2mM, EDTA
0,2mM, pH 8,0).

En ocasiones se purifico el DNA plasmidico usando los kits de extraccion Real Miniprep Turbo
kit y Real Silica Plasmid Miniprep kit (comercializados por REAL), High Pure™ Plasmid
Purification Kit (Roche) y FavorPrep™ Plasmid DNA Mini Extraction Kit (Favorgen), siguiendo
las indicaciones en cada caso de la casa comercial correspondiente.

El DNA plasmidico empleado para los ensayos de transcripcion in vitro y de extension del
cebador fue extraido y purificado a través de un gradiente con CsCl-bromuro de etidio (Sambrook
y col., 1989), extensamente dializado y purificado utilizando las columnas del sistema Micro Bio-
Spin P30 columns (Bio-Rad) equilibradas con Tris-HCI 20mM pH 7.5, para eliminar las trazas de
CsCl.

6.2. Aislamiento de DNA total.

El DNA total se obtuvo mediante lisis enzimatica con lisozima (Img/mL) seguida de un
tratamiento con proteinasa K (3mg/mL) y SDS (1,5% p/v). Posteriormente, el DNA se purifico
mediante dos extracciones sucesivas con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa se trasfiri6é a un tubo de vidrio
estéril y se afiadieron cuidadosamente dos volumenes de etanol absoluto frio, formandose dos
fases. El DNA se recogié mediante spooling utilizando una varilla fina de vidrio. Tras lavarlo con
etanol al 70% v/v para eliminar las sales, el DNA se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente
el DNA se resuspendio en un volumen adecuado de agua destilada y desionizada o en TE 0,2X, y

se conservo congelado a -20°C.

6.3. Purificacion de fragmentos de DNA tras electroforesis preparativa.

Para purificar fragmentos de DNA separados por electroforesis en geles de agarosa se escindio
la pieza del gel utilizando un bisturi estéril, se sumergioé en TE 1X hasta un volumen de 500ul y se
incub6 a 55°C durante 5-10 minutos. Tras la adicion de un volumen de fenol y agitacion vigorosa
en un vortex, la mezcla se congeld en nitrogeno liquido para potenciar la ruptura de la agarosa e
inmediatamente se centrifug6 a 15.000 rpm a temperatura ambiente durante 15 minutos. A la fase
acuosa se afiadieron acetato sodico hasta una concentracion final de 300mM y 0,8 volimenes de
isopropanol. Tras incubacion a -20°C durante 15 minutos, el DNA precipitado se separd por una
centrifugacion de 30 minutos a 4°C y 12.000 rpm, se lavo con etanol al 70% v/v, se resuspendio en
TE 0,2X y se conservo a -20°C.

Alternativamente, se llevd a cabo el proceso de purificacion utilizando los kits comerciales
GeneClean Turbo Kit (Q-BlOgene) y High Pure™ PCR Product Purification Kit (Roche),

siguiendo el correspondiente protocolo del fabricante.
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6.4. Aislamiento de RNA.

Para todo el trabajo de laboratorio con RNA se utilizé siempre material libre de RNasas (de
fabrica o por esterilizacion rigurosa); las soluciones y reactivos que lo permitieron fueron tratados
con dietilpirocarbonato (DEPC) y esterilizadas.

El RNA total se aislo utilizando el reactivo RNAwiz (Ambion), o bien el reactivo TRI-Reagent
(Ambion), siguiendo las indicaciones del fabricante. Cultivos de Pseudomonas sp. Y2 (silvestre y
mutantes), o bien de distintas estirpes de E. coli, crecidos hasta una DOggonr de 0,6 (en la mitad de
la fase exponencial de crecimiento, aproximadamente) fueron usados como material de partida.
Para facilitar la lisis, las células fueron resuspendidas vigorosamente en el correspondiente reactivo
(RNAwiz o TRI-Reagent) y congeladas en nitrogeno liquido, continuando seguidamente con el
protocolo o bien conservandose a -80°C hasta proceder a la extracciéon del RNA. Tras el
aislamiento, el RNA se resuspendi6 en agua destilada, desionizada, estéril y tratada con DEPC, y se
conservo congelado a -80°C.

En ciertas ocasiones, las preparaciones de RNA total fueron purificadas con el RNAqueous kit
(Ambion), con vistas a la sintesis subsiguiente de cDNA para los experimentos de PCR
cuantitativa. Este tratamiento mejora sustancialmente la calidad de las muestras, eliminando restos
de DNA gendmico contaminante asi como RNAs de muy pequefio tamafio molecular (5S rRNA,
tRNAsS).

La integridad y calidad general de las muestras de RNA fue estimada mediante electroforesis

en geles de agarosa.

6.5. Cuantificacion de acidos nucleicos.
La concentracién de acidos nucleicos en las muestras se determind mediante medida de la

absorbancia a 260 nm (Ajeonm), teniendo en cuenta las siguientes relaciones:

DNA de doble hebra > 1 unidad de Ajeonm €quivale a una concentracion de S0ug/mL

DNA monohebra

) _ => 1 unidad de Aysnm equivale a una concentracion de 33pg/mL
(cDNA, oligonucleotidos)

RNA > 1 unidad de Asonm €quivale a una concentracion de 40pg/mL

Se prepararon diluciones de las muestras para obtener valores de Asgonm entre 0,1 y 1,0, y
asegurarse asi una estimacion fiable. Las medidas se realizaron en un espectrofotometro DU-640

(Beckman), utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Optico con capacidad para 1ml, 100 pl 6
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10ul de muestra, segin fuera conveniente, o bien en un NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).

Se midié también la absorbancia a 280 nm, puesto que la relacion Asgonm/Azzonm da idea de la
pureza de la preparacion: valores entre 1,8 y 2,1 son aceptables, mientras que valores por debajo de
1,8 indican posible contaminacion con proteinas y valores por encima de 2,1 indican la existencia

de degradacion de los acidos nucleicos.

6.6. Modificacion de acidos nucleicos.

Reacciones de restriccion.

Para la digestion de DNA mediante endonucleasas de restriccion se siguieron las
recomendaciones de las casas suministradoras de cada enzima, principalmente Amersham
Biosciences, New England Biolabs y Roche. La inactivacion de estas enzimas se realizd por un
tratamiento con calor (60, 65 6 70°C durante 15 minutos, dependiendo de la enzima) cuando fue
posible o mediante una desproteinizacion de las muestras por tratamiento con una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v/v) y precipitacion mediante la adicion de acetato

sodico 300 mM y 0,8 volumenes de isopropanol (Sambrook y col., 1989).

Tratamiento con fosfatasa alcalina.

Tras la digestion del DNA e inactivacion de la enzima de restriccion, en algunos casos el vector
se desfosforild, con el objetivo de mejorar el rendimiento en la obtencion de plasmidos
recombinantes. Para ello se afiadio 1 unidad de shrimp alcaline phosphatase (SAP) (Promega) por
pg de DNA y se incubo 15 minutos a 37°C, seguido de una posterior inactivacion de la enzima por

tratamiento de la mezcla a 75°C durante 15 minutos.

Rellenado de extremos.
Para el rellenado de extremos 5 protuberantes y su conversion en extremos romos, se empleo el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (USB), en presencia de dNTPs, siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Union de fragmentos de DNA.

En las reacciones de union de fragmentos de DNA se utilizo la DNA ligasa del fago T4 (USB).
Las reacciones tuvieron lugar a 16°C durante 16h. Cuando se requirid, la enzima se inactivo
mediante una incubacién a 65°C durante 10 minutos.

Alternativamente se utilizo el LigaFast™ Rapid DNA ligation System (Promega), incubando la

mezcla a 37°C durante 1h, segun las indicaciones del fabricante.
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7. Sintesis de acidos nucleicos.

7.1. Sintesis de cDNA.

Para la sintesis de ¢cDNA se utilizd la enzima SuperScript II RT (200 U/ul; Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para una reaccion de 20pul se utilizaron 10pug de RNA
total tratado con RNAqueous (ver apartado 6.4), 2ul de Random primers (3pg/ul) de Amersham
(hexameros) y H,O destilada, desionizada, estéril y libre de RNasas hasta 12 pl. La mezcla se
incubd durante 5 minutos a 65°C en un termobloque y luego 2 minutos en hielo, adicionando
después 4ul de tampon de reaccion First-Strand Buffer 5X, 2l de DTT 0,1M, 2ul de una mezcla
de dNTPs 10mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y 1ul de SuperScript II RT (200 U/ul). La mezcla
de reaccion de 20ul se incub6 durante 10 minutos a 25°C y luego a 42°C en un bafio durante 3
horas, afiadiendo 0,5ul de enzima al cabo de 90 minutos.

Tras la sintesis del cDNA, se elimin6 el RNA afadiendo 1ul de RNasa A (10mg/mL) (Roche)
y 0,5ul de RNasa H (5 U/ul) (USB) e incubando durante 30 minutos a 37°C. Después se
adicionaron 25ul de H,O estéril destilada y desionizada y 2,7ul de acetato sodico 3M, pH 5,2, para
lograr un pH < 7,5. Se procedid entonces a la purificacion del cDNA sintetizado (con el objetivo de
eliminar enzimas, tampones, dNTPs, etc) empleando el QlAquick PCR purification kit (Qiagen),
segun las instrucciones de la casa comercial. Se efectuaron dos eluciones consecutivas con 30ul de

H,0 estéril (pH ajustado a 8,0 con 0,2N NaOH) previamente calentada a 60-70°C.

7.2. Transcripcion in vitro.

Para la obtencion de transcritos de sty4, las mezclas de reaccion conteniendo distintas
concentraciones de Hisg-StyR purificada y fosforilada (de 0 a 10 uM) y de MBP-PaaX1 purificada
(de 0 a 600 nM), 6’>-RNA polimerasa de E. coli (Epicenter) (10nM) y el correspondiente plasmido
utilizado como molde derivado de pTE-103 (pTE-E1B1, pTE-E1B2 y pTE-E2B1) (5nM) en un
volumen final de 20 pl, se incubaron durante 15 min a 30°C en tampo6n Txn (Tris-HCI 50mM, pH
7,5; KCl 50mM, MgCl, 20mM, DTT 1mM, EDTA 0,ImM y BSA 0,2 mg/ml), para permitir la
formacion del complejo abierto. El proceso de transcripcion “multiple round” se inicié mediante la
adicion de 2,5 pl de una mezcla de RNAsin (Promega), ATP 500 uM, GTP 200 uM, CTP 200 uM,
UTP 80 uM y 5 uCi de [a**-PJUTP (>3.000 Ci/mmol; Amersham Biosciences), e incubacion
durante 5 min a 30°C, tras lo cual se afiadi6 heparina (0,1 mg/ml) para impedir la reiniciacion, se
incubd durante 5 min a 30°C, y finalmente se detuvo la reaccién mediante la adicion de 5 pl de
stop/loading buffer (EDTA 150mM, NaCl 1,05M, urea 14M, glicerol 10%, xilencianol 0,037%,
azul de bromofenol 0,037%).
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Para la obtencion del transcrito de paaF?2, y en ocasiones de sty4, se siguié una modificacion
del procedimiento anterior. En este caso las mezclas de reaccion conteniendo distintas
concentraciones de Hisg-StyR purificada y fosforilada (de 0 a 10 uM) y de MBP-PaaX1 purificada
(de 0 a 600 nM), 6"°-RNA polimerasa de Pseudomonas putida (25nM) y el plasmido utilizado
como molde pTE-PF2 (o también pTE-E1B1 en algunos casos) (10nM) en un volumen final de 20
ul, se incubaron durante 20 min a 30°C en tampon ACB (Tris-acetato 35 mM, pH 7,9; KAc 70
mM, Mg Ac, 5 mM, NHsAc 20 mM, DTT ImM y BSA 0,2 mg/ml) para permitir la formacion del
complejo abierto. Tras afadir la mezcla de nucle6tidos se realiz6 una incubacion de 10 min a 30°C,
y otra incubacion de 8 min a 30°C tras la adicion de heparina a la mezcla de reaccion, afiadiendo
finalmente 5 pl de stop/loading buffer para parar la reaccion.

Tras calentar las muestras a 95°C durante 5 min, éstas fueron analizadas en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (con una concetracion variable entre el 4,5% (p/v) y el 5%
(p/v), segun el tamafio de los fragmentos esperados)- urea 7M, y los transcritos obtenidos se
cuantificaron usando un Phosphorimager (Amersham Biosciences). La produccion del transcrito

objeto de estudio se normaliz6 a la produccion del transcrito RNA-1 del vector pTE103.

7.3. Extension del cebador.

Se realizaron cultivos de Pseudomonas sp. Y2, E. coli CC118 Apir [pUE14] (que porta un
inserto que contiene la region P2, junto con otros genes sty y paa; Tabla 4.2) y E. coli CC118
Apir [pKNG101] (utilizado como control negativo). Pseudomonas sp. Y2 se crecido en medio M9
con estireno hasta alcanzar una DOy, de aproximadamente 1,0. E. coli CC118 Apir [pUE14] se
crecio en M9 suplementado con glicerol 1% hasta alcanzar una DOggg,m de unos 0,58; en ese punto
se indujo con estireno suministrado en fase gaseosa hasta una DOgponn de 0,85. E. coli CC118 Apir
[PKNG101] se cultivé en M9 con glicerol 1% vy, al alcanzar una DOgonm de 0,4, se indujo con
estireno y se recogio el cultivo a una DOggonm de unos 0,7. Para llevar a cabo el ensayo de extension
del cebador se extrajo el RNA de las células de los cultivos anteriores, empleando para ello los kits
RNA protect y RNeasy Bacterial Reagent (Qiagen), segun las instrucciones del fabricante. A
continuacion, se trataron los RNAs con DNasa I a 37°C durante 15 minutos y las reacciones se
pararon mediante la adicion de EDTA 0,5 M. Tras una extracciéon con fenol-cloroformo, las
muestras se precipitaron con acetato sddico pH 4,5 y etanol absoluto, se lavaron con etanol al 70%
y finalmente se secaron por centrifugacion a vacio.

Las reacciones de extension del cebador se llevaron a cabo utilizando la Reverse transcriptase
AMW (Roche), empleando como cebador el oligonucledtido pe-150 (Tabla 4.3), que hibrida con
paaF2,y entre 5y 15 pg de RNA total. El RNA total se resuspendié en 4 pl de una solucion que
contenia 2 pmoles del oligonucledtido pe-150 previamente marcado con [y-P]*-ATP (6.000

Ci/mmol, Amersham Biosciences) y se afiadieron 4 pl de tampon de hibridacion 2X (Tris-HCI 100
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mM, pH 8,3, DTT 20 mM, NaCl 120 mM), calentando durante 5 minutos a 80°C para que tuviera
lugar la desnaturalizacion térmica y enfriando rapidamente en hielo después durante 5 minutos. A
la mezcla de reaccion anterior se afadido una “mezcla de extension” consistente en 4,5 ul de
inhibidor de RNasas (RNAsin, Promega), 1,25 ul de Reverse transcriptase AMW (24 U/ pl,
Roche) y 70 pl de “tampon de extension” 2X (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, NaCl 60 mM, MgCl, 30
mM, DTT 2,5 mM, dATP 2 mM, dTTP 2 mM, dGTP 2 mM y dCTP 2 mM) en un volumen final de
140 pl, y se incubo a 42°C durante 1 hora. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 5 pl de una
solucion STOP (formamida desionizada 95% (v/v), azul de bromofenol 0,1%, xilencianol 0,1%,
orange G 0,1%, EDTA 10 mM). Las muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 80°C
durante 3 minutos y se analizaron en un gel de poliacrilamida al 6% - urea 8M en tampdn de
electroforesis TBE “assars” 1X (Tris 100 mM, acido boérico 99 mM, pH 8,0, EDTA 2,2 mM)
(apartado 9.5). Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion se analizaron en el mismo gel
las reacciones de secuenciacion llevadas a cabo con el plasmido pTE-PF2 (Tabla 4.2) y el mismo
oligonucledtido (pe-150) utilizando el Sequenase 2.0 Kit (USB) y [o**-P] dATP (250 uCi,
Amersham Biosciences). Los productos de reaccion se detectaron por autorradiografia con

Hyperfilm MP (Amersham Biosciences).

7.4. Técnicas basadas en el uso de la PCR

Amplificaciéon de fragmentos de DNA mediante PCR.

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa;
(Saiki y col., 1985; Mullis y col., 1986)) se llevo a cabo utilizando un termociclador Mastercycler
personal de la casa Eppendorf y utilizando el Expand High Fidelity PCR System (Roche), basado
en una mezcla de una Tag DNA polimerasa termoestable y una DNA polimerasa que posee
actividad exonucleasa 3°—5’ correctora de errores (Barnes, 1994). En ciertas ocasiones se empled
la Pfu DNA polimerasa (Biotools), que es una polimerasa termoéfila con actividad correctora, no
presenta actividad endonucleasa ni exonucleasa 5°—3’, no tiene actividad transferasa terminal y
tiene una tasa de error de 1x10°. El tampén de reaccion utilizado fue el suministrado con las
enzimas. La concentracion de los reactivos (ANTPs, oligonucleotidos, tampdn, mezcla enzimatica y
DNA molde) en la mezcla de reaccidon fue generalmente la recomendada por el fabricante, aunque
hubo de optimizarse en ocasiones. La temperatura de hibridacion y el nimero de ciclos de
amplificacion se ajustaron empiricamente en cada ensayo hasta obtener la cantidad y pureza
adecuada de producto amplificado. El tiempo de elongacion o polimerizacion dependio del tamaiio
del producto de PCR que se esperaba obtener y se determind siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras la PCR, se comprobd la amplificacion de fragmentos del tamafio esperado

mediante electroforesis en un gel de agarosa, tras lo que se purificaron directamente del gel. Los
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clones obtenidos mediante amplificacion por PCR fueron secuenciados para verificar la ausencia de

mutaciones introducidas por la polimerasa.

Mutagénesis dirigida.

La mutagénesis de secuencias en el DNA (del sitio de uniéon de PaaX en sty4, Figura 5.11, y
del sitio STY4 en el promotor P,..r, figura 5.32) se llevo a cabo mediante overlapping PCR. Para
ello se disenaron dos oligonucledtidos externos al fragmento de DNA que se deseaba amplificar y
dos oligonucledtidos internos y complementarios que portaban la mutacion deseada. En primer
lugar se realizaron dos PCRs individuales utilizando, en cada una de ellas, uno de los
oligonucledtidos mutantes y uno de los oligonucledtidos externos, obteniendo asi dos productos
parciales del fragmento de DNA incluyendo la mutacidon. Se purificaron ambos fragmentos, se
mezclaron en la misma proporcion, y dicha mezcla se empled como molde para una nueva PCR,
usandose esta vez los dos oligonucleotidos externos para amplificar. El producto generado abarca
la secuencia a amplificar entera e incluye la mutacion introducida. Posteriormente el producto
mutante se aislé de un gel de agarosa, se clon6 o se empled como sonda para los ensayos de retardo
de banda electroforética, secuenciandose previamente para comprobar tanto la presencia de la

mutacion introducida como la ausencia de mutaciones en otras posiciones.

RT-PCR cuantitativa.

Para cuantificar los niveles de mRNA se empled la técnica de PCR a tiempo real o PCR
cuantitativa. Esto se llevd a cabo usando un ABI PRISM 7700 sequence detection system (Applied
Biosystems) y placas de 96 pocillos MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plates (Applied
Biosystems). Las mezclas de reaccion, conteniendo el cDNA, los oligonucleotidos y SYBR Green
PCR master mix (Applied Biosystems), se prepararon segun lo recomendado por el fabricante,
empleando una concentracion de cDNA y de oligonucledtidos previamente optimizada en cada
caso. Para llevar a cabo la cuantificacion de los niveles de mRNA se realizaron, para cada pareja de
oligonucledtidos y por duplicado, curvas estdndar con diluciones de cDNA de 1:10 a 1:10.000. La
cuantificacion relativa de la expresion de los genes objeto de estudio se llevo a cabo mediante el
“Método de la curva estandar” descrito en el manual de usuario de ABI PRISM 7700 sequence

detection system (Applied Biosystems).

Oligonucledtidos cebadores.
La sintesis de los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo fue encargada a la empresa
SIGMA-Genosys. El disefio de oligonucleodtidos se llevo a cabo utilizando el programa Primer

Select incluido en el paquete informatico DNAstar'™ de Lasergene
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(http://www.dnastar.com/web/index.php), asi como mediante el servidor Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

8. Secuenciacion de DNA.

8.1. Secuenciacion automatica.

Las reacciones de secuenciacion automatica se realizaron en la Unidad de Genomica (Campus
de Moncloa) del Parque Cientifico de Madrid, donde se empled un secuenciador multicapilar ABI
PRISM 3730 (Applied Biosystems), o en el Servicio de Secuenciacion Automatica de DNA de la
empresa Secugen, ubicada en el Centro de Investigaciones Bioldgicas, que disponde de los
secuenciadores automaticos ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems) y ABI PRISM 3730.
Generalmente se utilizaron como cebadores oligonucledtidos comerciales que hibridan en zonas
conocidas de los vectores en los que se encontraban clonados los fragmentos de DNA analizados.
Sin embargo, para el estudio de aquellas zonas cuya clonacion presentaba mayores dificultades, se
disefiaron oligonucleotidos especificos (Tabla 4.3) que se utilizaron como cebadores en la reaccion

de secuenciacion.

8.2. Secuenciacién manual.

La secuenciacion manual realizada en los ensayos de extension del cebador (apartado 7.3) y en
los ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I (apartado 13.3) se llevé a cabo segun el
método descrito por Maxam y Gilbert (Maxam y Gilbert, 1980). Alternativamente se empleo el kit
comercial Sequenase 2.0 Kit (USB), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los productos de la secuenciacion se separaron en un gel de poliacrilamida segun se detalla en

el apartado 9.5.

9. Técnicas electroforéticas

9.1. Electroforesis de DNA en geles de azarosa.

El analisis electroforético de DNA se realizd en geles horizontales de agarosa D2 (Pronadisa) a
una concentracion del 0,8%-2,0% p/v en TAE 1X (Tris 40 mM, acido acético 40 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0) sumergidos en una cubeta con el mismo tampon. A las muestras se les afladid tampon
de carga (glicerol 50% v/v, azul de bromofenol 0,25% p/v, xilencianol FF 0,25% p/v, EDTA 0,2 M
pH 8,0). Como marcadores de tamafio se utilizaron (en funcion del tamafio esperado de los
fragmentos) el DNA de A digerido con BsfEll (Fermentas) o bien una escalera de 100 pb

(Biotools). El campo eléctrico aplicado se ajust6 en funcion de las caracteristicas de los fragmentos
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analizados, variando entre 4V/cm y 8V/cm. Tras la electroforesis, el gel se tifio mediante inmersion
en una solucion de bromuro de etidio (1pug/mL) y el DNA se visualizé bajo luz ultravioleta (A=302
nm) en un transiluminador UVIPro V1.0 de UVlitec Limited equipado con un sistema de captura y
analisis de imagenes. En otras ocasiones, el bromuro de etidio se afiadié previamente a la agarosa
durante el proceso de gelificacion.

En el caso de electroforesis preparativas y con la finalidad de extraer fragmentos de DNA del
gel, se empled agarosa LM (Pronadisa), de baja temperatura de fusion y gelificacion, para facilitar

el proceso y mejorar el rendimiento de la purificacion.

9.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa.

La integridad de las extracciones de RNA total se comprobd mediante electroforesis en
condiciones nativas utilizando geles horizontales de agarosa al 2% p/v en TBE 0,5X (Tris 45 mM,
acido borico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y siguiendo el protocolo, con ligeras modificaciones,
que aparece en el manual del RNAqueous kit (Ambion). Se analizd 1ug de cada muestra de RNA,
afiadiendo tampon de carga (15% Ficoll 400, azul de bromofenol 0,25% p/v, xilencianol FF 0,25%
p/v), y se desarrollo la electroforesis a 5V/cm. La tincion del gel y visualizacion de las bandas

correspondientes se realizo segun lo indicado en el apartado 9.1.

9.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

El andlisis de muestras de proteinas purificadas o bien de extractos proteicos se llevo a cabo en
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS, en geles de poliacrilamida (PAGE) a una
concentracion del 12,5% (en el caso de MBP-PaaX1 y extractos proteicos) o bien del 15% (en el
caso de Hisg-StyR) segun el método de Laemmli (1970). Las muestras se calentaron a 95°C durante
5 minutos en presencia de tampoén de ruptura (Tris-HCl 125 mM, glicerol 20% (v/v), B-
mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,04 mg/ml) y se sometieron a un
campo eléctrico de 18 V/em en tampon Tris-HC1 25 mM, pH 8,0, glicina 192 mM y SDS 0,1%
(p/v) en equipos Miniprotean Il (Bio-Rad). Los geles se fijaron y tifieron con una solucion de
Coomasie (2,5 g/l de Coomasie G-250 en una mezcla de agua:acido acético:metanol 40:10:50
(v/v/v)) durante 15 minutos y se destifieron posteriormente con una solucion de agua:acido
acético:metanol 67:8:25 (v/v/v). Los geles se secaron sobre papel de filtro Whatman 3 MM por
calentamiento durante 1 hora a 80°C utilizando un equipo seca-geles acoplado a una bomba de
vacio.

Las mezcla de proteinas empleadas como marcadores de tamafio molecular (fosforilasa B, 97,4
kDa; BSA, 66,2 kDa; ovoalbimina 45 kDa; anhidrasa carbonica, 31 kDa; inhibidor de tripsina,
21,4 kDa) se adquiri6 en Bio-Rad.
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9.4. Electroforesis de DNA en geles de poliacrilamida en condiciones nativas.

Los ensayos de retardo de banda electroforética realizados con las proteinas MBP-PaaX1 e IHF
purificadas (apartado 12.2) se llevaron a cabo en geles nativos de poliacrilamida al 5% (p/v). Las
electroforesis se llevaron a cabo en cubetas Miniprotean Il (Bio-Rad) a 100 V en tampon TBE
0,5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
ensayos de retardo de banda electroforética con Hiss-StyR purificada (apartado 12.1) se analizaron
en geles nativos de poliacrilamida al 10% (p/v). Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas
Protean II (Bio-Rad) a 100 V en tampon TBE 0,5X a 4°C durante 6 horas. Los geles se secaron
sobre papel de filtro Whatman 3 MM por calentamiento durante 1 hora a 80°C utilizando un equipo
seca-geles acoplado a una bomba de vacio, y a continuaciéon fueron expuestos en peliculas
Hyperfilm MP (Amersham Biosciences), o bien usando un equipo Phosphorimager (Amersham

Biosciences).

9.5. Electroforesis de DNA en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Las muestras procedentes de los ensayos de extension del cebador (apartado 7.3) y de
proteccion frente a la digestion con DNasa [ (apartado 13.3) se analizaron en geles de
poliacrilamida al 6 6 7% (p/v), respectivamente, y urea 8M en tampon “TBE assars 1X” (Tris 100
mM, acido boérico 99 mM, pH 8,0, EDTA 2,2 mM), y se corrieron en un sistema Dedicated
sequencing kit (CBS Scientific Co, model 1# DH-400-33) a 50 W durante 2-3 horas. Los geles se
secaron sobre papel de filtro Whatman 3 MM por calentamiento durante 1 hora a 80°C utilizando
un equipo seca-geles acoplado a una bomba de vacio, y a continuaciéon fueron expuestos en
peliculas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences), o bien usando un equipo Phosphorimager

(Amersham Biosciences).

9.6. Electroforesis de RNA en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Para observar los fragmentos de mRNA resultantes del proceso de transcripcion in vitro
(apartado 7.2) se emplearon geles de poliacrilamida (con una concentracion variable entre el 4,5%
(p/v) y el 5% (p/v), segun el tamafio de los fragmentos esperados) y urea 7 M en tampoén “TBE
assars 1X” (Tris 100 mM, acido bérico 99 mM, pH 8,0, EDTA 2,2 mM) que se desarrollaron a un
voltaje constante de 360 V en un sistema Protean Il xi (Bio-Rad) durante 3-6 horas. Los geles se
secaron sobre papel de filtro Whatman 3MM por calentamiento durante 1 hora a 80°C utilizando un
equipo seca-geles acoplado a una bomba de vacio, y a continuacion fueron expuestos en peliculas
Hyperfilm MP (Amersham Biosciences), o bien usando un equipo Phosphorimager (Amersham

Biosciences).
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10. Transferencia e hibridacion de acidos nucleicos.

10.1. Marcaje de sondas con digoxigenina.
Los fragmentos de DNA utilizados como sondas se marcaron con digoxigenina mediante el
método random priming descrito en el manual The DIG System User’s Guide for Filter

Hybridization editado por Roche y utilizando los reactivos suministrados por esta misma compaiiia.

10.2. Southern blot.

La transferencia de fragmentos de DNA desde geles de agarosa a membranas de Nylon se
realizd siguiendo el método descrito por Sambrook y col. (1989). Se utilizaron membranas de
Nylon cargadas positivamente suministradas por Roche y Amersham Biosciences. Tras la
transferencia, el DNA se fij6 a la membrana (Hybond-N+, Amersham Biosciences) mediante la
exposicion a luz ultravioleta (254 nm) durante 3 minutos. Una vez fijado, el DNA se sometio a
hibridacion con sondas marcadas con digoxigenina (apartado 10.1). El marcaje de sondas con
digoxigenina, la hibridacién y posterior deteccion de sefiales se llevaron a cabo utilizando los
reactivos suministrados por Roche y siguiendo los protocolos especificados en el manual The DIG
System User’s Guide for Filter Hybridization de esta misma compaifiia. La deteccion de la sefial
quimioluminiscente se llevé a cabo por autorradiografia mediante exposicion de las membranas
utilizando peliculas X-OMAT UV de KODAK en un casete equipado con un amplificador de sefial
BioMax TranScreen-HE (Kodak).

11. Ensavos enzimaticos.

11.1. Induccion de los promotores Py, y Ppuro.

Se prepararon cultivos de 100 ml de medio M9 suplementado con glicerol al 1% como tnica
fuente de carbono, y se incubaron a 30°C hasta alcanzar una DOgqop, de 0,4. En este punto cada uno
de los cultivos se distribuyd en varios matraces de 10 ml, en los que se dispens6é un volumen
adecuado de cada uno de los compuestos cuya capacidad inductora se queria estudiar, a partir de
disoluciones stock preparadas a una concentracion de 1 mM en agua, hasta una concentracion final
de 90 uM. Una hora después se midio el nivel de actividad -galactosidasa, tal y como se describe

a continuacion (apartado 11.2).

11.2. Medida de actividad p-galactosidasa.
La actividad [-galactosidasa de distintos clones y estirpes, tanto de E. coli como de
Pseudomonas, se determin6é seglin el ensayo descrito por Miller (1972). Las células se cultivaron

en los medios adecuados y condicciones de induccidn variables segun el experimento. A partir de
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alicuotas de 1 ml de cultivo, las células se lavaron con buffer Z (tampon fosfato sédico 0,1 M pH
7,0, KCI 10 mM, MgSO, 10 mM, B-mercaptoetanol 50 mM) y se tomaron 100 pl 6 250 pl de
muestra, segun los casos, adicionandose buffer Z hasta completar un volumen final de 1 ml. Se
afiadieron 50 pl de cloroformo y 100 ul de SDS al 0,1% (p/v) y se agité mediante vortex durante 10
segundos para provocar la permeabilizacion de la membrana. Las muestras se atemperaron en un
bafio a 28°C durante 5 minutos, se afiadieron 200 pl de una solucion de ONPG (o-nitrofenil-f3-D-
galactésido 4 mg/ml en tampon fosfato 0,1M pH 7,0) y se incubaron con agitacion suave hasta
observar la aparicion de una coloracién amarilla, producto de la formacion del o-nitrofenol
resultante de la ruptura enzimatica del ONPG. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 500 pl
de Na,CO; 1 M. Tras valorar la DOyyonm ¥ 1a DOssony de las muestras, asi como la DOgpn, del
cultivo en el momento de la recoleccion de la muestra, las unidades Miller se calcularon segun la

formula:

DO420nm' 1 575 -D0550nm
Unidades Miller = 1000.

Tiempo.volumen.DOgponm

Esta formula relaciona el o-nitrofenol producido (DO4pnm) con el tiempo de reaccion (en minutos)
y con una estimacion del numero de células en la muestra (volumen.DOgpgnm). La DOssonm s€
incluye para disminuir el error producido por la presencia de restos celulares en las muestras. Los
resultados que se muestran son una media de al menos tres experimentos independientes con una

desviacion menor del 10%.

11.3. Valoracion de la actividad FA-CoA ligasa.

La medida de actividad FA-CoA ligasa se llevo a cabo empleando extractos celulares segun el
método descrito por Martinez-Blanco y col. (1990). Las células se cultivaron en medio M9
suplementado con la fuente de carbono apropiada hasta que los cultivos alcanzaron una DOgpgnr, de
entre 0,6 y 0,9. Los cultivos se concentraron en 0,05 volumenes de tampon Tris-HCI 50 mM pH
8,2, se sonicaron y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se
utilizé como extracto crudo para la realizacion del ensayo. La formacion de FA-CoA se valord
acoplando esta reaccion a la formacion de N-hidroxifenilacetamida, mediante la adicion de una
solucion de hidroxilamina. Asi, la mezcla de reaccion empleada para valorar la actividad PA-CoA
ligasa del extracto contenia 12,5 ul de MgCl,, 50 ul de ATP 0,1 M, 30 pul de CoA 20 mM, 30 pl de
AFA 0,2 mM, 50 pl de solucion de hidroxilamina y 100 pl de extracto. La mezcla se incubo
durante 20 minutos a 30°C y se detuvo la reaccion mediante la adicion de 450 pl de solucion de

cloruro férrico. Las muestras se mantuvieron 30 minutos en hielo, se centrifugaron a 12.000 rpm
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durante 2 minutos y se valoro espectrofotométricamente la aparicion del color rojo-purpura debido
a la formacion del fenilacetilhidroxamato mediante medida de la absorbancia a 540 nm de los
sobrenadantes. El coeficiente de extincion molar del fenilacetilhidroxamato en estas condiciones es
de 0,9 mM "' cm™.

La solucion de hidroxilamina (pH 8,0) fue preparada justo antes de su adicién al ensayo
mezclando 0,1 ml de H,0 destilada, 0,5 ml de KOH 4 M y 0,4 ml de hidrocloruro de hidroxilamina
SM. La solucidon de cloruro férrico se prepard a partir de FeCl; 0,37 M, acido tricloroacético 20

mM y HC1 0,66 M.

12. Hiperexpresion v purificacion de proteinas de fusion.

12.1. Proteinas de fusion con histidinas.

La hiperexpresion y purificacion de la proteina de fusion Hiss-StyR se realizo usando el
sistema QIlAexpress System (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empleo la
estirpe de E. coli MV1184, que contiene la mutacion lacl* en su cromosoma y por tanto
sobreexpresa el represor Lacl, y el vector de hiperexpresion pQE-9. El plasmido pQ-R porta la
secuencia que codifica StyR clonada en pQE-9, de forma que se incorpora un péptido de 6
histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal de StyR.

Las condiciones de induccion fueron las siguentes: se crecio E.coli MV1184 [pQ-R] a 37°C en 1
litro de medio LB con ampicilina 100 pug/ml hasta alcanzar una DOggnm de unas 0,5 unidades; en
ese momento se indujo el cultivo mediante la adicion de IPTG 0,5 mM e incubacién 6 horas a 37°C
con una agitacion de unas 250 rpm. Se separaron las células del medio de cultivo mediante
centrifugacion a 5.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. A continuacion se resuspendio el precipitado
celular, concentrando el cultivo inicial 25 veces en el tampon de lisis (tampon fosfato potasico 20
mM pH 7,5; NaCl 500 mM), y se sometidé a sonicacion con un equipo Sonifier II W250-W450
(Branson) aplicando unos 10 pulsos de 10 segundos a una intensidad del 30% con pausas de 10
segundos entre pulsos y en un bafio de hielo-agua. La proteina de fusion Hiss-StyR se purificoé en
forma de cuerpos de inclusién en condiciones desnaturalizantes y posterior plegamiento para
recuperar su conformacion nativa. Asi, tras la sonicacion y centrifugacion del extracto (5.000 rpm,
4°C, 30 minutos), se resuspendio el sedimento (donde permanece la proteina en forma de cuerpos
de inclusion) en 10 ml de tampoén de lisis suplementado con urea 8 M (de modo que se
desnaturaliza la proteina) y, tras una posterior centrifugacion (5.000 rpm, 4°C, 30 min) se llevo a
cabo una dilucién 1:10 del sobrenadante (donde permanecia la proteina, desplegada, que vuelve a
replegarse al disminuir la concentracion de urea) con el tampon de lisis. La proteina de fusion se
purificé por cromatografia de afinidad usando la resina Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham

Biosciences) previamente cargada con NiCl, 5 mg/ml y equilibrada con el tampon de lisis. La
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columna se lavo repetidas veces con tampoén de lisis, para eliminar las proteinas retenidas
inespecificamente en la columna, y con el mismo tampdén conteniendo imidazol 75 mM.
Finalmente, se eluyo la proteina con tampon de lisis en presencia de imidazol 500 mM, tomando
alicuotas de 500 pl. La pureza de las distintas fracciones se analizdo mediante electroforesis en geles
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente se realizdo un cambio de tampon a
Tris-HCI 20 mM pH 7,5, KCI 250 mM vy glicerol 5% con el sistema Micrococon YM-10
Centrifugal Filter Unit (Millipore) y se recogieron alicuotas de 200 ul, que se congelaron

inmediatamente con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

12.2. Proteinas de fusion con la proteina de unién a maltosa (MBP).

La hiperexpresion y purificacion de la proteina de fusion MBP-PaaX1 se realiz6 empleando el
sistema pMAL Protein Fusion and Purification System (New England Biolabs) siguiendo las
indicaciones de la casa comercial. Se utiliz6 la estirpe de E. coli UT5600, defectiva para la proteasa
OmpT, y el vector de hiperexpresion pMAL-c2X (New England Biolabs). El plasmido pM-X1
porta la secuencia que codifica PaaX1 clonada en pMAL-c2X. Las condiciones de induccion
fueron las siguientes: se crecido E. coli UT5600 [pM-X1] en 100 ml de medio LB a 37°C con
ampicilina 50 pg/ml y glucosa 10 mM hasta alcanzar una DOggonm de 0,5; en ese momento se
afiadio IPTG a una concentracion final de 0,3 mM y se incubd durante 2 horas a 37°C con agitacion
(250 rpm). El cultivo se concentro 20 veces en tampon de lisis (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; KCI1 250
mM) y se sometio a sonicacion con un equipo Sonifier II W250-W450 (Branson) aplicando unos 10
pulsos de 10 segundos a una intensidad del 30% con pausas de 10 segundos entre pulsos en un
bafio de hielo-agua. La proteina de fusion MBP-PaaX1 se purifico en condiciones no
desnaturalizantes por cromatografia de afinidad usando una resina de amilosa (New England
Biolabs), segiun las indicaciones del fabricante. La elucion se realizd en tampon de lisis en
presencia de maltosa 150 mM. La proteina purificada se repartié en alicuotas de 500 pl, cuya
pureza fue analizada mediante electroforesis en geles de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Las distintas alicuotas fueron inmediatamente congeladas con nitrégeno liquido

y almacenadas a -80°C

12.3. Obtencion de extractos proteicos.

Para la preparacion de los extractos proteicos utilizados en los ensayos de retardo de banda
electroforética (apartado 13.2), se crecieron los cultivos durante la noche en el medio
correspondiente y a la temperatura adecuada, y se recogieron las células por centrifugacion a 5.000
rpm durante 10 minutos en una centrifuga Sorvall equipada con un rotor GSA (Sorvall
Instruments). Las células se resuspendieron a continuacion en 2 ml de tamp6n de ruptura (Tris-HCl

20 mM, pH 7,5; KCI 50 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, EDTA 10 mM, glicerol 10%) y se
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rompieron por ultrasonidos en un sonicador B-12 A de Branson Sonic Power Co. (Danbury,
Connecticut) mediante 3 pulsos de sonicacion de 10 segundos con intervalos de 10 segundos en un
bafio de hielo-agua. El lisado se centrifugd a 15.000 rpm durante 15 minutos en un rotor SS-34
(Sorvall Instruments) y el sobrenadante decantado fue empleado como extracto crudo.

Para la preparacion de los extractos proteicos empleados para los ensayos de actividad PA-CoA
ligasa (apartado 11.3) se crecieron las células en medio M9 suplementado con la fuente de carbono
apropiada hasta que los cultivos alcanzaron una ODggonn de entre 0,6 y 0,9. Los cultivos se
concentraron en 0,05 volimenes de tampon Tris-HC1 50 mM pH 8,2, se sometieron a dos pulsos de
sonicacion de 10 segundos con un intervalo de 10 segundos en un bafio de hielo-agua con una
amplitud del 30% en un Branson Digital Sonifier y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 30

minutos a 4°C. El sobrenadante se utilizé como extracto crudo para la realizacioén del ensayo.

12.4. Determinacion de la concentracion de proteinas.
La concentracion de las proteinas purificadas, asi como concentracion de proteina total de los
extractos crudos, se determin6 mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) empleando

albumina de suero bovino (BSA) como patron.

12.5. Fosforilacion de Hisq-StyR.

La fosforilacion de la proteina Hiss-StyR purificada se llevo a cabo de dos formas distintas. En
la mayoria de los casos, se procedio a la fosforilacion de la proteina mediante incubacion durante
45-60 minutos a 28°C en tampon P-B (Tris-acetato 45 mM pH 8,0, acetato potasico 30 mM, MgCl,
8 mM, acetato amoénico 27 mM, DTT 1 mM, KCI 80 mM, glicerol al 10% (v/v) y polietilenglicol
4% (v/v)) en presencia de acetilfosfato 20 mM (Leoni y col., 2005).

En algunos experimentos de transcripcion in vitro en los que se utilizd tampon Txn la
fosforilacion se llevo a cabo suplementado dicho tampén hasta alcanzar una concentracion final de
acetilfosfato 20 mM y MgCI2 20 mM, incubandose entonces la proteina durante 45-60 minutos a

28°C.

12.6. 6""-RNA polimerasa de P. putida KT2440.
La 6’°-RNA polimerasa de P. putida KT2440 (Bagdasarian y col., 1981) fue purificada segin
lo descrito para la holoenzima de E. coli (Hager y col., 1990) y fue un regalo de Lisandro Bernardo

(Umed University).
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13. Ensayos de union proteina-DNA.

13.1. Marcaje de sondas.

Marcaje de sondas con [y’>P] ATP y T4 polinucleétido quinasa.

El marcaje de los oligonucledtidos empleados en la amplificacion de sondas radiactivas se
logré mezclando 2,5 ul del oligonucleétido en cuestion a 2 uM (0,5 uM final), 1 pl de tampon T4
polinucledtido quinasa 10X, 3 U de T4 polinucledtido quinasa (30 U/ul) y 3 pl de [y*P]JATP 10
uCi/pul (Amersham Biosciences) en un volumen final de 10 pl e incubando la mezcla de reaccion a
37°C durante 30 minutos. El nivel de incorporacion del nucleotido radiactivo al oligonucledtido se
comprobo mediante una cromatografia en capa fina (TLC), para lo cual se depositaron 0,5 pl de la
sonda marcada sobre una membrana de silica gel 60 (Merck) utilizando HCI IN como fase movil y
se realizé a continuacion una autorradiografia empleando una pelicula Hyperfilm MP (Amersham
Biosciences). A partir del oligonucleétido marcado se llevo a cabo la reaccion de PCR, para lo cual
se afiadieron a la mezcla de reaccion 10 pl del oligonucle6tido marcado radiactivamente (5
pmoles), 7,5 pl del oligonucleétido no marcado a 1 uM (7,5 pmoles), 4 ul de dNTPs a 2,5 mM (0,2
mM final), 5 ul de tampon Pfu 5X, 1 wl de Pfu (Biotools), 1 ul de DNA molde (aproximadamente
10 ng/pl) en un volumen final de 50 pl. La cantidad y el tamafio del fragmento de DNA obtenido
en la PCR se comprobo cargando 3 ul en un gel de acrilamida al 7,5%. El producto de la PCR se
purificé utilizando el High Pure™ PCR Product Purification Kit (Roche).

Marcaje de sondas con [a*?P|dATP y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa.

El marcaje de sondas mediante el rellenado de extremos 5 protuberantes se realizo utilizando
una mezcla de dNTPs que incluia [a**-P]dATP (250 pCi, Amersham Biosciences) y el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa . La reaccion de marcaje se realizoé en un volumen total de 50 pul y
con una mezcla de reaccion de 1 pg deDNA (previamente digerido con EcoRI y/o BamHI, segin el
caso), 5 ul de tampon Klenow 10X, 5 pl de una mezcla de dGTP, dCTP y dTTP (2 mM), 1 pl de
[a**-P]dATP y 2,5 pl de polimerasa Klenow (diluida 1:30) (Roche).Tras una incubacion de 30
minutos a 37°C y 10 minutos a 75°C, la mezcla se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente,
y, a partir de ella, se purifico la sonda marcada empleando Micro Bio Spin P30 columns (Bio-Rad)

equilibradas con Tris-HC1 20 mM pH 7,5.
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13.2. Ensayos de retardo de banda electroforética.

Las mezclas de reaccion para los ensayos de retardo de la migracion de la banda electroforética
en gel se llevaron a cabo en un volumen final de 9 pl, conteniendo de 0,1 nM a 0,5 nM de la sonda
de DNA (previamente marcada segun lo descrito en el apartado 13.1), 50-100 pg/ml de DNA de
esperma de salmoén (utilizado como DNA competidor), 100 ug/ml de BSA vy distintas
concentraciones de la proteina purificada en cuestion (o de extracto proteico) en el tampon
adecuado. En los ensayos de retardo en gel realizados con las proteinas ITHF y MBP-PaaXl
purificadas, las mezclas de reaccion fueron incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C) en tampoén TRRG 1X (Tris-HC1 20 mM pH 7,5; KCI 50 mM, B-
mercaptoetanol 2 mM y glicerol 10%). Para los ensayos de retardo en gel con Hisg-StyR purificada
y previamente fosforilada, las mezclas de reaccion se incubaron a 30°C durante 15 minutos en
tampon B-B 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, KCI 30 mM, EDTA 2 mM, MgCl, 5 mM vy glicerol 5%)
(Leoni y col., 2005). En el caso de los ensayos de retardo en gel con extractos proteicos las mezclas
de reaccion se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos en tampén TRRG 1X.

En los ensayos de competicion con sonda fria se procedié de la forma anteriormente descrita,
afladiendo también a la mezcla de reaccion DNA sin marcar a la concentracion oportuna,
normalmente en bastante exceso con respecto a la concentracion usada de sonda de DNA marcada.

Las muestras procedentes de estas reacciones de incubacion se analizaron en geles nativos de

poliacrilamida (apartado 9.4).

13.3. Ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasal.

Los complejos proteina-DNA para los experimentos de proteccion frente a la digestion con
DNasal se formaron incubando durante 20 minutos a temperatura ambiente y en un volumen final
de 15 ul, 0,5 nM del fragmento de DNA marcado, 100 ug/ml de DNA de esperma de salmén, 100
ug/ml de BSA y las proteinas a ensayar en cada caso en tampon TRRG 1X (Tris-HCI 20 mM pH
7,5; KCI 50 mM, B-mercaptoetanol 2 mM y glicerol 10%). A continuacion se afadieron 3 ul de
solucion de DNasa I (1 pg/ ul en Tris-HCI 10 mM pH 7, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 mM y KCI 125
mM) y se incub6 a 37°C durante 20-25 segundos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 180
ul de la solucion DNasa STOP, que contiene acetato sodico 0,4 M, EDTA 2,5 mM, DNA de
esperma de salmoén 100 pg/ml y glucogeno 0,3 pl/ml. Tras una extraccion con fenol-cloroformo las
muestras se precipitaron y se lavaron con etanol absoluto y etanol al 70%. Las muestras se secaron
y resuspendieron en 4 pl de tampon de carga que contenia formamida al 90% (v/v), EDTA 20 mM,
azul de bromofenol al 0,05% (v/v) y xilencianol al 0,05% (v/v). Seguidamente se desnaturalizaron
por calentamiento a 95°C durante 5 minutos y se analizaron en un gel desnaturalizante de

acrilamida al 7% (v/v) y urea 8M. Los geles se secaron al vacio sobre papel Whatman 3MM y se
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expusieron en peliculas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences). La secuenciacion del fragmento

se llevo a cabo mediante el método A+G descrito por Maxam y Gilbert (Maxam y Gilbert, 1980).

14. Ultracentrifugacion analitica.

Estos ensayos se llevaron a cabo en el Servicio de ultracentrifugacion analitica del Centro de
Investigaciones Biologicas (CSIC, Madrid).

Los experimentos de equilibrio y velocidad de sedimentacion se llevaron a cabo a 20°C en una
ultracentrifuga analitica XL-A (Beckman-Coulter) equipada con un sistema de deteccion optico
UV-VIS, que permite la seleccion de longitudes de onda en el rango de 200 a 700 nm. Se utiliz6é un
rotor An-50Ti y celdas de doble sector y de seis agujeros de ventana de cuarzo de 12 mm de paso
optico.

La proteina MBP-PaaX1 purificada se prepar6 a distintas concentraciones en tampon Tris-HCI
20 mM pH 7,5, KCl 250 mM y maltosa 15 mM. Previamente a los experimentos de
ultracentrifugacion analitica se midi6 la absorbancia a 230 nm del tampo6n, asi como la dispersion
del mismo a 300 nm, con el objetivo de descartar una posible interferencia de la maltosa en las

medidas posteriores.

14.1. Equilibrio de sedimentacion.

Los experimentos de equilibrio de sedimentaciéon se llevaron a cabo con un volumen de
muestra de 80 ul, centrifugandose a velocidades sucesivas de 7.000, 9.000 y 11.000 rpm. Las
medidas de absorbancia (0,001 cm de tamafio de paso, de 5 promedios) fueron tomadas a las
longitudes de onda apropiadas. En todos los casos la linea base (contribucidon del material que no es
proteina) fue obtenida a una alta velocidad de sedimentaciéon de 43.000 rpm. Las longitudes de
onda se seleccionaron teniendo en cuenta el valor del ey de cada muestra estudiada y la
concentracion de las mismas. Asi, en los casos de baja absorbancia, se eligieron longitudes de onda
proximas a la absorcidon del enlace peptidico y del maximo de emision de la lampara de xenon,
mientras que grandes concentraciones de proteina (que saturan las medidas de Abs,gy), hacen
preferibles valores de longitud de onda en torno a 255 nm.

Una vez alcanzado el equilibrio de sedimentacion a cada una de las velocidades, se determin6
la masa molecular aparente promedio de flotacion (M*,, ,,) ajustando la ecuacion que describe la
distribucion radial del gradiente de concentracion de proteina en el equilibrio de sedimentacion
para un soluto ideal a los datos experimentales, mediante los programas EQASSOC y XLAEQ
(Minton, 1994). Estos valores se convirtieron en las correspondientes masas moleculares promedio

(My4p) usando los respectivos volimenes especificos parciales, calculados a partir de la
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composicion de aminoacidos y corregidos por la temperatura (Laue y col., 1992), a partir de la
siguiente ecuacion:

M*W,a = Mw,a (1'p0~ Vp)

Donde p, es la densidad del tampon de la muestra y V,, el volumen especifico parcial de la proteina.

14.2. Velocidad de sedimentacion.

Estos ensayos se realizaron a una velocidad de 30.000 o 38.000rpm, segln los casos, en un
volumen de muestra de 350-400 pl. Se hicieron medidas de la absorbancia a 260 nm y 280 nm, en
dos experimentos diferentes.

Las distribuciones de los coeficientes de sedimentacioén diferenciales, c(s), se calcularon por
modelado mediante el método de minimos cuadrados de los datos de velocidad de sedimentacion.

Para estos calculos se utilizo el programa SEDFIT (Schuck, 2000; Schuck y col., 2002).

15. Analisis informatico de secuencias.

15.1. Visualizacion y correccion de los cromatogramas.

Los cromatogramas obtenidos en la secuenciacion automatica se analizaron y corrigieron
utilizando el programa Chromas 1.43 (Conor McCarthy. School of Biomolecular and Biomedical
Science. Faculty of Science and Technology. Griffith University. Brisbane, Queensland. Australia.

Programa de libre distribucion; http://trishul.sci.gu.edu.au/~conor/chromas.html). Este programa

permite la edicion de cromatogramas archivados en los formatos ABI y SCF.

15.2. Mapas de restriccion.
La busqueda de dianas de restriccion en las secuencias se realizd mediante el programa
pDRAW32 (Kjeld Olesen. ACACLONE software. Programa de libre distribucion;

http://www.geocities.com/acaclone). Alternativamente se utilizd el programa MapDraw

perteneciente al paquete informatico DNAstar de Lasergene (http://dnastar.com).

15.3. Comparacion de secuencias con las bases de datos (SwissProt y trEMBL) y alineamiento
de proteinas.

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de los ORFs con las secuencias de proteinas
almacenadas en las bases de datos trEMBL y SwissProt se realizé mediante el programa BLAST de

los servidores EXPASY (http://ca.expasy.org/) y EMBL (http://www.embl.org/). Para el

alineamiento multiple de proteinas se utilizo el programa ClustalW, que se encuentra disponible en

varios servidores a los que se puede llegar desde EXPASY.
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15.4. Plegamiento de secuencias de DNA.

El plegamiento tedrico de las secuencias de DNA se realizo empleando el servidor Bend.it®
(Andrei Gabrielian, Kristian Vlahovicek and Sandor Pongor, 1998;
http://hydra.icgeb.trieste.it/dna/bend_it.html).

15.5. Plegamiento de secuencias de RNA.

El plegamiento teodrico de las regiones de RNA se ha llevado a cabo utilizando los programas
m-fold (M. Zuker, D.H. Mathews and D.H. Turner. “Algorithms and Thermodynamics for RNA
Secondary Structure Prediction: A Practical Guide in RNA”. Biochemistry and Biotechnology, J.
Barciszewski and B.F.C. Clark, eds., NATO ASI Series, Kluwer Academic Publishers, (1999);
http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) y RNAfold (Vienna RNA secondary structure

servers; http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi).

15.6. Comparacion y busqueda de secuencias en el DNA.
La comparacion de secuencias de DNA con las almacenadas en las bases de datos se llevo a

cabo utilizando el servidor del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). La busqueda de secuencias

especificas en el DNA se realizO6 empleando los  programas  Fuzznuc

(http://emboss.sourceforge.net/), Virtual Footprint (Miinch y col., 2005)

(http://www.prodoric.de/vip/vfp_promoter.php) y WebLogo (Crooks y col., 2004)

(http://weblogo.berkeley.edu/).
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V. Resultados.

A. Estudio de la region promotora Py, ,.

El estudio de la region promotora Py, de Pseudomonas sp. Y2 fue iniciado anteriormente por
Sergio Alonso (Alonso, 2002). El trabajo que se presenta a continuacion pretende ampliar los
conocimientos ya existentes acerca de la regulacion transcripcional de los genes styABCD
catabolicos a partir de su promotor Pi,,.

Este estudio se ha centrado sobre todo en el papel que desempeia PaaX en dicha regulacion,
por ser éste el aspecto mas novedoso de la presente investigacion. Ademas, se han llevado a cabo
ensayos con la proteina activadora StyR y el factor de integracion de huésped (IHF), comparando
los resultados obtenidos con los anteriormente descritos para P. fluorescens ST y para la propia
Pseudomonas sp. Y2. El conjunto de estos resultados ha permitido avanzar en la comprension de la

compleja regulacion de este sistema.

1. La region promotora P, 4.

Como ya se ha comentado en la introduccion, la region promotora de los genes styABCD
catabolicos, Py, comprende 148 pb entre el codon de terminacion de styR y el sitio de inicio de la
transcripcion (+1) de sty4 y es similar, pero no idéntica, a las correspondientes de Pseudomonas
fluorescens ST (Beltrametti y col., 1997) y Pseudomonas sp. VLB120 (Panke y col., 1998).
Estudios in silico llevados a cabo anteriormente (Velasco y col., 1998; Alonso, 2002) sobre la
region Py, de Pseudomonas sp. Y2 permitieron localizar una secuencia palindromica de 16 pb
entre las posiciones -49 y -34, que constituye el sitio de unidon para StyR, descrito como “StyR
box”, y una posible secuencia de union de IHF en la region comprendida entre las posiciones -105
y -79 (Figura A.1).

La region P, presenta regiones ricas en A y T, lo que suele estar asociado a estructuras
curvadas del DNA, y un contenido en G+C de un 36,4% (Velasco y col., 1998). Empleando el
servidor Bent.it ® (apartado 15.4 de Materiales y métodos), se ha llevado a cabo un analisis de la
curvatura de la region comprendida entre el codon de terminacion de styR y el ATG de inicio de la
traduccion de styAd, cuyo resultado se muestra en la figura 5.1. Como puede observarse en la
secuencia de esta region, el contenido en A y T es muy grande en la zona central de la secuencia
promotora, entre el motivo STY1 y la caja -10 extendida (ver Figura A.1), lo que coincide con el
bajo contenido en G+C que aparece en la figura 5.1 (entre las posiciones 40 y 100 de la secuencia),
muy inferior al contenido promedio en G+C de la region sty, que es de un 57,7 % (Velasco y col.,

1998). También se aprecia en la Figura 5.1 que las regiones de bajo contenido en G+C presentan
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una curvatura mas acusada en el DNA. Asi, la region promotora Py, presenta una secuencia

bastante curvada, especialmente en su region central.
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2. Papel de la proteina StyR en la regulacion del promotor P,4.

2.1. Sitios STY en P,,.

Estudios in silico llevados a cabo sobre la region Py, de Pseudomonas sp. Y2 han permitido
localizar tres secuencias putativas de union para StyR, que coinciden con los sitios de alta (STY?2),
media (STY1) y baja (STY3) afinidad previamente descritos para la estirpe P. fluorescens ST
(Leoni y col., 2005); Figura A.1). El sitio putativo STY1 localizado se extiende entre las posiciones
-112 y -97 relativas al sitio de inicio de la transcripcion. El sitio putativo STY2 se localiza entre los
sitios -49 y -34, y coincide con el sitio de union de StyR anteriormente propuesto para

Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998). El sitio putativo STY3 se localiza en el interior de
styA, entre las posiciones +15 y +30.

2.2. Expresion y purificacion de Hiss-StyR.

La proteina de fusion Hiss-StyR, que incorpora un péptido de 6 histidinas (péptido 6xHis) en el
extremo N-terminal de StyR, se encuentra codificada en el plasmido pQ-R (Alonso, 2002),
derivado del vector de hiperexpresion pQE-9 (Figura 5.2A). Para disminuir la posibilidad de una
traduccion alternativa del mensajero que diera lugar a la traduccion de StyR sin el péptido 6xHis, la
secuencia de styR clonada en el vector pQE-9 no incluye el coddon de inicio de StyR (Alonso,

2002). La hiperexpresion de Hisg-StyR a partir de Escherichia coli MV 1184 [pQ-R] y su posterior
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purificacion en columnas de sheparosa equilibrada con NiCl, se llevo a cabo segun lo descrito en el

apartado 12.1 de Materiales y métodos. Las distintas etapas de la expresion y purificacion de Hisg-

StyR se recogen en la Figura 5.2B.
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FIGURA 5.2. Expresion y purificacion de Hisg-StyR. A. Esquema del vector pQE-9 y del
plasmido pQ-R, derivado del anterior y que codifica la proteina de fusion Hiss-StyR (tomado de
Alonso, 2002). B. Analisis electroforético en geles de poliacrilamida de los intermediarios de las
distintas etapas de la purificacion de Hiss-StyR. Calle 1: marcadores de masa molecular. Calle 2:
extracto proteico crudo del cultivo de E. coli MV1184 [pQ-R] tras 6 horas de induccion con IPTG y
antes del proceso de sonicacion. Calle 3: sobrenadante (Sbl) obtenido tras centrifugar el cultivo
después de la etapa de sonicacion. Calle 4: sobrenadante (Sb2) obtenido tras la adicion de urea 8M
al pellet anterior, resuspension y posterior centrifugacion. Calle 5: disolucion que se aplica en la
columna de cromatografia, resultante de la dilucion 1:10 del Sb2 en tampodn de lisis. Calle 6: primer
eluido recogido de la columna. Calle 7: primer lavado con imidazol 75 mM. Calle 8: quinto lavado
con imidazol 75 mM. Calle 9: eluido con imidazol 500mM (fraccion 18, maxima concentracion de
Hisg-StyR). Calle 10: eluido con imidazol 500 mM (fraccion 30).

2.3. Ensayos de la union de StyR a la region P,,,,.

Para estudiar la union de StyR a la region P, de Pseudomonas sp. Y2 se utilizaron las sondas

E1B1 (225 pb), que contiene la region Py, completa y el inicio de sty4 hasta la posicion +72, y

E2B1 (154 pb), que tiene delecionada parte de la region Py,,, de forma que carece del sitio de

union STY1 (Figura 5.3A). Ambas sondas fueron amplificadas por PCR utilizando el plasmido

pISm7.0R (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como molde y los oligonucleotidos E1 y B1, en el

caso de la sonda E1BI1, o bien E2 y B1, para la sonda E2B1 (Tabla 4.3, Materiales y métodos;

Figura A.1). Los fragmentos obtenidos fueron digeridos con EcoRl y BamHI, purificados y

marcados radiactivamente con [o’*-P]dATP (apartado 13.1 de Materiales y métodos).
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La proteina Hisg-StyR fue fosforilada (apartado 12.5 de Materiales y métodos) y utilizada para
los ensayos de union proteina-DNA, llevados a cabo mediante incubacion de las sondas de DNA
con distintas cantidades de Hiss-StyR fosforilada (Hise-StyR-P; 0, 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 uM) (apartado
13.2 de Materiales y métodos). Los resultados de estas incubaciones se analizaron por

electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 10% (Figura 5.3B).
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FIGURA 5.3. Union de Hiss-StyR-P a la region promotora P, A. Esquema de las sondas E1B1 y E2BI
derivadas de la region Pg,-styA de Pseudomonas sp. Y2. Estos fragmentos fueron preparados mediante
amplificacion por PCR empleando el plasmido pUE14 como molde y los oligonucleodtidos E1 y B1 (para obtener
el fragmento E1B1) o bien E2 y B1 (para obtener el fragmento E2B1) (ver figura A.1), posterior digestion con
EcoR1'y BamHI y marcaje radiactivo con [o*>-P]dATP. El sitio +1 del inicio de la transcripcion de styA aparece
indicado con una flecha. La caja -10 extendida del promotor aparece representada por un rectangulo (-10). Los
sitios de union de alta (STY2), media (STY1) y baja afinidad (STY3) se representan con dos flechas invertidas,
indicandose las posiciones que ocupan en la regiéon promotora, relativas al sitio de inicio de la transcripcion de
Py Las posiciones de los extremos de ambas sondas también aparecen indicadas. En naranja se han sefialado
los oligonucledtidos empleados para amplificar ambos fragmentos. B. Ensayo de retardo de banda electroforética
de las sondas E1B1 o E2B1 (0,1 nM) con concentraciones crecientes de Hiss-StyR-P. Calles 1 a 6: Hiss-StyR-P
0,1,2,5,5,7,5y 10 uM.

Puede observarse como al incrementar la concentracion de Hisq-StyR-P se produce un retardo
de la banda de ambas sondas como resultado de la formacion del complejo proteina-DNA. La
aparicion de dicho complejo tiene lugar a una menor concentracion de Hiss-StyR-P en el caso de la
sonda E1B1, que tiene tres sitios de union de StyR, que en el caso de la sonda E2B1, que carece del

sitio STY1 y so6lo presenta dos sitios de union para StyR.
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2.4. El papel de StyR en la activacion de la transcripcion a partir de P.,.

El efecto de StyR sobre la transcripcion a partir del promotor Py, se ha estudiado mediante
ensayos de transcripcion in vitro. En estos experimentos se ha analizado la capacidad de Hise-StyR
para activar la transcripcion a partir de Py, in vitro en funcion de su concentracion en el medio y
de su nivel de fosforilacion.

Como DNA molde para estos ensayos se usé el plasmido pTE-E1B1, construido a partir del
vector pTE103 (Elliott y Geiduschek, 1984). En primer lugar, el fragmento E1B1 fue amplificado
por PCR segun lo descrito anteriormente (apartado 2.3 de Resultados), purificado, digerido con
EcoRl'y BamHI y finalmente clonado en los sitios correspondientes de pTE103, obteniéndose asi el
plasmido pTE-E1B1 (Figura 5.4A) que permite monitorizar la transcripcion dependiente de StyR a

partir del promotor Pg,.
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FIGURA 5.4. Construccion del plasmido pTE-E1B1 y transcripcion in vitro a partir de Py, en presencia de
Hisg-StyR-P. A. Esquema del plasmido pTE-E1B1, derivado del vector pTE103, con detalle del inserto
correspondiente a Py, y €l inicio de sty4 clonado entre los sitios EcoRI 'y BamHI. Este fragmento fue amplificado
por PCR empleando el plasmido pUE14 como molde y los oligonucledtidos E1 y B1. El sitio +1 del inicio de la
transcripcion de styA aparece indicado con una flecha. La caja -10 extendida del promotor aparece representada por
un rectangulo (-10). Las flechas invertidas representan los sitios STY1, STY2 y STY3 de unién de StyR. Los
nameros indican las posiciones de los extremos de las cajas STY y de los extremos del fragmento, relativas al sitio
de inicio de la transcripcion de P,,,. En naranja se han sefialado los oligonucleétidos empleados para amplificar el
fragmento E1B1 (ver figura A.1). B. Analisis del transcrito de sty4 producido en ensayos de transcripcion in vitro
en tampén Txn empleando el plasmido pTE-E1B1 como molde (5 nM), 6’°-RNA polimerasa de E.coli (10 nM) y
cantidades crecientes de Hiss-StyR (calles 1 a 4: 0, 0,5, 1 y 2uM) purificada y previamente fosforilada durante 60
minutos. Los mRNAs producidos se analizaron segtin lo descrito en el apartado 9.6 de Materiales y métodos. Las
flechas sefialan las bandas correspondientes al transcrito de styA4 y al del RNA-1 utilizado como control interno del
ensayo. C. Banda electroforética del transcrito de s¢y4 obtenida tras realizar el ensayo de transcripcion in vitro con
el plasmido pTE-E1B1 como molde en ausencia de Hisg-StyR (calle 1) o en presencia de Hiss-StyR 10 uM
fosforilada durante 60 minutos (calle 2) y de Hiss-StyR 10 uM sin fosforilar (calle 3).
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Los ensayos de transcripcion in vitro se realizaron segliin lo descrito en el apartado 7.2 de
Materiales y métodos, empleando ¢'*-RNA polimerasa de E. coli, pTE-E1B1 y concentraciones
crecientes de Hisg-StyR-P. En ausencia de Hise-StyR-P no aparece el trancrito correspondiente a
styA4, pero si el transcrito control RNA-1 (que indica que el ensayo de transcripcion in vitro ha
funcionado); solo es posible detectar el transcrito de sty4 al emplear concentraciones de Hisg-StyR-
P de 0.5 uM o superiores. Al incrementarse la concentracion de la proteina activadora se
incrementa tambien la cantidad de transcrito sty4 obtenido en el ensayo (Figura 5.4B). Cuando se
emplea en el ensayo Hise-StyR sin fosforilar no se obtiene transcrito de sty4 (Figura 5.4C), lo que
demuestra que la fosforilacion es imprescindible para la funcionalidad de esta proteina in vitro.

Los resultados presentados confirman el papel activador de la proteina StyR fosforilada sobre

la transcripcion a partir del promotor Pig,.

3. Papel de la proteina PaaX en la regulacion del promotor Py, 4.

La proteina PaaX reprime la transcripcion de los genes paa en ausencia de FA-CoA en el
medio, como ya se ha explicado en la introduccion. La expresion del gen pac de E. coli W, que
codifica la penicilina G acilasa (Galan y col., 2004; Kim y col., 2004), y esta relacionado con el
catabolon del FA-CoA, también se encuentra regulada por PaaX, sugiriendo la posibilidad de que
PaaX no sea s6lo un regulador especifico de los genes paa, sino que intervenga también en la
regulacion de otras rutas convergentes con el catabolon del FA-CoA. Puesto que la expresion de los
genes sty catabdlicos se reprime por AFA alin en presencia de estireno (Santos y col., 2000;
O'Leary y col., 2001; Alonso, 2002), cabria pensar en una posible intervencién de elementos
reguladores propios del sistema paa en la expresion de los genes sty catabolicos. Por ello se quiso

comprobar si PaaX desempena algun papel en la regulacion de los genes sty.

3.1. Estudio in silico de Py, : localizacion de un motivo de union para PaaX.

La realizacion de estudios in silico con el programa informatico Fuzznuc (apartado 15.6,
Materiales y métodos) sobre los genes paa de Pseudomonas sp. Y2 y de otras especies del mismo
género permitieron redefinir la secuencia consenso del sitio de union de PaaX en Pseudomonas
(anteriormente 5'-WTWCTGTATCGCTT- 3" donde W=A 6 T; (Alonso y col., 2003a; Bartolomé-
Martin y col., 2004)) como dos repeticiones invertidas de 6 pb separadas por unas 26 pb (5'-
GATACA----26 pb----TGTATC-3"). El analisis de la region intergénica entre styR y styA de
Pseudomonas sp. Y2 descubrid al comienzo del gen sty4 una secuencia parecida al nuevo consenso
para el sitio de union de PaaX en Pseudomonas (Figura A.1).

La estructura de este sitio revela una secuencia de 6 pb (CGTATC) que s6lo difiere en 1 base

del consenso (TGTATC), mientras que la otra repeticion (ACAACA), separada por 25 nt de la
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anterior, es bastante mas imperfecta, ya que solo conserva las tres ultimas bases de la
correspondiente secuencia consenso (GATACA).
Para confirmar si dicha secuencia constituye una caja operadora para PaaX se han llevado a

cabo una serie de estudios, tanto in vitro como in vivo, que se describen a continuacion.

3.2. Estudios de la unién de PaaX a la region Pgy4.
3.2.1. Preparacion de la sonda STY.

La union de PaaX a la posible region operadora detectada al comienzo del gen styA se ha
estudiado mediante ensayos de retardo de banda electroforética. La sonda STY (227 bp) se disefid
de manera que engloba parte de la region Py, y el comienzo del gen sty4, desde la posicion -73
hasta el sitio +154, relativo al sitio de inicio de la transcripcion (Figura 5.6A). Esta sonda no
incluye el sitio de unién de IHF descrito para P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005; Figura A.1),
situado delante de la posicion -73, con objeto de poder realizar ensayos de union con extractos
celulares sin obtener interferencias por la unién de IHF a la sonda.

La sonda STY fue obtenida mediante PCR utilizando el plasmido pISm7.0R (Tabla 4.2,
Materiales y métodos) como molde y los oligonucledtidos styAXL (previamente marcado con [y
PJATP (>3.000 Ci/mmol) y la T4 polinucleotido quinasa) y styAXR (apartado 13.1 de Materiales y
métodos) (Figura A.1). El fragmento radiactivo resultante de la PCR se purificé y emple6 para los
ensayos de retardo en gel y de proteccion frente a la digestion con DNasa I (apartado 3.3 de
Resultados).

La unidon de PaaX a la sonda STY se ha estudiado mediante ensayos de retardo de banda
electroforética, primero empleando extractos celulares crudos y mas adelante con la proteina

purificada en forma de la proteina de fusion MBP-PaaX1.

3.2.2. Ensayos de retardo en gel con extractos celulares.

Para estos ensayos se prepararon extractos proteicos crudos a partir de distintas cepas de
Pseudomonas que difieren en la presencia o en la naturaleza del gen paaX: Pseudomonas sp. Y2T2
(Apaa?2, so6lo porta la copia paaXl en su cromosoma), Pseudomonas sp. Y2K1 (Apaal, sb6lo
contiene la copia paaX2), P. putida KT2442, P. putida U y Pseudomonas sp. Y2K1T2 (Apaal
Apaa?, no tiene ninguna copia del gen paaX en su cromosoma).

Igualmente se us6 la cepa Pseudomonas sp. Y2 [pVLTXI1], portadora de un plasmido que
contiene el gen paaXI bajo el control del promotor inducible P,. (Figura 5.5). Para su
construccion, el plasmido pJ18X1 (Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura 5.14) fue digerido con
EcoRly Hind 1l y el fragmento de 1,06 kb que contiene el gen paaX! fue purificado y clonado en
los sitios correspondientes del vector de amplio rango de huésped pVLT31 (Tabla 4.2, Materiales y

métodos).
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FIGURA 5.5. Construccion del plasmido pVLTXI1. El plasmido pJ18X1 (Figura 5.14) fue digerido con
EcoRl y Hindlll y el fragmento de 1,06 Kb que contiene el gen paaX! de Pseudomonas sp. Y2 fue clonado en
los mismos sitios del vector de amplio rango de huésped pVLT31 (Tabla 4.2, Materiales y métodos),
obteniéndose asi pVLTXI1 (11 Kb). La region rep/mob contiene las funciones de replicacion y movilizacion de
pVLTXI1, confiréndole la capacidad de ser transferido mediante conjugacion desde la estirpe E.coli S17.1 Apir
(F+) a Pseudomonas sp. Y2, donde es capaz de mantenerse de forma estable gracias a la seleccion en
presencia de tetraciclina. En la cepa Y2, el plasmido pVLTX1 puede sobreexpresar PaaX1 de forma
controlada a partir del promotor P, inducible por IPTG. Este plasmido también porta el gen lacl’ que
codifica el represor Lacl, el cual contribuye a mantener cerrada la transcripcion a partir de P,,. en condiciones
de no-induccion, evitando asi que se produzca un escape desde este promotor.

Los resultados de estos retardos se muestran en la Figura 5.6. En todos los casos ensayados se
observa la aparicion de una banda de retardo en el gel, excepto al usar el extracto de la estirpe
Pseudomonas sp. Y2K1T2, deficiente en el gen paaX. La proteina PaaX de E. coli W purificada

(cedida por Cristina Fernandez) también produce un retardo de la sonda STY (Figura 5.6C).
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FIGURA 5.6. Unién de PaaX nativa a la sonda STY. A. Esquema de la sonda STY derivada de la region Py, -styA de
Pseudomonas sp. Y2. Este fragmento fue preparado mediante amplificacion por PCR empleando el plasmido pUE14 como
molde y los oligonucledtidos styAXL (previamente marcado con [y’>-P]JATP y T4 polinucleotido quinasa) y styAXR
(Figura A.1). El sitio +1 del inicio de la transcripcion de styA aparece indicado con una flecha. La caja -10 extendida del
promotor aparece representada por un rectangulo (-10). Los sitios de union de alta (STY2), media (STY1) y baja afinidad
(STY3) se representan con dos flechas invertidas, indicandose las posiciones que ocupan en la region promotora, relativas
al sitio de inicio de la transcripcion de Py, Las posiciones de los extremos de ambas sondas también aparecen indicadas.
En naranja se han sefnalado los oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento. B. Ensayos de retardo de banda
electroforética realizados con la sonda STY (0,1 nM) y extractos celulares de distintas cepas de Pseudomonas. Calle 1:
sonda STY libre. Calle 2: extracto celular de Pseudomonas sp. Y2K1 (4,4 pg/ul). Calle 3: extracto celular de Pseudomonas
sp. Y2T2 (4,2 pg/ul). Calle 4: extracto celular de Pseudomonas sp. Y2K1T2 (3,5 pg/ul). Calle 5: extracto celular de P.
putida KT2442 (2,3 pg/pl). Calle 6: extracto celular de P. putida U (5,5 pg/ul). Calle 7: extracto celular de Pseudomonas
sp. Y2 [pVLTX] (3,3 pg/ul). C. Ensayos de retardo de banda electroforética realizados con la sonda STY (0,1 nM)
incubada con PaaX de E.coli W purificada. Calle 1: extracto celular de Pseudomonas sp. Y2T2 (4,2 pg/ul). Calle 2: PaaX
de E. coli W 300 nM. Calle 3: PaaX de E. coli W 150 nM. D. Ensayos de retardo de banda electroforética con la sonda
STY (0,1 nM) y extracto celular de Pseudomonas sp. Y2 [pVLTX]. Calle 1: sonda STY libre. Calles 2 a 6: sonda STY
incubada con 0,25, 0,5, 1, 2 y 3,3 pg/ul de extracto celular.

3.2.3. Preparacion de MBP-PaaX1.

La proteina de fusion MBP-PaaX1 se prepar6 utilizando el vector comercial pMAL-c2X (New
England Biolabs). El gen paaXI fue amplificado por PCR empleando el plasmido pUE14 (Figura
5.14; Tabla 4.2, Materiales y métodos) como DNA molde y los oligonucledtidos BluntX5 y X3
(Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura A.3) como cebadores. El producto amplificado se digirio
con Xbal y el fragmento resultante de 956 pb se ligd al vector pMAL-c2X previamente digerido
con Xmnl y Xbal. La estirpe E. coli DH5a se transformo con el resultado de la reaccion, llevandose
a cabo la seleccion de los clones positivos en placas de LB con ampicilina y X-Gal. El plasmido
obtenido, denominado pM-X1, se analizd por secuenciacion para comprobar la ausencia de
mutaciones (Figura 5.7A) y se transfirio por electroporacion a E. coli UT5600, estirpe deficiente en
la proteasa OmpT, por lo que aumenta su rendimiento en la hiperproduccion de proteinas al evitar
la degradacién enzimatica mediada por esta proteasa.

La hiperexpresion a partir de cultivos de E. coli UT5600 [pM-X1] y posterior purificacion de
MBP-PaaX1 se llevo a cabo segun lo descrito en el aparatado 12.2 de Materiales y métodos. El

resultado se recoje en la Figura 5.7B.
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FIGURA 5.7. Expresion y purificacion de MBP-PaaX1. A. Mapa del vector de hiperexpresion pMal-c2X y
del plasmido derivado, pM-X1, que contiene el gen paaX1 clonado entre los sitios Xmnl y Xbal y cuya expresion
queda bajo el control de P,. B. Analisis electroforético de las proteinas presentes en las distintas etapas de la
purificacion de MBP-PaaX1. Calle 1: marcadores de masa molecular. Calle 2: proteinas del extracto celular del
cultivo de E. coli UT5600 [pM-X1] antes de la induccion con IPTG. Calle 3: proteinas del extracto celular del
cultivo de E. coli UT5600 [pM-X1] tras dos horas de induccion con IPTG y antes del proceso de sonicacion.
Calle 4: proteinas de la fraccion soluble del extracto crudo de E. coli UT5600 [pM-X1]. Calle 5: proteinas
obtenidas en la primera elucion de la columna de amilosa. Calle 6: proteinas de la primera etapa de lavado. Calle
7: proteinas de la ultima etapa de lavado. Calle 8: proteinas eluidas con maltosa 15 mM.

3.2.4. Ensayos de retardo en gel con MBP-PaaX1.

Los ensayos de retardo de la sonda STY (Figura 5.6A) en presencia de la proteina MBP-PaaX1
purificada se muestran en la figura 5.8. El retardo en la migracion de la sonda depende de la
concentracion de la proteina (Figura 5.8A). En paralelo, se llevo a cabo un experimento control con
la sonda STY y la proteina MBP-lacZ purificada, que no produjo ningin retardo de la sonda
(resultado no mostrado). El retardo provocado por MBP-PaaX1 en la migracion de la sonda STY
marcada desaparece en presencia de una concentracion superior (100 veces) de sonda STY no
marcada (figura 5.8B), todo lo que demuestra que PaaX1 (MPB-PaaX1, en este caso) se une de

forma especifica al fragmento STY.
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También se estudio el efecto que provoca la presencia de FA-CoA en la union de MBP-PaaX1
a la sonda STY. El retardo electroforético de la sonda STY provocado por MBP-PaaX1 es
claramente dependiente de la concentracion de FA-CoA. La proporcion de sonda retardada
disminuye a concentraciones crecientes de FA-CoA, lo que refleja que el FA-CoA debilita y llega a
anular la unién de PaaX1 a la sonda STY (Figura 5.8B).

Por el contrario, la presencia de AFA no altera el retardo de la migracion de la sonda STY
producido por MBP-PaaX1 (Figura 5.8B). Esto coincide con lo ya descrito para E. coli W
(Ferrandez y col., 2000; C. Fernandez 2005).

+AFA

MBP-PaaX1 FA-CoA i + sonda STY fria
1 2 3 4 5 6 7 1 2 34 5 6 7 8 9
- e g «— STY/ Eew. s
- MBP-PaaX1 MBP-PaaX1

o beo b W@ v e & STY B wmnaw-. S

-+ + + + + + + + MBP-PaaX1
(150 nM)

FIGURA 5.8. Union de la proteina MBP-PaaX1 a la sonda STY y efecto de la concentracién del FA-CoA en
dicha unién. A. Ensayo de retardo de banda electroforética de la sonda STY (0,1 nM) en presencia de distintas
concentraciones de MBP-PaaX1. Calle 1: sonda STY libre. Calles 2 a 7: retardo de la sonda STY (0,1 nM) en
presencia de MBP-PaaX1 5, 10, 25, 50, 100 y 150 nM, respectivamente. B. Ensayo de retardo de banda
electroforética de la sonda STY (0,1 nM) con MBP-PaaX1 (150 nM) en presencia de FA-CoA o de AFA.Calle 1:
sonda STY libre. Calles 2 a 7: retardo de la sonda STY (0,1 nM) en presencia de MBP-PaaX1 150 nM y de FA-
CoA 0, 25, 50, 100, 500 y 1000 puM, respectivamente. Calle 8: retardo de la sonda STY (0,1 nM) en presencia de
MBP-PaaX1 150 nM y AFA 1 mM. Calle 9: retardo de la sonda STY (0,1 nM) en presencia de MBP-PaaX1 150
nM y de sonda STY sin marcar 10 nM.

3.3. Localizacion y definicion de la region operadora de PaaX en P -styA.
3.3.1. Ensayo de proteccion frente a la digestion con DNasa I.

Con el fin de definir la zona de unién de PaaX a la region Pg,4-styA se llevo a cabo un ensayo
de proteccidn frente a la digestion con DNasa I (Figura 5.9). La sonda STY (Figura 5.6A) se incub6
con distintas concentraciones de MBP-PaaX1, y se sometio a digestion con DNasa I, segin lo
expuesto en el apartado 13.3 de Materiales y métodos. El resultado, mostrado en la Figura 5.9,
revela que MBP-PaaX1 protege una region de la sonda STY de 48 nucledtidos, que se localiza
entre las posiciones +4 y +52 del gen sty4. Esta region contiene las dos secuencias repetidas
invertidas de 6 nucledtidos separadas por 25 nucleétidos definidas in silico (apartado 3.1 de

Resultados; Figura 5.10).
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FIGURA 5.10. Secuencia operadora de PaaX en la region Py, -styA. Secuencia que se extiende entre las
posiciones +4 y +52 del gen sty4 de Pseudomonas sp. Y2 y que resulta protegida frente a la digestion con
DNasa I. En mayuscula y negrita se han sefialado aquellas posiciones que coinciden con las de las
secuencias repetidas invertidas (GATACA y TGTATC) establecidas como consenso para los genes paa de
Pseudomonas sp. strain Y2 (secuencia inferior).
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3.3.2. Mutacion de la region operadora de PaaX y ensayos de retardo en gel con MBP-PaaX1.

Una vez localizada la region operadora de PaaX en la region Pi,,4-styA se quiso profundizar en
su estructura y definir la importancia de las dos repeticiones invertidas de 6 pb en la union de la
proteina. Para ello se decidio repetir los ensayos de retardo en gel anteriores utilizando tres sondas
de DNA distintas (Figura 5.12). La sonda E1BI1, ya descrita anteriormente, contiene la region
promotora P, entera y el inicio del gen styA4 (posiciones -153 a +72). La sonda E1B2 incluye la
region Py, y el inicio de sty4 (posiciones -153 a +41), pero no el motivo distal de 6 pb que se
encuentra mas conservado respecto a la secuencia consenso descrita para Pseudomonas (Figura
5.10). La sonda E1B3 tiene la misma longitud que la sonda E1B1, pero incluye mutaciones en el
motivo distal de 6 pb que han alterado su secuencia de bases sin variar la proporcion de las mismas
(Figura 5.12). Las sondas E1B1 y E1B2 se obtuvieron mediante amplificacién por PCR, empleando
pUE14 como molde (Tabla 4.2, Materiales y métodos) y los oligonucleétidos E1 y B1 o bien El1 y
B2 (Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura A.l), posterior digestion con EcoRI y BamHI,
purificacién y marcaje mediante rellenado de extremos 5’protuberantes utilizando el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I y [a*>-P]dATP, segiin lo descrito en el apartado 13.1 de Materiales
y métodos.

Para llevar a cabo la mutagénesis dirigida de la repeticion invertida de 6 pb mas conservada de
la region de union a PaaX, se disefiaron los oligonucleotidos a y b (Tabla 4.3, Materiales y
métodos), cuyas secuencias permiten sustituir el motivo CTGATC por TGCCAT, con lo que se
logra alterar la secuencia manteniendo la misma proporcion de bases (Figura 5.11). En primer
lugar, empleando el plasmido pTE-E1B1 como molde (Figura 5.11), se amplific6 por PCR un
fragmento de 208 pb, con la pareja de oligonucleotidos E1 y a, y otro de 160 pb, con los
oligonucledtidos b y 484. La mezcla en proporcion 1:1 de ambos fragmentos, que contienen la
mutacion incorporada en la secuencia, se empleé como molde para llevar a cabo una nueva PCR
utilizando los oligonucleotidos E1 y B1. El fragmento obtenido, denominado E1B3, fue digerido
con EcoRI y BamHI, purificado, comprobado por secuenciacién, marcado con el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I y [a’*-P]dATP (apartado 13.1 de Materiales y métodos) y

empleado como sonda para los ensayos de retardo en gel.
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FIGURA 5.11. Mutagénesis dirigida del motivo de unién de
PaaX en la region sty4 de Pseudomonas sp. Y2. A. Detalle de
la secuencia que rodea a la caja de unién de PaaX en la region
styA de Pseudomonas sp. Y2. La secuencia protegida frente a la
digestion por DNasa I aparece subrayada. Los dos motivos de 6
bp de la caja de union de PaaX encontrados en la region sty4 (en
la de la izquierda s6lo se han marcado los tres nucledtidos
conservados respecto a la secuencia consenso) se han destacado
en azul. La secuencia de los oligonucledtidos a y b, disefiados
con el fin de mutagenizar el motivo de 6 pb mas conservado
(CGTATC), se muestran en mintsculas. B. Plasmido pTE-E1B1
utilizado como molde para realizar las PCRs en el proceso de
mutagénesis  dirigida. Las correspondientes parejas de
oligonucledtidos E1 y a, por un lado, y b y 484, por otro lado, se
bla representan mediante flechas naranjas y verdes, respectivamente.

EcoRI

on lacZa

Los ensayos de retardo de banda electroforética realizados con estas tres sondas y
concentraciones crecientes de MBP-PaaX1 purificada (apartado 13.2 de Materiales y métodos),
mostraron que cuando el motivo de unién formado por las dos secuencias de 6 pb no esta completo
(sonda E1B2) o esta alterado (sonda E1B3) la proteina no se une a la sonda y no se observa ningiin

retardo en la migracion de esta ultima (Figura 5.12).
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FIGURA 5.12. Ensayos de retardo de banda electroforética con MBP-PaaX1 y las sondas E1B1, E1B2 y
E1B3. A. Esquema de la region Py,,-sty4 y detalle de la secuencia de las sondas E1B1, E1B2 y E1B3. Los sitios
STY se representan mediante dos flechas invertidas, indicandose su posicion en la secuencia relativa al sitio de
inicio de la transcripcion. La region de union de PaaX, determinada por el ensayo de proteccion frente a la
digestion por DNasa I, se indica en rojo. En la secuencia detallada de esta Gltima region, se indica en negrita el
ATG de inicio de sty4 y el sitio STY3 para la union de StyR mediante dos flechas invertidas. Las dos secuencias
de 6 pb que forman el motivo para la uniéon de PaaX se muestran subrayadas y los nucledtidos que coinciden con
los de la secuencia consenso de union de PaaX en Pseudomonas (GATACA y TGTATC) aparecen en negrita. La
sonda E1B1 abarca la region promotora Py, y el inicio de sty4, extendiéndose entre las posiciones -153 y +72
relativas al sitio de inicio de la transcripcion de Pg,,4. La sonda E1B2 se extiende entre las posiciones -153 y +41
relativas al sitio de inicio de la transcripcion de Py, y no contiene el motivo de 6 pb de unién de PaaX que se
encuentra mas conservado respecto al consenso (GATACA) descrito para Pseudomonas sp. Y2. La sonda E1B3
tiene la misma longitud que la sonda E1B1, pero incorpora mutaciones en la secuencia de 6 pb de uniéon de PaaX
mas conservada (sefialadas con asteriscos). B. Ensayos de retardo de banda electroforética de las sondas E1B1,
E1B2 y EIB3 (0,1 nM) con concentraciones crecientes de MBP-PaaX1. Calles 1 a 6: MPB-PaaX1 0, 25, 50, 150,
300 y 600 nM.

3.4. Estudio in vitro del efecto de la uniéon de PaaX al operador en Py,4. Transcripcion in vitro.

Los ensayos de transcripcion in vitro se realizaron segin lo descrito en el apartado 7.2 de
Materiales y métodos. Se emple6 como DNA molde el plasmido pTE-E1B1 (Figura 5.4), que lleva
la regidn intergénica entre styR y styA completa y la region 5°de styA4, lo que permite monitorizar la
transcripcion dependiente de StyR del promotor Py,,. Se utilizo 6'°-RNA polimerasa de E. coli,
Hisg-StyR-P 2 uM y concentraciones crecientes de MBP-PaaX1 (de 0 a 600 nM). Los resultados se
muestran en la figura 5.13. Puede verse como, en presencia de Hisg-StyR-P, la adicion de
concentraciones crecientes de MBP-PaaX1 provoca una dismunicién muy notable en los niveles de

transcrito de sty4, y como la presencia de FA-CoA reduce de forma significativa el efecto represor
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producido por MBP-PaaX1 (Figura 5.13B, inserto). Estos resultados permiten concluir que PaaX1
actila como represor de la transcripcion a partir de Py,4 en Pseudomonas sp. Y2 in vitro y que dicho
efecto represor se ve anulado por la presencia de FA-CoA, al igual que ocurre en la regulacion

mediada por PaaX de los genes paa en E. coli W (Ferrandez y col., 2000; Fernandez, 2005).
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FIGURA 5.13. Efecto de MBP-PaaX1 y del FA-CoA sobre la transcripcion in vitro a
partir del promotor Py,,. A. Imagen electroforética de los transcritos de sty4 y RNA-1
(control interno) obtenidos a partir de pTE-E1B1 (Figura 5.4) en presencia de Hiss-StyR-P
2uM vy distintas concentraciones de MBP-PaaX1. Calles 1 a 6: MBP-PaaX1 0, 25, 75, 150,
300 y 600 nM. B. Grafica que muestra los niveles de transcrito de sty4 (en unidades
arbitrarias) obtenidos a partir de pTE-E1B1 en funcion de la cantidad de MBP-PaaX1
empleada en el ensayo (de 0 a 600 nM). Los resultados corresponden a la media
normalizada de 6 experimentos independientes. Las barras de error indican el error
estandar. El inserto muestra una autorradiografia de los transcritos de sty4 que se generan
en ausencia de MBP-PaaX1 (calle 1), en presencia de MBP-PaaX1 600 nM (calle 2) y en
presencia de MBP-PaaX1 600 nM y de FA-CoA 1 mM (calle 3).

3.5. Estudio in vivo del efecto de la uniéon de PaaX al operador en P, mediante un sistema
heterologo de dos plasmidos.

Los datos obtenidos en los estudios in vitro anteriores muestran que PaaX1 tiene un potencial
para reprimir la transcripcion a partir de Py, en ausencia de FA-CoA y que esta represion
contrarresta la activacion de la transcripcion por StyR fosforilado en este promotor. Para ver si
PaaX1 ejerce el mismo efecto represor in vivo se ha recurrido a la técnica de PCR cuantitativa.

En primer lugar se llevé a cabo el estudio utilizando un sistema de dos plasmidos en el huésped
heterdlogo E. coli W14. Esta estirpe deriva de E. coli W y es incapaz de utilizar AFA como fuente
de carbono (Ferrandez y col., 1997)al tener delecionados todos los genes paa. El plasmido
pISm7.0R (Velasco y col., 1998) es derivado del vector pUC19 con un inserto que contiene la
region stySR-P,4-styAB bajo el control del promotor inducible Pj. (Tabla 4.2, Materiales y

métodos), de forma que proporciona el promotor Py, dentro de su contexto génico nativo junto
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con los componentes necesarios para que tenga lugar la transcripcion inducida por estireno. El
plasmido corresidente fue, en unos casos, el vector control pSJP18Not (Tabla 4.2, Materiales y
métodos) y en otros el plasmido pJ18X1, que porta el gen paaX! de Pseudomonas sp. Y2 bajo el
control del promotor P,. (Figura 5.14), completando asi el sistema genético necesario para

monitorizar el efecto de PaaX1 en la transcripcion.

X5
=
PIacstyC styB styA styR styS paaF2 paaX1 paaY¥Y1 paaN2 paaAl lacZa
="K o _F-:'_-D_|
Of"] pUE14 (14,89 kb) ™ |
<([IIITT
bla

amplificacion con los
oligonucleétidos X3 y X5

X5
=
paaY1 paaX1 paaF2

EcoRl Oligo X5

5’ -CGGAATTCGAAAGGCCAGGTGTGATG-3"
| FEEEEEEEErr ey

. .CCGGGGCTTGCGACCGAAAGGCCAGGTGTGATGAAC. . .CCTATGAC. . . .. .. GGGTAAACCGCTCTCTCGAATCCGCTGCTGGTATACACCAT. . . . . .
Inicio stop L
paaX1 paaX1 3" -GAGCTTAGGCGACGACCAGATCTCG-5"
Oligo X3 Xbal
EcoRl/Xbal
fragmento 1.049 bp
EcoRl/
pSJP18Not __Xbal FIGURA 5.14. Construccién
(4,0 Kb) del plasmido pJ18X1. El gen
J' paaXI fue amplificado por PCR

empleando los oligonucledtidos
_ X5 'y X3 (representados
5%s mediante flechas naranjas) y el
o= plasmido pUE14 como molde. El
fragmento obtenido fue digerido
con EcoRl y Xbal y clonado en
los mismos sitios del vector
pSJP18Not, obteniéndose asi
pJ18X1, que permite la
sobreexpresion de PaaX1 a partir
del promotor inducible Py,.

y
Plac paax1 lacZa

pJ18X1 (5,04 kb)

oriV cat

Los cultivos de E. coli W14 [pISm7.0R] [pJ18X1] y E. coli W14 [pISm7.0R] [pSJP18Not] se
crecieron en medio minimo M63 suplementado con glicerol al 0,4% hasta alcanzar una DOgggnm de
0,4; en ese momento se afiadio IPTG para inducir la expresion a partir de los dos plasmidos.
Cuando los cultivos alcanzaron una DOggum de 0,6 se dividieron en dos, uno se indujo con estireno
suministrado en fase gaseosa y el otro permanecio sin inducir. Transcurridos 30 minutos se

tomaron muestras de ambos cultivos, con las que, tras el correspondiente proceso de extraccion de

83



Resultados

RNA vy sintesis de cDNA (apartados 6.4 y 7.1 de Materiales y métodos), se llevo a cabo el ensayo
de PCR cuantitativa para monitorizar los niveles de expresion de sty4. Como control interno se
utilizé el gen bla, cuya expresion es continua (los cultivos se crecen en ampicilina) y constante
independientemente de las condiciones de cultivo. Tras 30 minutos de induccidn con estireno los
niveles de transcrito obtenidos de los cultivos de E. coli W14 [pISm7.0R] [pJ18X1] eran inferiores
a los obtenidos a partir de los cultivos de E. coli W14 [pISm7.0R] [pSJP18Not] (Figura 5.15),

confirmando que PaaX1 reprime la transcripcion a partir de Py
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3.6. Estudio in vivo del efecto de la union de PaaX al operador en Py, en Pseudomonas sp. Y2.

FIGURA 5.15. Cuantificacién por
PCR a tiempo real de los niveles de
RNA mensajero de styA en distintas
estirpes de E. coli. Los niveles de
transcrito de sty4 se determinaron en
cultivos de las estirpes indicadas en
condiciones basales (barras grises) o
tras 30 minutos de inducciéon con
estireno  (barras  negras). Los
resultados son la media de tres
experimentos independientes. Las
barras de error indican el error
estandar.

3.6.1. Construccion del mutante Pseudomonas sp. Y2T2X1.

Para realizar los estudios en el propio sistema de Pseudomonas sp. Y2 se construyo el mutante
Pseudomonas sp. Y2T2X1 a partir de la estirpe derivada de ella Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa?2),
que solo contiene la copia de paaX! en su cromosoma. La mutacion del gen paaXi produjo una

estirpe deficiente en paaX, pero que porta el resto de los genes sty y paa (ya que tiene el cluster

paal en su cromosoma), y que se ha denominado Pseudomonas sp. Y2T2X1.
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FIGURA 5.16. Construccion del plasmido pKXKm. En este esquema se detallan las sucesivas etapas de la
construccion de pKXKm, derivado de pKNG101 con un inserto que contiene el gen paaX1 de Pseudomonas sp.
Y2 parcialmente delecionado e interrumpido por un casete de Km®. En primer lugar, se aislo de pUC4K (Tabla
4.2, Materiales y métodos) el fragmento Hincll de 1.252 bp que contiene el casete de resistencia a Km y se clond
en el sitio Hincll de pBluescript II KS (+) (Tabla 4.2, Materiales y métodos), dando lugar al plasmido pBlueKm.
El casete de Km" fue extraido de este ultimo como un fragmento de 1.296 pb por digestion con EcoRV y Kpnl 'y
fue usado para reemplazar un fragmento interno de 499 pb de paaX1 comprendido entre las dianas de restriccion
Kpnl y Smal en el plasmido pUXES, obteniéndose asi el plasmido pUXKm. Mediante PCR, utilizando los
oligonucleodtidos BluntB5 y X3 (Tabla 4.3, Materiales y métodos) y pUXKm como molde, se amplifico un
fragmento BamHI- Xbal que contiene paaX1 parcialmente delecionado y reemplazado por el casete de Km®, que
se clono en los mismos sitios de vector suicida pKNG101, dando lugar a pKXKm. Este plasmido se transfirid
por conjugacion desde E. coli S17.1Apir a Pseudomonas sp. Y2T2, para conseguir asi la estirpe mutante
Pseudomonas sp. Y2T2ApaaX1::Km®, denominada Pseudomonas sp. Y2T2X1.

La construccion del plasmido pKXKm, empleado para la obtencion de la estirpe mutante
Pseudomonas sp. Y2T2X1 se encuentra esquematizada en la figura 5.16. El plasmido suicida

pKXKm fue transferido por conjugacion desde E. coli S17.1 Apir hasta Pseudomonas sp. Y2T2
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segun el procedimiento descrito en el apartado 5.4 de Materiales y métodos. Los dobles
recombinantes se seleccionaron en funcion de su resistencia a sacarosa, Km, Cm y Tc y se
identificaron por su sensibilidad a Sm. Se selecciono uno de las conjugantes obtenidos y en él se

comprobo la mutacion del gen paaX1 mediante PCR (Figura 5.17).

paaN2 paaY1 paaX1 paaF2
Pseudomonas sp. Y2T2
paaN2 paaY1 ApaaX1:Km" paaF2
Pseudomonas sp. Y2T2X1
) patron ~ PCR2
patron  PCR1 NBStENl T2 Tox1 ECR2
NBSstEIl 12 Tox1 l l l T2 T2Xx1
RXN] vy
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PCR 2: Kmup, PaaY1(R) w | — 1.753rb [y .«—1.285 pb
PCR 3: paaF2-1(F), Kmdowm 5
M e—— 956 pb "
- 603 pb
=il ! - P

FIGURA 5.17. Comprobacién de la mutacién en paaXl de la estirpe mutante Pseudomonas sp.
Y2T2X1. A. Esquema del contexto cromosémico en el que se encuentra paaX! en Pseudomonas sp. Y2T2
y en Pseudomonas sp. Y2T2X1, en el que el gen paaX] se encuentra parcialmente delecionado y truncado
por un casete de Km®. B. Esquema de la region dpaaX] del mutante Y2T2X1, en el que las parejas de
cebadores utilizadas para las PCR 1, 2 y 3 se sefalan con flechas numeradas, y los productos de
amplificacion de las respectivas reacciones con barras horizontales. C. Imagenes electroforéticas donde se
muestran los fragmentos amplificados por PCR empleando las parejas de oligonucleotidos 1, 2 y 3 y, como
molde, el DNA cromosomico de las estirpes Y2T2 e Y2T2X1.

3.6.2. Crecimiento de Y2T2X1 en estireno y en AFA.

Las estirpes Y2T2 e Y2T2X1 se crecieron en medio M9 en presencia de AFA o de estireno
suministrado en fase gaseosa, siguiéndose su crecimiento a lo largo de la curva y comparando el
crecimiento de ambas (Figura 5.18). El mutante Y2T2X1 no tiene alterada su capacidad para crecer
en medio minimo mas estireno suministrado en fase gaseosa y ambas cepas tienen un patrén de
crecimiento muy parecido en ese medio (Figura 5.18A). Sin embargo, en presencia de AFA, la
estirpe Y2T2X1 presenta una fase de adaptacion al medio méas rapida (Figura 5.18B). Estos

resultados se comentaran mas adelante en el apartado de Discusion.
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FIGURA 5.18. Crecimiento de las estirpes Y2T2 e Y2T2X1 en estireno y en AFA. A. Curvas de crecimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2 (en negro) y Pseudomonas sp. Y2T2X1 (en rojo) en medio liquido M9 en presencia de
estireno suministrado en fase gaseosa. B. Curvas de crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2 (en negro) y
Pseudomonas sp. Y2T2X1 (en rojo) en medio liquido M9 suplementado con AFA. Los resultados son la media de tres
ensayos independientes. Las barras de error conrresponden al error estandar.

3.6.3. Estudio de la transcripcion a partir de Py, en el mutante Y2T2X1.

Se prepararon cultivos de Pseudomonas sp. Y2T2 y de Pseudomonas sp. Y2T2X1 en medio
minimo M9 suplementado con glicerol hasta alcanzar una DOggonm de 0,6. En ese momento los
cultivos se dividieron en dos, induciendo uno de ellos con estireno suministrado en fase gaseosa, y
manteniendo el otro sin inducir. A partir de muestras tomadas después de 5 y 30 minutos se
procedio a la extraccion de RNA, sintesis de cDNA y ensayos de PCR cuantitativa. Los niveles de
expresion de styA4 se cuantificaron en referencia a los obtenidos para el gen fetd (insertado en
monocopia en el cromosoma de estas estirpes), gen de expresion constante (en presencia de Tc) y
usado como estandar interno. En condiciones basales, esto es, de no-induccion, la ausencia de
PaaX1 en la estirpe Y2T2X1 conlleva un incremento de unas tres veces (de 1 £ 0,18 a 3,02 £ 0,41)
en la expresion de styA4 respecto a la obtenida para la estirpe Y2T2. En los cultivos inducidos con
estireno los niveles de sty4 siguen siendo mayores en Y2T2X1 que en Y2T2, aunque la diferencia
se va acortando al incrementarse el tiempo de exposicion a estireno (Figura 5.19).

Los resultados presentados confirman el papel represor de PaaX1l en el proceso de

transcripcion a partir del promotor Pg,,. Esto se comentard mas ampliamente en la discusion.
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125- 104,8311293 FIGURA 5.19. Cuantificacion
97,18 l y por PCR a tiempo real de los
100 4 niveles de RNA mensajero de
styA en Pseudomonas sp. Y2T2 y
Pseudomonas sp. Y2T2X1. Los

751 6@34 niveles de transcrito de styd se
determinaron en cultivos en
50 1 condiciones basales (no induccion)
y tras 5 y 30 minutos de induccion
4 3,02 con estireno. Las barras grises
corresponden a la estirpe Y2T2
(abreviada en la figura como T2) y
2 1.0 las barras negras a Y2T2X1
(abreviada en la figura como

I—LI T2X1). Los resultados son la media

T2 ToX1 T2 T2X1 T2 T2Xi de tres experimentos
independientes. Las barras de error

No induccién 5 minutos 30 minutos indican el error estandar.
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3.7. Estudios fisicos de la interaccion de PaaX y el operador styA.

Con el fin de profundizar en los detalles moleculares de la interaccion entre PaaX y su region
operadora en Py, se procedié a analizar el grado de oligomerizacion de la proteina, asi como la
estequiometria de su union a la secuencia operadora en el DNA.

El grado de oligomerizacion de MBP-PaaX1 se determin6 mediante experimentos de velocidad
y equilibrio de sedimentacion, segun lo descrito en el apartado 14 de Materiales y métodos. Se
realizaron distintos experimentos de equilibrio y velocidad de sedimentacion utilizando diferentes
concentraciones de proteina (1,28 pM, 3,2 uM, 6,44 uM, 9,65 pM y 12,87 uM). En la Figura 5.20
se muestra el resultado obtenido en uno de estos experimentos. El valor de la masa promedio
aparente obtenido (Figura 5.20) fue de 154.000 Da, aproximadamente el doble de la masa
molecular tedrica calculada para MBP-PaaX1 (77.672,5 Da). Asi, se puede concluir que MBP-
PaaX1 se encuentra en forma dimérica en disoluciéon con un coeficiente de sedimentacion de 6,26
S. El analisis hidrodindmico indicé que la relacion friccional del pico obtenido en la velocidad de

sedimentacion era 1,51, lo que sugiere que la proteina tiene una forma algo achatada en disolucion.
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FIGURA 5.20. Resultados de los experimentos de equilibrio y velocidad de sedimentaciéon con
MBP-PaaX1. A. Equilibrio de sedimentacion de MBP-PaaX1 9,65 uM. Los simbolos representan los
datos experimentales obtenidos a 11.000 rpm y 20°C. El mejor ajuste de los datos al gradiente en el
equilibrio de sedimentacion corresponde con el de una especie tnica (M,, = 154000 Da). B. Velocidad
de sedimentacion de MBP-PaaX1 9,65 puM. (S), coeficiente de sedimentacion en Svedverg; c(s),
funcion de distribucion de coeficientes de sedimentacion.

Ademas se determino la estequiometria de la interaccion de MBP-PaaX1 con el DNA. Para ello
se empléo la sonda de DNA STYc (125 pb), que se obtuvo mediante amplificion por PCR a partir
de pISm7.0R (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como molde y los oligonucledtidos Pcu y Acu
(Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura Al) como cebadores. Se realizaron experimentos de
equilibrio y velocidad de sedimentacion utilizando mezclas de STYc y MBP-PaaX1 en
proporciones 1:1, 1:2, 1:4 y 1:10, comparandose con los realizados con STYc y MBP-PaaX1 por
separado. Los resultados de los experimentos de velocidad de sedimentacion se muestran en la
Figura 5.21. El coeficiente de sedimentacion es de 5 para STYc y de 6,26 para MBP-PaaX1. Al
aumentar en el ensayo la proporcion de proteina se observa como va desapareciendo el pico
correspondiente al DNA, a la vez que va apareciendo un pico de un coeficiente de sedimentacion
de 7,2 que corresponde al complejo proteina-DNA formado. Los resultados de estos experimentos
permiten concluir que la asociacion de MBP-PaaX1 con la sonda STYc se da en forma dimérica,

siendo por tanto la estequiometria de la uniéon DNA-proteina de 1:2.
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FIGURA 5.21. Estudio de la

formacion del complejo MBP-PaaX1
con la sonda STYec. Resultados de los
experimentos  de  velocidad  de
sedimentacion de STYc 0,3 uM (A),
MBP-PaaX1 3 uM (B) o una mezcla de
ambos: STYc 0,3 uM en presencia de
distintas concentraciones de MBP-
PaaX1: 0,3 uM (C), 0,6 pM (D), 1,2 uM
(E) vy 3 uM (F). (S), coeficiente de
sedimentacion en  Svedberg;  c(s),
funcion de distribucion de coeficientes
de sedimentacion.
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4. Papel de IHF en la regulacion del promotor Pg,4.

Estudios previos de la region Py, de Pseudomonas sp. Y2 empleando el servidor SEQScan
(Alonso, 2002) permitieron localizar un posible sitio de union para IHF en la region comprendida
entre las posiciones -105 y -79. Esta secuencia tiene un alto indice de identidad con la secuencia
consenso de union del factor IHF (5- WWWWWW

esAoT,yRes Ao G)(Alonso, 2002). Sin embargo, estudios in vivo realizados en ese mismo
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trabajo (Alonso, 2002) no advirtieron una diferencia en la actividad del promotor P, en presencia
o ausencia de IHF (Alonso, 2002). Por el contrario, estudios realizados en Pseudomonas
fluorescens ST pusieron de manifiesto que IHF contribuye a potenciar la transcripcion de los genes
sty catabolicos (Santos y col., 2002) en esta estirpe y que su sitio de union solapa parcialmente con
la caja STY1 de esta estirpe, formando el conjunto de ambas la region URE (Upstream Regulatory
Element) (Leoni y col., 2005).

Con el objetivo de ampliar los estudios acerca de un posible efecto de IHF en la regulacion de
la expresion de los genes sty catabolicos en Pseudomonas sp. Y2 se han llevado a cabo la serie de

experimentos que se describen a continuacion.

4.1. Ensayos de la unién de IHF a la region Py, 4.

La union de IHF a la regién P,y se estudid mediante ensayos de retardo de banda
electroforética empleando las sondas radiactivas E1B1 y E2B1, ya descritas anteriormente
(apartado 2.3 de Resultados) y la proteina IHF purificada (cedida por Victoria Shingler). Un
esquema de ambas sondas aparece representado en la Figura 5.22A. El sitio de union de IHF,
marcado entre las posiciones -105 y -93, se ha sefialado en funcion del descrito para P. fluorescens
ST (Leoni y col., 2005). Como puede observarse en la figura 5.22B, IHF es capaz de provocar un
retraso dependiente de la concentracion en la migracion de la sonda E1B1 en el gel, mientras que
no produce alteracion alguna en la migracion de la sonda E2B1, que lleva delecionada la secuencia

de union de IHF.
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FIGURA 5.22. Unién de IHF a la region Py,,. A. Esquema de las sondas E1B1 y E2B1 derivadas de la regién
promotora Pg,,. La sonda E1B1 abarca toda la regién promotora Py, y el inicio de sty4, extendiéndose desde la
posicion -153 a la +72. La sonda E2B1 carece de la region URE y, por tanto, del sitio de unién para IHF. Los sitios
STY1, STY2 y STY3 de unién de StyR aparecen representados como dos flechas convergentes. El sitio +1 de inicio
de la transcripcion de sty4 se ha seflalado con una flecha y la caja -10 extendida con un rectangulo negro. El sitio de
union de IHF descrito para P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005), situado entre las posiciones -105 y -93, se ha
sefialado en verde. La region URE se encuentra recuadrada con linea discontinua. La region operadora de PaaX se
encuentran recuadrada en morado. B. A la izquierda, ensayo de retardo de la banda electroforética de la sonda E1B1
con concentraciones crecientes de IHF. Calles 1 a 4: IHF 0, 20, 50, y 100 nM. A la derecha, ensayo de retardo de la
banda electroforética de la sonda E2B1 con concentraciones crecientes de IHF. Calles 1 a 3: IHF 0, 50 y 100 nM.

4.2. Estudio de la secuencia de union de IHF en la region P,,,.

Para confirmar si el sitio de union de IHF en la region Py, de Pseudomonas sp. Y2 coincide
con el descrito para P. fluorescens ST, se llevo a cabo un ensayo de proteccion frente a la digestion
con DNasa I del complejo formado por la unién de IHF a la sonda E1B1, cuyo resultado se muestra
en la Figura 5.23. La sonda E1B1 se obtuvo segun lo descrito en el apartado 2.3 de Resultados. La
secuencia de DNA que resulto protegida en el ensayo se extiende entre las posiciones -110 y -81,
englobando el motivo descrito para P. fluorescens ST (que se extenderia entre las posiciones -105 y
-93 en nuestro caso), y coincide practicamente con el sitio de union teérico obtenido mediante el
andlisis con el servidor SEQScan (que abarca la region comprendida entre los sitios -105 y -79),

aunque algo desplazada.
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4. 3. Estudio del papel de IHF en la transcripcion a partir de la region Py, in vitro.

Se llevaron a cabo ensayos de transcripcion in vitro empleando los plasmidos pTE-E1B1 o
pTE-E2B1 (Figura 5.24) como molde (5 nM), ¢’°-RNA polimerasa de E. coli (10 nM), tampén
Txn, Hise-StyR-P 2 uM y concentraciones crecientes de IHF purificado, segin lo descrito en el
apartado 7.2 de Materiales y métodos. El plasmido pTE-E2B1 carece de parte de la region
promotora P, y, por tanto, del sitio de union de IHF. La presencia de IHF en concentraciones de
hasta 40 nM no provoc6 ninguna alteracion en los niveles de transcrito de sty4 obtenido empleando
tanto pTE-E1B1 como pTE-E2B1 (Figura 5.24C). El experimento se repitié utilizando
concentraciones de IHF de hasta 1 uM. Tampoco en este caso se observo un incremento en los
niveles de transcrito de sty4 al aumentar la concentracion de THF en el ensayo. Incluso, a
concentraciones elevadas de IHF (0,5 y 1 uM), llega a apreciarse una disminucion en los niveles de
transcrito de sty4 al emplear cualquiera de los plasmidos como molde (Figura 5.24D), lo que, en

una primera interpretacion, puede achacarse al hecho de que, a concentraciones muy elevadas, el
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IHF se une a regiones curvadas del DNA (y la secuencia de esta region promotora es ricaen Ay T;
Figura 5.1) y provoca estructuras en el DNA que dificultan el desarrollo del proceso de
transcripcion.

Para investigar si el IHF pudiese actuar favoreciendo la formacion del complejo abierto de la
transcripcion se llevo a cabo un nuevo ensayo de IVT, empleando los plasmidos pTE-E1B1 o pTE-
E2B1 como molde (5 nM), 6’°-RNA polimerasa de E. coli (10 nM), tampoén Txn, Hise-StyR-P 2
uM e IHF (20 mM), segun lo descrito en el apartado 7.2 de Materiales y métodos, pero, en este
caso, incubando a distintos tiempos para analizar el proceso de formacion del complejo abierto (1,
3, 6, 12 y 18 minutos). Se queria comprobar asi si el efecto de IHF era apreciable a tiempos cortos
de incubacién, esto es, al inicio del proceso de formacidén del complejo abierto. Sin embargo,
tampoco se observd ningun efecto diferencial en los niveles de transcrito de sty4 obtenidos a partir
de cada molde al emplear distintos tiempos de incubacidn, ni al comparar los resultados obtenidos

para ambos plasmidos (Figura 5.24E).
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FIGURA 5.24. Ensayos de transcripcion irn vitro a partir de P, con los plasmidos molde pTE-E1B1 y pTE-
E2B1 para determinar el efecto de IHF. A. Esquema del plasmido pTE103 empleado como vector para construir
los plasmidos pTE-E1B1 (figura 5.4) y pTE-E2B1. B. Detalle de los fragmentos clonados en los sitios EcoRI y
BamHI de pTE103 para dar lugar a los plasmidos pTE-E1B1 y pTE-E2BI1, respectivamente. El sitio +1 de inicio de
la transcripcion de styA4 aparece indicado con una flecha. La caja -10 extendida se muestra con un rectangulo. Las
flechas invertidas representan los distintos sitios STY de unién de StyR. El rectangulo verde indica el sitio de unién
de IHF descrito para P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005). La region protegida por PaaX estd recuadrada en
morado. Los niumeros hacen referencia a las posiciones de los extremos de las sondas, las cajas STY, la caja PaaX
y el motivo de union de IHF, respectivo al sitio de inicio de la transcripcion. En naranja se han sefialado los
oligonucledtidos empleados para amplificar ambos fragmentos. C. Analisis electroforético de los transcritos de
styA y RNA-1 obtenidos a partir de pTE-E1B1 y pTE-E2B1 en presencia de Hisg-StyR-P 2uM y distintas
concentraciones de IHF. Calles 1 a 5: IHF 0, 10, 20, 30 y 40 nM. B. Analisis electroforético de los transcritos de
styA y RNA-1 obtenidos a partir de pTE-E1B1 y pTE-E2B1 en presencia de Hiss-StyR-P 2uM y distintas
concentraciones de IHF. Calles 1 a 6: IHF 0, 50, 125, 250, 500 y 1000 nM. C. Transcritos de sty4 y RNA-1
obtenidos a partir de pTE-E1B1 y pTE-E2B1 en presencia de Hiss-StyR-P 2uM, IHF 20 nM y utilizando distintos
tiempos de incubacion para la formacion del complejo abierto en los ensayos (1, 3, 6, 12 y 18 minutos).

4.4. Estudio del papel de IHF en la transcripcion a partir de la region P, in vivo.

Los clones E. coli S90C [pJ18RPAT], E. coli DPB101 [pJ18RPAT] (mutante de S90C en la
subunidad B del factor IHF) y E. coli DPB102 [pJ18RPAT] (mutante de S90C en la subunidad o
del factor IHF), portadores del plasmido pJ18RPAT ((Alonso, 2002); Figura 5.25A), se crecieron
en medio minimo M63 suplementado con glicerol al 0,4 % hasta alcanzar una DOggonm de 0,4,
aproximadamente; en ese momento, se afiadidé ITPG a una concentracion final de 1 mM para
inducir la expresion del gen styR presente en el plasmido, y se valoro la actividad -galactosidasa
de los cultivos después de 2 y 7 horas de induccion, pero no se observaron diferencias
suficientemente significativas que permitiran relacionarlas con la presencia o ausencia del factor

IHF (Figura 5.25).
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FIGURA 5.25. Actividad del promotor P, en las estirpes de E. coli S90C, DPB101 y DPB102. A.
Esquema del plasmido pJ18RPAT, que porta el gen styR bajo el control de Py y la fusion styA::lacZ
cuya transcripcién estd dirigida por el promotor Py, (tomado de Alonso, 2002). B. Actividad B-
galactosidasa inducida a partir del promotor Py, del plasmido pJISRPAT presente en las estirpes de E.
coli S90C, DPB101 y DPB102 (expresada en unidades Miller tras dos horas de induccién con IPTG).
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Estos resultados confirman la afinidad de IHF para unirse a la secuencia Py, en una region
concreta y definida, que coincide con la anteriormente descrita para P. fluorescens ST (Leoni y
col., 2005). Sin embargo, los datos obtenidos a partir de los experimentos desarrollados in vitro e in
vivo no permiten confirmar un efecto activador claro de este factor sobre la transcripcion a partir de

Py,.4. En la seccion final de discutiran estos resultados mas ampliamente.
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B. Estudio de la region promotora P,,,r;.

Como ya se ha visto en la introduccion, Pseudomonas sp. Y2 contiene en su cromosoma tres
copias del gen paaF que codifican la actividad PA-CoA ligasa. Tanto el gen paaF, integrante del
cluster paal, como paaF3, ubicado en el cluster paa2, codifican PA-CoA ligasas cuya expresion
estd controlada por PaaX y depende de la presencia de AFA en el medio. Ademas, existe una
tercera copia de este gen, denominada paaF?2, localizada al final del cluster paal y adyacente a los
genes reguladores s#ySR. Ademas de la estirpe Y2, P. fluorescens ST y P. putida CA-3 también
tienen una copia de un gen homologo a paaF?2 (previamente denominado paaK) situada delante del
operon stySR (Santos y col.,, 2000; O'Leary y col.,, 2001). Las copias paaF y paaF2 de
Pseudomonas sp. Y2 fueron asignadas inicialmente al cluster paal, pero sus contextos génicos son
diferentes. Esto, junto con el hecho de que el cluster paa2? contiene un Unico gen (paaF3) que
codifica la actividad PA-CoA ligasa, hizo pensar en un posible distinto significado fisiologico de
paaF?2.

Estudios de crecimiento en distintos medios de estirpes derivadas de Y2 mutantes en los
diferentes genes paaF permitieron observar que la expresion del gen paaF2 es dependiente de la
presencia de estireno en el medio, pero no de AFA. Este hecho diferencial respecto a la expresion
de paaF' y paaF3 sugirid la posibilidad de que la expresion de paaF?2 fuera dependente del sistema

de regulacion de los genes sty, y dio lugar a la investigacion que se desarrolla en este capitulo.

1. Construccion v estudios de crecimiento de distintos mutantes paaF derivados de

Pseudomonas sp. Y2.

Para estudiar el posible papel de paaF2 en el catabolismo del estireno se construyeron
mutantes derivados de la cepa Y2 que contienen unicamente el gen paaF o el gen paaF2. Para ello
se escogidé como estirpe parental Pseudomonas sp. Y2T2, que tiene delecionado el cluster paal y
por tanto sélo contiene las copias paaF y paaF2 en su cromosoma. A partir de esta cepa se
construyeron los mutantes en paaF' y paaF2 mediante truncamiento del gen blanco con un casete

de resistencia a Km®.

1.1. Construccion de la estirpe Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km.

La estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 paaF::Km (a partir de ahora abreviada como Y2T2
paaF::Km) se obtuvo por conjugacion de la estirpe donadora E. coli S17.1 A pir [pKCoAKm] con
la aceptora Pseudomonas sp. Y2T2 y posterior seleccion de los dobles recombinantes en placas de

LB con Cm, Tc, Km y sacarosa. El plasmido pKCoAKm (Bartolomé-Martin, 2006); Figura 5.26A)
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es derivado del vector suicida pKNG101 y porta el gen paaF interrumpido por un casete de Km".
Los dobles recombinantes fueron verificados por sensibilidad a estreptomicina y por Southern blot

(Figura 5.26B).

= FIGURA 5.26. Construccion del mutante Pseudomonas
< sp. Y2T2 paaF::Km. A. Esquema del plasmido pKCoAKm

derivado del vector suicida pKNG101 y que porta el gen
o paaF interrumpido por el casete de Km® (Bartolomé-Martin,
Km 2006). B. Comprobacion del mutante Y2T2 paaF::Km. El
esquema de la izquierda representa el entorno genético del
gen paaF con la insercion del casete de Km® en el mutante.
pKCoAKm (9,4 kb) strB La autorradiografia muestra los resultados delRSouthern blot
realizado con la sonda del casete de Km"™ y el DNA
gendémico de Pseudomonas sp. Y2T2 paaF::Km digerido
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1.2. Construccion de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km.

La construccion de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km (en adelante abreviado
como Y2T2 paaF2::Km) se logré6 mediante transferencia del plasmido pKF2Km por conjugacion
desde la estirpe donadora E. coli S17.1 A pir a la receptora Pseudomonas sp. Y2T2 y seleccion en
placas de LB con Cm, Tc, Km y sacarosa. Los dobles recombinantes fueron verificados por
sensibilidad a estreptomicina y por Southern blot. La obtencion del plasmido suicida pKF2Km se

encuentra esquematizada en la Figura 5.27.
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FIGURA 5.27. Construccion del plasmido pKF2Km. Sucesivas etapas en la construccion de pKF2Km a
partir del gen paaF2 clonado en el plasmido pPaaK (Tabla 4.2, Materiales y métodos) mediante su
truncamiento con un casete de Km® y clonaje final en el vector pKNG101 (Tabla 4.2, Materiales y métodos).
En primer lugar se obtuvo el fragmento de 1,6 kb que porta el gen paaF?2 por digestion del plasmido pPaaK
con EcoRI y Xhol; este fragmento fue clonado en los mismos sitios de pBluescript II KS (+) (Tabla 4.2,
Materiales y métodos) dando lugar al plasmido pBF2EX. La insercién del casete de Km® procedente de la
digestion de pUC4K con Hincll en el sitio EcoRV de pBF2EX dio lugar a pPBF2Km. La digestion de este
ultimo plasmido con BamHI y Xhol, aislamiento del fragmento de 2.682 pb que contiene el gen paaF?2
truncado y su posterior clonaje en pKNG101 previamente digerido con BamHI y Sall permitié la obtencion
del pldsmido suicida pKF2Km. Este plasmido se transfirid por conjugacion desde E. coli S17.1 Apir a
Pseudomonas sp. Y2T2 para conseguir la estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km.
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FIGURA 5.28. Comprobacion del mutante Pseudomonas sp. Y2 paaF2::Km mediante Southern blot. El
esquema de la izquierda representa el entorno genético del gen paaF?2 con la insercion del casete de Km® en el
mutante. Se sefiala en ¢él el fragmento de DNA que se usé como sonda. En la autorradiografia, se muestran los
resultados obtenidos con el DNA gendémico de Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km digerido con Apa 1y Sph 1.
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1.3. Crecimiento de Y2T2 y de los mutantes derivados Y2T2 paaF::Km e Y2T2 paaF2::Km
en LB, AFA y estireno.

La capacidad de crecimiento de los mutantes construidos y la de su estirpe parental Y2T2 se
comprob6 en placas de LB y de medio minimo M9 suplementado bien con AFA al 0,2%, o bien
con estireno suministrado en fase gaseosa (Figura 5.29). Tanto la cepa Y2T2, como el mutante
Y2T2 paaF2::Km, que so6lo contiene la copia del gen paaF en su cromosoma, son capaces de
crecer en los tres medios. Sin embargo, Y2T2 paaF::Km, que s6lo mantiene la copia paaF2 intacta,

crece en LB y en M9 en presencia de estireno pero no en M9 suplementado con AFA.

FIGURA 5.29. Cultivos en
placa de las estirpes Y2T2 (3),
Y2T2 paaF2:Km (2) e Y2T2
paaF:Km (1) en LB, en
medio minimo M9 en
presencia de estireno, o en M9
en presencia de AFA.

ESTIRENO

Estos resultados sugirieron la posibilidad de que la expresion de la PA-CoA ligasa codificada
por paaF?2 sélo tuviera lugar en presencia de estireno. Puesto que el gen paaF2 se encuentra
situado delante y adyacente al operén stySR, cabria la posibilidad de que la transcripcion a partir
del promotor de paaF2, denominado P,..r, se activara en presencia de estireno, tal vez por el
mismo sistema que activa a los genes sty catabolicos: el sistema bicomponente StyS-StyR. La
confirmacion de esta hipotesis fue la que nos movié a desarrollar los trabajos que se incluyen a

continuacion.

2. La region promotora P,,.r2.

2.1. Analisis in silico de la region P,,,r; y localizacion del sitio STY4.

La region promotora P, abarca 426 pb que se extienden desde el codon de terminacion de
paaX1 hasta el ATG de inicio del gen paaF?2, previamente localizado mediante el uso de los
programas informaticos Artemis y MapDraw (Velasco y col., 1998; Alonso y col., 2003a). En esta
region se han localizado dos motivos potenciales y solapantes para la union del factor 6”° de la
RNA polimerasa: una secuencia -35/-10 candnica no del todo mala (GTGTCT -18 pb- CAGAAT,
siendo el consenso TTGACA -17 pb- TATAAT) y otra que presenta homologia con una secuencia
promotora -10 extendida (TGATACCAG, frente al consenso TGnTAATAT) (Figura A2).
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Este analisis de la region P, permitio localizar, 299 pb antes del ATG de incio, una
secuencia similar a los motivos de unioén de StyR previamente descritos para los promotores P,
de Pseudomonas sp. Y2 (Figura A.1) y P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005), que fue denominada
STY4. En la figura 5.30 se puede observar una comparacion de las secuencias de los sitios STY1,
STY2 y STY3 de los promotores Py, de Pseudomonas sp. Y2y P. fluorescens ST y del sitio STY4

de PpaaFZ-

Pseudomonas sp. Y2 Pseudomonas fluorescens ST
-49 -34 -49 -34
ATAAACCATGGTTTAT STY2 ATAAACCACGGTTTAT STY2
> —_— «—

-112 -97 -109 -94
ATAAATATAAGTTTCT STY1 GTAAATATAAGTTTAT STY1
-_— re — - re ——

+15 +30 +16 +31
ACAAAANAAGGTATAA STY3 CAAAAACAAGGTATAA STY3
- > < - —— > - — -

52 -37
GTAAACCTACGTATAG STY4

FIGURA 5.30. Posible sitio de unién (STY4) de StyR en la regién P,,,r,. Secuencia de los sitios de alta
(STY2), media (STY1) y baja afinidad (STY3) de uniéon de StyR encontrados en la region Py, de
Pseudomonas sp. Y2 (Figura A.1) y P. fluorescens ST (Leoni y col., 2005) y secuencia del sitio STY4 de
Pyuar2. Las flechas indican las repeticiones invertidas. Las posiciones conservadas respecto a la secuencia
STY2 se indican en negrita. Los numeros indican las posiciones de los extremos de las cajas STY1, STY2,
STY3 y STY4, relativas a los sitios de inicio de la transcripcion de los correspondientes promotores.

2.2. Determinacion del punto de inicio de la transcripcion del gen paaF2.

Analisis informaticos previos con los programas NNPP2.2 y BPROM (Bartolomé-Martin,
2006) habian localizado tres posibles sitios +1 de inicio de la transcripcion de paaF2 que se
encuentran a una distancia de 193, 217 y 268 pb del ATG de inicio de paaF2, respectivamente.

La determinacion del punto de inicio de la transcripcion del gen paaF2 se llevd a cabo
mediante extension del cebador (apartado 7.3 de Materiales y métodos). A partir de cultivos de
Pseudomonas sp. Y2, E. coli CC118 Apir [pUE14] (portador de un inserto que contiene la region
Pyaar2, junto con otros genes sty y paa; Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura 5.14) y E. coli
CC118 Apir [pKNG101] (utilizado como control negativo) se prepard el RNA total que se utilizd
como molde en la reaccion (apartado 7.3 de Materiales y métodos), para la que se uséd el
oligonucledtido pe-150 como cebador (Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura A.2). El producto
de la extension fue analizado en un gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes, y su tamafio
se compar6 frente a la secuencia de la region P, obtenida con pe-150 como cebador y el
plasmido pTE-PF2 como molde (Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura 5.34). El resultado se

muestra en la figura 5.31.
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FIGURA 5.31. Determinacion del sitio
+1 de la transcripcion de paaF2.
Resultado de la reaccién de extension
del cebador sobre el RNA mensajero de
la region P, en cultivos de
Pseudomonas sp. Y2 crecidos en M9 y
estireno (calle 1, 20 mg de RNA; calle 2,
5 mg de RNA), cultivos de E. coli
CC118 Apir [pUE14] crecidos en M9
con glicerol e inducidos con estireno
(calle 3, 15 mg de RNA; calle 4, 5 mg
-+ de RNA) y de E. coli CC118 \pir
[PKNG101] (calle 5, 5 mg de RNA;
control negativo). El tamafno del
producto extendido se determind por
comparacion con la secuencia del DNA
de la region P, (G, A, T, C) usando
el plasmido pTE-PF2 (Tabla 4.2,
Materiales y métodos) como molde. Las
reacciones de extension del cebador y de
secuenciacion se llevaron a cabo con el
oligonucledtido pe-150 (Figura A.2). A
la derecha y en vertical se muestra la
secuencia de la region que flanquea al
sitio de inicio de la transcripcion (+1) de
paaF2.

ATrPO00P000P2>P0O0P0100-100040>» 40—

3. Papel de 1a proteina StyR en la regulacion del promotor P,..r> .

Para comprobar si el sitio STY4 localizado era un auténtico lugar de union para StyR y si esta
proteina estaba implicada en la regulacion de la transcripcion de Ppqr2 se han realizado la serie de

ensayos in vitro e in vivo que se describe a continuacion.

3.1. Estudio de la union de StyR a Pp.r>.
3.1.1. Preparacion de sondas.

En los ensayos de retardo de banda electroforética se utilizaron varias sondas. Las sondas E1B1
y E2B1, derivadas de la region Py, (apartado 2.3 de Resultados; Figura 5.3), se han empleado con
el fin de comparar la afinidad de His¢-StyR fosforilada por las regiones Py y Ppaar2. La sonda
E1B1 se extiende entre las posiciones -153 y +72 de P, y contiene los tres sitios STY1, STY2 y
STY3 de uni6n a StyR, mientras que la sonda E2B1 abarca la region de Py, comprendida entre las
posiciones -82 y +72 y solo tiene los sitios STY2 y STY3. Ademas, se disefi¢ la sonda F2 (Figura
5.33B), de 294 pb, que se extiende entre las posiciones -152 y +142 y contiene la mayor parte de la
region P, y el inicio de paaF2. La sonda F2 se amplifico por PCR utilizando el plasmido
pISm7.0R (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como molde y los oligonucledtidos PF2-5 y F2B(2)

(Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura A.2) como cebadores. El fragmento obtenido se digirio
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con EcoRI y BamHI y se marcé radiactivamente con [o’>-P]dATP utilizando el fragmento Klenow
de la DNA polimerasa I (apartado 13.1 de Materiales y métodos).

De forma paralela se obtuvo la sonda F2S, de idéntica longitud a la anterior, pero que tiene el
sitio STY4 mutado: se ha alterado su secuencia aunque manteniendo constante la proporcion de las
distintas bases en la misma. Esto se llevd a cabo por mutagénesis dirigida mediante el empleo de
los oligonucledtidos mutagénicos S (R) y S (F) (Tabla 4.3, Materiales y métodos), que portan la
secuencia STY4 alterada (Figura 5.32). Asi, se amplifico un fragmento de 128 pb empleando
pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como molde y los oligonucleotidos PF2-5 y S (R), y otro
fragmento de 199 pb utilizando el mismo DNA molde y los oligonucledtidos S (F) y F2B(2).
Ambos fragmentos amplificados se mezclaron en una proporcion 1:1, y se utilizé6 dicha mezcla
como molde en una nueva reaccion de PCR con los oligonucleotidos PF2-5 y F2B(2), obteniéndose
asi la sonda F2S, cuya secuencia fue comprobada por secuenciacion. Al igual que en el caso
anterior, el fragmento F2S se digiri6 con EcoRI y BamHI y se marco radiactivamente con [a’*-

P]dATP utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (apartado 13.1 de Materiales y

métodos).
S (F)
PF2-5
—p 5’-gagatcccgacttaatcaatcgaggtgtctcgttac-3°
FITEETEn | | FTrrrrrrenl
...CCAAATTCCCCTTGCTTCGTCGAGATCCC GTGTCTCGTTACCGCATTTGATACCAGAATCA. ..

FEEEEEEEErr et | o Trrrrrnnd

3’ -gaagcagctcta ctgaattagttagctccacagag-5"
gaagcag gggctg g g gag F2B(2)

<—

" S(R)

FIGURA 5.32. Mutagénesis dirigida del sitio STY4 de la region P,,r. La secuencia de los

| oligonucleotidos S (F) y S (R), disefiados con el fin de mutagenizar el motivo STY4 (sefialado en azul), se
muestran en minusculas. Las correspondientes parejas de oligonucleodtidos PF2-5 y S (R), por un lado, y S (F)
y F2B(2), por otro lado, se representan mediante flechas naranjas y verdes, respectivamente.

3.1.2. Ensayos de retardo en gel con Hiss-StyR.

Los ensayos de union proteina-DNA se llevaron a cabo mediante incubacion de las sondas
anteriores con distintas cantidades de Hisg-StyR purificada (apartado 12.1 de Materiales y métodos)
y previamente fosforilada, segiin lo especificado en el apartado 13.2 de Materiales y métodos. Las
mezclas de reaccion se analizaron por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 10% y la
migracion de los distintos complejos se visualizéo mediante autorradiografia (Figura 5.33).

Hisg-StyR-P es capaz de retardar a la sonda F2 de una forma dependiente de la concentracion
de proteina, pero no a la sonda F2S, lo que confirma que STY4 es el sitio de union de StyR a la
region Ppuap.

Al comparar los resultados de los ensayos llevados a cabo con las sondas de la region Py,
(Figura 5.33C) con las de la region P,..r> (Figura 5.33D), se puede apreciar un patron de retardo

similar en el caso de las sondas E2B1 y de F2, mientras que la sonda E1B1 parece tener mas
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afinidad por StyR, ya que resulta retardada a la mitad de concentracion de Hises-StyR-P. El diferente
numero de sitios STY podria ser la causa de esta diferencia en la afinidad de la proteina.

En ensayos de retardo de las sondas F2 y E2B1 con Hise-StyR-P en presencia de
concentraciones crecientes de la sonda F2 sin marcar (Figura 5.33 E y F) se observa como la sonda
sin marcar compite con las sondas F2 y E2B1 marcadas de una forma parecida, indicando de nuevo
que la afinidad de Hiss-StyR-P por ambas sondas es muy similar. En cambio, concentraciones
crecientes de la sonda F2S no marcada no eliminan el retardo de las otras (Figura 5.33 E y F),

confirmando que la secuencia STY4 es el sitio que dirige la union especifica de StyR.

PstyA styA PpaaF?2 paakF?2
4 X
STY1 STY2 STY3 =52 =37
e
J153 -112 =97 49 34 -10 +15° 430 ElBl+72 -152 STYANI0 + 142
+1
STY?2 STY3 CCCGTAAACCTACGTATAGGTG F2
% 20 31 10 +15 B0 ) CCCGACTTAATCAATCGAGGTG F28
E2B1
E1B1 . E2B1 IE F2 . F2S
172 3 45 611234 5 6 . 123 4 5 601 2 34 5 6 .
), ] UM His.-StyR-P —— ], ___———] pM His-StyR-P

Sonda E2B1
Sonda F2
nM F2 fria 1 nM F2S fria )
0 100 250 5007000 O 250 500 700 nM F2 fria nM F2S fria

0 100 250500700 0 100 250 500 700
s | ]

TR :

-+ + + o+ +"- o+ + o+ o+ -+ + + + ta- + + + o+
5 pM His.-StyR-P 5 uM His.-StyR-P 5 uM His,-StyR-P 5 uM His,-StyR-P

FIGURA 5.33. Ensayos de retardo de la banda electroforética de las sondas derivadas de la region P,z y de
la region Pg,, por su unién con la proteina His¢-StyR fosforilada. A. Esquemas de las sondas derivadas de la
region Pg,: EIB1 y E2B1. La sonda E1B1 contiene los tres sitios de unién de StyR, mientras que la E2B1 carece
del sitio STY1. B. Esquema de las sondas derivadas de la region Pp,r>: F2 'y F2S. Ambas sondas tienen la misma
longitud, pero la sonda F2S acumula mutaciones que hacen desaparecer el sitio STY4 (sefialado con dos flechas
invertidas en la secuencia de la sonda F2). C. Ensayos de retardo de las sondas E1B1 y E2B1 por concentraciones
crecientes de Hisg-StyR-P. Calles 1 a 6: Hiss-StyR-P 0, 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 uM. D. Ensayos de retardo de las sondas
F2 y F2S por concentraciones crecientes de Hiss-StyR-P. Calles 1 a 6: Hisg-StyR-P 0, 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 uM. E.
Ensayos de competicion por la union a Hise-StyR-P (5 uM) de la sonda marcada E2B1 (0,1 nM) y concentraciones
crecientes de sonda sin marcar F2 (0, 100, 250, 500 y 700 nM) 6 F2S (0, 100, 250, 500 y 700 nM). F. Ensayos de
competicion por la union a Hisg-StyR-P (5 pM) de la sonda marcada F2 (0,1 nM) y concentraciones crecientes de
sonda fria F2 (0, 100, 250, 500 y 700 nM) 6 F2S (0, 100, 250, 500 y 700 nM).
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3.2. Estudio in vitro del papel de StyR en la transcripcion a partir de Pp.r>.

Para los ensayos de transcripcion in vitro a partir de P, se empled como DNA molde el
plasmido pTE-PF2 (Figura 5.34). El fragmento que contiene la region promotora P, entera y el
incio de paaF?2 fue amplificado por PCR empleando como molde el plasmido pUE14 (Tabla 4.2,
Materiales y métodos) y los oligonucleotidos PF2E y F2B (Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura
A.2) como cebadores, purificado, digerido con EcoRI y BamHI y finalmente clonado en los
mismos sitios de pTE103, obteniéndose asi pTE-PF2. (Figura 5.34). Los ensayos de transcripcion
in vitro se realizaron segun lo descrito en el apartado 7.2 de Materiales y métodos. Como control
positivo se llevaron a cabo de forma paralela los mismos ensayos con el plasmido pTE-E1B1
(Figura 5.4). Los resultados de estos ensayos (Figura 5.34) muestran claramente el papel activador

de StyR fosforilada sobre la transcripcion in vitro a partir de Pz, al igual que en el caso de Pgy4.

D_é ‘_E“ % ‘=&’ =T % PF2E
E6REFEE R %
U% PpaaF2 21 paak?2 g
| 5237 ® "|3 pTE-PF2
e S»Tt4 - 2907 (3.241 pb)
. < F2B
ori lacZa -
E1— =
— T
% PstyA » styA £
w STY1 STY2 STY3 b pTE-E1B1
bla 153 12 97 49" 3410 415 430  +7p 3178 pb)
< B1
@ His,-StyR-P
- ___-4
1 2 3 1 2 3 4 5 6
wal B P ESSW v/ ETEEB)
1 2 3 4 5 6
paaF2 E ‘ B B 8 & paaF2 (pTE-PF2)

FIGURA 5.34. Plasmidos pTE-PF2 y pTE-E1B1 y resultados de la transcripcion in vitro a partir de Py, y
Ppur2- A. Esquema del plasmido pTE103 empleado como vector para construir los plasmidos pTE-PF2 y pTE-E1B1
(Figura 5.4). B. Detalle de los fragmentos clonados en los sitios EcoRI y BamHI de pTE103 para dar lugar a los
plasmidos pTE-PF2 y pTE-E1BI, respectivamente. Los sitios +1 de inicio de la transcripcion de paaF2 y styA
aparecen indicados con una flecha. La caja -10 extendida se muestra con un rectangulo. Las flechas invertidas
representan los distintos sitios STY de unioén de StyR. Los numeros hacen referencia a las posiciones de los extremos
de las sondas y de las cajas STY respectivo al sitio de inicio de la transcripcion. En naranja se han sefialado los
oligonucleotidos empleados para amplificar ambos fragmentos. C y D. Transcripcion in vitro a partir de Py, v Puars
Los ensayos se llevaron a cabo empleando los plasmidos pTE-EI1B1 o pTE-PF2 como molde (10 nM), 6’°-RNA
polimerasa de P. putida (25 nM) y distintas cantidades de Hisg-StyR. C. Bandas electroforéticas de los transcritos de
styA y paaF2 obtenidas tras realizar el ensayo con los plasmidos pTE-E1B1 y pTE-PF2 en ausencia de Hisg-StyR
(calle 1) o en presencia de Hiss-StyR 10 uM fosforilada (calle 2) y Hiss-StyR 10 uM sin fosforilar (calle 3). D.
Bandas electroforéticas de los transcritos de styA y paaF2 obtenidas tras realizar el ensayo con los plasmidos pTE-
E1B1 y pTE-PF2 y cantidades crecientes de Hiss-StyR fosforilada 0, 0,5, 1, 2,4y 8 uM (calles 1 a 6).
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3.3. Estudio in vivo del papel de StyR en la transcripcion a partir de P,,,-» mediante sistemas
testigo en multicopia.

Con el fin de determinar la importancia de StyR en la activacion transcripcional in vivo a partir
de P,q.r> en presencia de estireno se han construido diferentes sistemas testigo basados en la fusion
de distintos fragmentos del promotor P, al gen lacZ. La figura A.2 (Apéndice) muestra la
secuencia de la region P,q.r>-paaF?2 y los distintos oligonucleotidos empleados para la obtencion de

dichos fragmentos mediante PCR.

3.3.1. Construccion de los plasmidos testigo pPRWF2A, pRWF2B y pPRWF2C.

A partir del vector pPRW2A (Tabla 4.2, Materiales y métodos) se han construido los plasmidos
pRWF2A, pRWF2B y pRWF2C, que portan distintos fragmentos de la region P.m-paal2
fusionados transcripcionalmente al gen testigo lacZ. Los fragmentos fueron amplificados por PCR
empleando el plasmido pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como DNA molde y los
oligonucleotidos correspondientes (Figura 5.35A), digeridos con EcoRIl y BamHI y clonados en los
mismos sitios de pPRW2A. Asi, pPRWF2A lleva un fragmento que abarca desde la posicion - 200 a
la + 292 y que fue amplificado empleando los oligonucledtidos PF2E y F2B (Tabla 4.3, Materiales
y métodos; Figura A.2). El plasmido pRWF2B lleva un fragmento que se extiende entre los sitios —
2 y + 292 y fue amplificado con los oligonucleétidos PF2Ecol+ y F2B (Tabla 4.3, Materiales y
métodos; Figura A.2). Por ultimo, pPRWF2C porta la region comprendida entre los sitios -200 y
+10, obtenida por amplificacion con los oligonucleétidos PF2E y F2B10+ (Tabla 4.3, Materiales y
métodos; Figura A.2).

Los tres plasmidos testigo, asi como el plasmido control pRW2A, fueron introducidos en
Pseudomonas sp. Y2 por conjugacion desde E. coli S17.1 A pir y posterior seleccion en placas de

LB con Cmy Tc.

3.3.2. Ensayos de actividad p-galactosidasa.

Los cultivos de Pseudomonas sp. Y2 portadores de los distintos plasmidos se crecieron en
medio M9 suplementado con glicerol y con estireno en fase gaseosa. Tras 9 horas de induccion con
estireno se midio6 en ellos la actividad B-galactosidasa (Figura 5.35B).

El plasmido pRWF2A, que lleva la region comprendida entre las posiciones -200 y +292 de
Ppaarr-paal’2, presenta los niveles de actividad mas elevados. Sin embargo pPRWEF2B, que lleva la
region entre los sitios -2 y +292 de paaF?2, y por tanto carece del sitio STY4 y de las posibles
regiones promotoras -10 extendida y -10/-35 candnica de P,..r, tan solo presenta niveles de
actividad basal comparables a los del vector control pPRW2A. Estos resultados aportan un dato mas
acerca de la capacidad activadora de StyR sobre el promotor P,..r>. Es llamativo que el plasmido

PRWEF2C, que porta el gen lacZ bajo el control de la region que se extiende entre las posiciones -
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200 y +10 de P, presenta niveles de actividad de aproximadamente la mitad de los de

PRWEF2A. Estos resultados se comentaran mas adelante en el apartado de discusion.

PpaaF2 paaF2
B e i RWF2A
-200 =52/-37 29"
Ec - r+1
RWF2B
-2 +292 g
<_
R SR RWF2C
200 5237 10 P
<+ F2B10

8000

FIGURA 5.35. Respuesta a la induccién con estireno
de las estirpes testigo Y2 [pRWF2A], Y2 [pRWF2B] e
Y2 [pRWF2C]. A. Esquema de los fragmentos de la
60004 - region P, m-paal’2 clonados en los sitios EcoRI y
BamHI de pRW2A para dar lugar a los plasmidos
pRWF2A, pRWF2B y pRWF2C. El sitio +1 de inicio de
la transcripcion de paaF2 aparece indicado con una
flecha. Las flechas invertidas representan el sitio STY4 de
uniéon de StyR. En naranja se han sefialado los
oligonucleodtidos empleados para amplificar los distintos
2000 fragmentos. B. Medida de la actividad B-galactosidasa
detectada en los cultivos de las cepas de Pseudomonas sp.
Y2 que portan los plasmidos pRWF2A (calle 1),
0 o I pRWEF2C (calle 2), pPRWF2B (calle 3) y pPRW2A (control;

3 4 calle 4) tras 9 horas de induccidén con estireno en fase
gaseosa. Los resultados corresponden a la media de tres
experimentos independientes. Las barras de error
representan el error estandar.

4000

Unidades Miller

3.4. Estudio in vivo del papel de StyR en la transcripcién a partir de P,,,-» mediante sistemas

testigo en monocopia.

3.4.1. Construccién de las estirpes testigo Pseudomonas sp. Y2 F2L , Y2 F2SL e Y2 F2L
AstyR::Gm.

Para profundizar en el papel de StyR en la regulacion de la transcripcion a partir de Puqr in
vivo se han seguido dos estrategias complementarias que implicaron la construccion de tres estirpes
testigo derivadas de Pseudomonas sp. Y2. En primer lugar se obtuvo la estirpe Y2 F2L que porta la
fusion traduccional Ppqro-lacZ insertada en monocopia en su cromosoma, de modo que la actividad
del promotor puede determinarse mediante la realizacion de ensayos de actividad -galactosidasa.
A partir de esta estirpe se construyé un mutante en styR, denominado Y2 F2L AstyR::Gm, por
sustituciéon de una porcion interna de este gen por un casete de Gm" (Figura 5.37), de modo que

carece de proteina StyR funcional. Por ultimo se obtuvo Y2 F2SL, idéntica a la Y2 F2L pero que
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presenta la regiéon STY4 de P, mutada, de manera que esta estirpe tiene StyR funcional, pero
presenta alterada la secuencia de union de esta proteina al DNA. Las distintas etapas seguidas en el

proceso de construccion de estas estirpes testigo se detallan a continuacion.

a) Construccién de Pseudomonas sp. Y2 F2L

La construccion de la estirpe testigo Pseudomonas sp. Y2 F2L, portadora de la fusion P,qq-
lacZ integrada en monocopia y al azar en su cromosoma, se logro a través de las etapas que
aparecen detalladas en la Figura 5.36. Entre los clones seleccionados en Cm y Km, se escogieron
20 para su analisis posterior. Todos resultaron sensibles a piperacilina (Io que permitiéo descartar
una integracion a través de recombinacion homodloga simple) y todos eran capaces de crecer en
medio minimo M9 en presencia de estireno, AFA 6 2-feniletanol (demostrando que la insercion del
minitransposén no habia truncado ningin gen importante para el crecimiento o el catabolismo de
€s0s compuestos).

Finalmente, los clones seleccionados se estriaron en placas de M9 con glicerol y X-Gal en
ausencia o presencia de estireno en fase gaseosa, mostrando una pigmentacion normal en las
primeras y un fenotipo azul en presencia de estireno, lo que puso de manifiesto la activacion del
promotor P,..r. De los 20 clones positivos se seleccionaron 5 al azar y se crecieron en medio M9
con glicerol hasta alcanzar una DOggp,m de 0,4; en ese punto los cultivos se repartieron en 2
matraces, induciendo uno de ellos con estireno suministrado en fase gaseosa y dejando el otro sin
inducir. Los ensayos de actividad B-galactosidasa demostraron que el sistema P m-lacZ
presentaba actividad en presencia de estireno, pero niveles muy bajos en ausencia de induccion
(niveles basales). Ademas, los 5 clones presentaban niveles de actividad p-galactosidasa muy
similares. Se seleccion6 finalmente uno de ellos que se denominé Pseudomonas sp. Y2 F2L y con

el que se realizaron los ensayos que se detallan mas adelante.
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FIGURA 5.36. Construccion del minitransposon pF2LKm y de la estirpe testigo Y2F2L. Esquema de las
distintas etapas de la construccion de pF2LKm, plasmido transferible capaz de integrar al azar el mini-transposon
F2L (recuadrado en la parte baja de la figura) en el cromosoma de la célula huésped. La secuencia comprendida
entre las posiciones -200 y +292 de la region Pp.p-paal’2 se amplifico mediante PCR empleando el plasmido
pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos) como molde y los oligonucleétidos PF2X y F2B como cebadores (Tabla
4.3, Materiales y métodos; Figura A.2). El producto amplificado se digirié con Xbal y BamHI y se clono en los
mismos sitios del vector de fusion traduccional pSJ3 (Tabla 4.2, Materiales y métodos), dando lugar al plasmido
pSF2L que expresa una proteina hibrida que contiene los 9 primeros residuos de PaaF2 fusionados a lacZ. El
fragmento Notl de 4,5 kb de pSF2L que contiene la fusion P,,.r-lacZ fue clonado en el sitio NotI de pUTminiTn5-
Km?2 (Tabla 4.2, Materiales y métodos), obteniéndose asi el plasmido pF2LKm. Este plasmido posee un origen de
replicacion R6K dependiente de la proteina n del fago A, por lo que sélo es replicativo en estirpes que expresen el
gen pir que codifica esta proteina. Ademas, tiene una regiéon de movilizacion RP4, que permite su transferencia
mediante conjugacion desde estirpes F+, y el gen fnp, que codifica una transposasa responsable de la integracion
del mini-transposén que contiene (miniTn5-Km?2) en el cromosoma de la célula huésped. El plasmido pF2LKm fue
transferido por conjugacion desde E. coli S17.1 A pir a Pseudomonas sp. Y2 y las bacterias que recibieron el mini-
transposon (portando la fusion Pp,.mr-lacZ) se seleccionaron en placas de LB con Cm y Km. Uno de esos clones
recibié el nombre de Y2 F2L. La estirpe Y2 F2SL se consiguié por un camino paralelo a partir del casete testigo
F2SL, idéntico al anterior pero con la secuencia STY4 mutada, tal y como se muestra en la parte superior de la
figura. La construccion del casete se llevo a cabo de idéntica forma, a través de la obtencion de los plasmidos
pSF2L y PF2SLKm, respectivamente.
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b) Construccion de Pseudomonas sp. Y2 F2SL

De forma paralela a la estirpe F2L se construy6 el sistema testigo F2SL, que porta la fusion
Ppaar2s-lacZ en el mini-transposon, pero con el motivo STY4 de la region P, alterado. El
fragmento de 492 pb que se extiende entre las posiciones -200 y +292 de la region Pyuum-paaF2 'y
que tiene alterada la secuencia STY4 se obtuvo por mutagénesis dirigida utilizando pUE14 (Tabla
4.2, Materiales y métodos; Figura 5.14) como molde y los oligonucledtidos PF2X, F2B, S (R) y S
(F) (Tabla 4.3, Materiales y métodos); estos dos ultimos incorporan el motivo STY4 con la
secuencia alterada, pero respetando la misma proporcion de las bases. El procedimiento de
mutagénesis dirigida se llevd a cabo de forma idéntica al empleado para obtener la sonda F2S
utilizada en los ensayos de retardo en gel (Figura 5.32). Asi, se amplificé un fragmento de 170 pb
empleando pUE14 como molde y los oligonucledtidos PF2X y S (R), y otro fragmento de 199 pb
utilizando el mismo DNA molde y los oligonucleotidos S (F) y F2B(2). Ambos fragmentos
amplificados se mezclaron en una proporciéon 1:1, y se utilizé dicha mezcla como molde en una
nueva reaccion de PCR con los oligonucledtidos PF2X y F2B(2). El fragmento obtenido fue
digerido con Xbal y BamHI y clonado en los mismos sitios de pSJ3 para dar lugar al plasmido
pSF2SL, que fue comprobado mediante secuenciacion. El fragmento Not I de 4,5 kb que contiene
la fusion P,uurs-lacZ se clond en pUTminiTn5-Km?2, obteniéndose asi el plasmido pF2SLKm, que
fue transferido por conjugacion desde E. coli S17.1 A pir a Pseudomonas sp. Y2. Al igual que en el
caso anterior, la seleccion se llevd a cabo en placas de LB con Cm y Km, y se comprobd su
sensibilidad a piperacilina, asi como su capacidad de crecimiento en M9 suplementado con AFA,
estireno ¢ 2-feniletanol. Se seleccionaron tres clones, denominados Pseudomonas sp. Y2F2SL n° 1,

2y 3, con los que se realizaron los ensayos de actividad -galactosidasa (Figura 5.39).

¢) Construccién de Pseudomonas sp. Y2 F2L AstyR::Gm

La estirpe Y2 F2L AstyR::Gm, portadora de un casete de resistencia Gm"® sustituyendo una
porcion interna de styR, se construyo siguiendo el procedimiento que aparece esquematizado en la
figura 5.37. Tras la transferencia del plasmido pKRKm a Pseudomonas sp. Y2F2L, los dobles
recombinantes fueron seleccionados por su resistencia a sacarosa, Cm, Km y Gm y confirmados
por su sensibilidad frente a Sm. La construccion del mutante fue comprobada por PCR (Figura

5.37).
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FIGURA 5.37. Construccion del plasmido suicida pKRGm y del mutante Pseudomonas sp.
Y2T2AstyR::Gm. A. Oligonucleoétidos empleados como cebadores para la amplificacion de los fragmentos R1 y
R2 del gen styR; su secuencia se representa en minusculas, con las dianas de restriccion subrayadas. B. Esquema
detallado de las sucesivas etapas de la construccion del pldsmido pKRGm, derivado de pKNG101 (Tabla 4.2,
Materiales y métodos) con un inserto que contiene el gen styR de Pseudomonas sp. Y2 parcialmente delecionado
y sustituido por un casete de Gm®. Se amplifico por PCR un fragmento de 183 pb del extremo 5’de styR,
empleando los oligonucledtidos R5-1 y R3-1 y el plasmido pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura
5.14) como molde. Este fragmento fue digerido con Sa/l y BamHI y clonado en los mismos sitios de pBluescript
IT KS (+), dando lugar al plasmido pBlueR1. Seguidamente, se amplificé mediante PCR un fragmento de 172 pb
del extremo 3°de styR a partir de pUE14 y los oligonucleodtidos R5-2 y R3-2, que fue digerido con BamHI y Xbal
y clonado en esos sitios de pBlueR1, obteniéndose asi el plasmido pBlueR1R2. El fragmento BamHI de 865 pb
que contiene un casete de Gm"® procedente de la digestion del vector pS34Gm (Tabla 4.2, Materiales y métodos)
fue clonado en el sitio BamHI de pBlueR1R2, dando lugar a pBlueRGm. El fragmento de 1.172 pb Sa/l-Xbal
que contiene AstyR::Gm se clond en los mismos sitios de pKNG101, generando el plasmido suicida pKRGm,
que fue transferido por conjugacion desde E. coli S17.1 Apir a Pseudomonas sp. Y2F2L para conseguir asi la
estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2 F2L AstyR::Gm®.
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FIGURA 5.38. Comprobaciéon del mutante Pseudomonas sp. Y2 F2L AstyR::Gm. A. Esquema del
contexto cromosomico en el que se encuentra styR en Pseudomonas sp. Y2 F2L y en el cromosoma de
Pseudomonas sp. Y2 F2L AstyR::Gm. Las flechas naranjas representan los oligonucleotidos que se han
empleado para comprobar el truncamiento de stzyR mediante PCR. En la parte baja se muestran los
fragmentos (1, 2, 3 y 4) que resultarian en las correspondientes PCRs realizadas sobre el DNA
cromosomico de Y2 F2L y de Y2 F2L AstyR::Gm. B. Gel de electroforesis con los fragmentos amplificados
en 4 reacciones de PCR distintas (Calles 1 a 4: PCRs 1, 2, 3 y 4, respectivamente) empleando los
oligonucledtidos que se muestran en el panel A y como molde el DNA cromosomico de la estirpe Y2 F2L
(control) y de la estirpe mutante Y2 F2L AszyR::Gm. A la derecha se sefialan los tamafios esperados en las
distintas amplificaciones realizadas.

3.4.2. Ensayos de actividad p-galactosidasa con las distintas estirpes testigo derivadas de
Pseudomonas sp. Y2.

El efecto de la induccion de P,.qr> por estireno en las cepas testigo se evaludé mediante ensayos
de actividad pB-galactosidasa, tal y como se detalla en la figura 5.39. La exposicion a estireno activa
la transcripcion a partir del promotor P,..m, en contraste con los valores basales observados en
ausencia de estireno. La estirpe testigo Pseudomomas sp. Y2 F2L AstyR::Gm, que tiene truncado el
gen styR, no muestra activacion del promotor P,.r», ni en ausencia ni en presencia de estireno
(Figura 5.39B), confirmando que StyR es imprescindible para la activacion de Ppqr2.

Por otro lado se compar¢ la actividad B-galactosidasa de la estirpe Y2 F2L y de tres clones
distintos de la cepa Y2 F2SL en cultivos crecidos en glicerol e inducidos con estireno (Figura
5.39C). Ninguno de los clones de Y2 F2SL presento actividad -galactosidasa, demostrando que la

desaparicion de la region STY4 anula la inductibilidad de P,u.> por estireno.
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En conjunto, estos resultados indican que la activacion transcripcional de P,.qr> €n presencia de
estireno estd mediada por StyR y que esta proteina ejerce su accion a través de su union a la region

STYA4.
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FIGURA 5.39. Respuesta a la induccién con estireno de las estirpes testigo Y2 F2L, Y2 F2L
AstyR::Gm e Y2 F2SL. A. Esquema de la region promotora P, y de la fusion traduccional PaaF2-f
gal que portan los casetes testigo F2L y F2SL. B. Ensayos de actividad B-galactosidasa con las estirpes
Y2 F2L e Y2 F2L AstyR::Gm. Las células se crecieron en medio M9 con glicerol hasta una DOgqgpy, de
0,4 y a partir de este punto cada cultivo se repartié en 6 matraces, sometiendo tres de ellos a induccién
con estireno suministrado en fase gaseosa y manteniendo los otros tres sin inducir. Se ensay¢ la actividad
B-galactosidasa de estos cultivos a distintos tiempos. Las barras representan las unidades Miller
alcanzadas en los ensayos, los cuadrados y circulos los valores de DOgggny, de los distintos cultivos: Y2
F2L inducidos con estireno (azul claro); Y2 F2L sin inducir con estireno (azul oscuro); Y2 F2L
AstyR::Gm inducidos con estireno (naranja); Y2 F2L AstyR::Gm sin inducir con estireno (amarillo). La
flecha representa el momento en el que fue llevada a cabo la induccidn con estireno. Las barras de error
corresponden al error estandar. Los valores representan la media de tres experimentos independientes. C.
Ensayos de actividad B-galactosidasa con las estirpes Y2 F2L e Y2 F2SL (clones 1, 2 y 3) crecidas en
medio M9 con glicerol y tras 8 horas de induccion con estireno. Calles 1 a 4: Y2 F2L, Y2 F2SL (clon 1),
Y2 F2SL (clon 2) y Y2 F2SL (clon 3).

3.5. Estudio de inductores y represores de Pp,.r;.

3.5.1. Estudio de inductores de P,,,r>.

Estudios previos llevados a cabo con la estirpe testigo Pseudomonas sp. Y2 PAL, portadora de
la fusion Pgys-lacZ insertada en monocopia en su cromosoma (Alonso, 2002; Alonso y col.,
2003b), pusieron de manifiesto que, aunque el estireno en el inductor fundamental de la

transcripcion a partir de Py, otros compuestos son capaces de hacerlo aunque en menor medida.
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Entre ellos se encuentran los metabolitos intermediarios de la transformacion del estireno en AFA,
es decir el epoxiestireno y el fenilacetaldehido, y otros compuestos no metabolizables por
Pseudomonas sp. Y2 pero estructuralmente semejantes al estireno, como el tolueno, el etilbenceno
y el 2-feniletanol. Por el contrario, el AFA no actiia como inductor de Py, al igual que ocurre con
el p-xileno, el a-metilestireno, el p-metilestireno y el fenol.

Puesto que la activacion por estireno de la transcripcion a partir de P,,qr> también estd mediada
por StyR, se quiso estudiar el rango de inductores de P> y comprararlo con el de Py, para lo
que se realizaron ensayos de actividad B-galactosidasa con las estirpes Y2 F2L ¢ Y2 PAL. Asi,
ambas estirpes se cultivaron en medio M9 suplementado con glicerol hasta alcanzar una DOggnr, de
0,4. En ese momento, cada cultivo se dividio en varios matraces a los que se afiadié cada uno de los
compuestos a estudiar a una concentracion final de 90 uM (Figura 5.40). Tras 1 hora de induccion,
se valor6 la actividad B-galactosidasa en cada cultivo (apartado 11.2 de Materiales y métodos). El
nivel de induccién se calculdé por comparacion con la actividad del cultivo control (sin inducir,
crecido en M9 con glicerol), al que se asigno el valor de 1. Los datos, recogidos en la Tabla 5.1,
muestran los valores obtenidos de la media de al menos 5 ensayos distintos, con sus

correspondientes errores estandar.

. )
¢ 0 NH
CH ?\CH Y & " L
etk / PN CH, CH,
HCZ HC” H,C H,C OH He He
ESTIRENO  EPOXIESTIRENO FENILACETALDEHIDO AFA 2-FENILETANOL  2-FENILETILAMINA
CH H,C CH, _~CH,
CH, w8 ~c” He” OH CH,
TOLUENO ETILBENCENO  a- METILESTIRENO CH, FENOL CH,
p- XILENO
p- METILESTIRENO

N— _/

FIGURA 5.40. Compuestos utilizados en los ensayos de induccion de las estirpes Y2 F2L e Y2 PAL.
En el recuadro azul se muestran los metabolitos intermediarios de la ruta superior de degradacion del
estireno en Pseudomonas sp. Y2.
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Nivel de inducciéon
Compuesto
Ppaarz-lacZ Pyu-lacZ
Estireno 9+1,3 10,1 +£1,9
Fenilacetaldehido 3,7+0,3 54+1,1
Epoxiestireno 33+0,3 3.8+0,6 T,AtBLA St'l't,Resl;:‘eSta ldeZlos
3 sistemas testigo P, .pr-lacZ y
2-Feniletanol 35+05 33+05 Py -lacZ frente a lpa induccion
2-Feniletanolamina 3,6+0,5 57+1,3 con diferentes compuestos. Los
Etilbenceno 19403 28+07 nivelgs de los cultivos crecidos
en glicerol se tomaron como 1,00
Tolueno 1,7+ 0,4 1,8+ 0,6 +0,0.
p-Xileno 1+£0,1 1,3+0,1
o- Metilestireno 1,4+0,1 1,2+0,1
p- Metilestireno 1,3+0,2 1,2+0,3
Acido fenilacético 1,2+0,1 1,2+0,1
Fenol 1,3+0,1 1+£0,1

Los resultados obtenidos demuestran que el promotor P, responde a los compuestos
ensayados de la misma manera que Py, siendo el rango de induccién muy parecido para ambos
promotores.

En un experimento analogo llevado a cabo con la estirpe testigo Pseudomonas sp. Y2 F2L
AstyR::Gm, no se observo induccién con ninguno de los compuestos ensayados (datos no
mostrados). Esto hace pensar que la expresion de los genes sty catabolicos bajo el control de Py, y
la expresion de paaF?2 a través de P, estan reguladas de forma coordinada a través del sistema

activador de la transcripcion StyS/StyR.

3.5.2. Estudio de represores de P,..r.

El patrén de expresion de los genes sty catabolicos a partir de Py, en cultivos de Pseudomonas
sp. Y2 PAL crecidos en estireno y en presencia fuentes de carbono adicionales (glicerol, glucosa,
AFA y LB) habia sido estudiado anteriormente en el laboratorio (Alonso, 2002). Una vez mas se
quiso comparar la regulacion del promotor P,..r> con la de P,,. Para ello se cultivaron las estirpes
Y2 F2L e Y2 PAL en medio M9 con estireno y en presencia o ausencia de varias fuentes de
carbono (glicerol, glucosa y AFA) y también en medio LB con estireno, para ver si estos
compuestos reprimen la transcripcion a partir de P2 Se monitorizo el crecimiento de los
distintos cultivos midiendo la DOggoum ¥ s€ tomaron alicuotas cada 1,5 horas, analizandose en ellas
la actividad P-galactosidasa. Los resultados, recogidos en la Figura 5.41, muestran un mismo
patrén de comportamiento para ambos promotores. Asi, el glicerol y la glucosa no ejercen un
efecto represor sobre la transcripcion a partir de estos dos promotores, mientras que el AFA
reprime la transcripcion a partir de Py y Ppaqr2 €n presencia de estireno. El medio rico LB también
presenta un efecto represor en ambos promotores, que empieza a desaparecer cuando los cultivos

entran en fase estacionaria.
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FIGURA 5.41. Estudio de represores de la inducciéon de Py y P,,r2. Ensayos de actividad f-
galactosidasa de las estirpes F2L y PAL crecidas en estireno (STY) y en presencia y ausencia de glicerol
(GLY), glucosa (GLU), AFA y LB. Las barras indican las unidades Miller obtenidas en los distintos ensayos.
Las curvas indican el crecimiento de F2L y PAL en los distintos medios. Las barras de error corresponden al
error estandar. Los resultados corresponden a la media de tres experimentos independientes.

4. Papel de la proteina PaaX en la regulacion del promotor P,..r> .

El hecho de que los promotores Py Ppaar> €stén regulados por StyR y que ambos respondan
frente al mismo rango de inductores indujo a pensar que, al igual que Py, estd sujeto a represion
por PaaX en ausencia de FA-CoA, P,..r> también podria estarlo.

Se realizaron estudios in silico sobre la region promotora P, y el inicio del gen paaF?2
(region Ppuam-paaF2) con el objetivo de indentificar alguna posible secuencia que pudiera
constituir una region operadora para PaaX por comparacion con el consenso ya descrito
anteriormente (GATACA---26 pb---TGTATC). Sin embargo, no se localizé ninguna secuencia
parecida, aunque si se encontraron varias secuencias similares a alguna de las repeticiones de 6 pb
(GATACA o TGTATC) que diferian del consenso en una o dos bases, pero que se encontraban
separadas por una distancia muy distinta a la que las separa en las cajas de union a PaaX en las

distintas regiones operadoras de Pseudomonas.

4.1. Estudio de la union de PaaX a P,,.r>.
4.1.1. Diseiio y costruccion de sondas: F2, F2-2, F2-3 y F2-4.

Se realizaron ensayos de retardo de banda electroforética con cuatro sondas disefiadas de forma
que cubren distintas zonas de la region P, y el inicio de paaF2. Todas ellas fueron amplificadas
por PCR empleando el plasmido pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura 5.14) como
molde y los oligonucleotidos correspondientes, digeridas con EcoRl y BamHI y marcadas
radiactivamente con [o>-P]dATP utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (segiin
lo descrito en el apartado 13.1 de Materiales y métodos). La sonda F2 (294 pb) se obtuvo segun lo
anteriormente explicado (Figura 5.33). Las sondas F2-2 (294 pb), F2-3 (323 pb) y F2-4 (444 pb) se
obtuvieron por amplificacion con los oligonucledtidos PF2Ecol+ y F2B, PF2-3 y F2B(3) y PF2-5 y
F2B (Tabla 4.3 de Materiales y métodos), respectivamente. La secuencia y ubicacion de los
oligonucleotidos empleados para la amplificacion de estas sondas se muestra en la Figura A.2 del

Apéndice.
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4.1.2. Ensayos de retardo de la banda electroforética de las sondas derivadas de P,,r> con
MBP-PaaX1.

Los ensayos de retardo de banda electroforética se llevaron a cabo con estas 4 sondas de la
region P,.qr2 (0,5 nM) y la proteina MBP-PaaX1 purificada (300 6 600 nM), segun lo descrito en el
apartado 13.2 de Materiales y métodos. En paralelo se utilizaron dos sondas de la region Py,
E1B1 como control positivo, ya que contiene la region de union a PaaX, y E2B1 como control

negativo, ya que carece de la mitad de la region operadora de PaaX.

A
PpaaF?2 paaF?2 Psty4 styA
+1
STY4
A F2
-152 -10 + 142
+1
7 o
-152 BT 202
+1
-2 Ta92 122
F2-3
+93 +416
F2 F2-4 E1B1 F2-2 F2-3 E1B2
—_— el ] el —_— e el | el
0 300 600 0 300 600 O 300 600 nM MBP-PaaX1 0 300 600 O 300 600 O 300 600 nNM MBP-PaaX1

FIGURA 5.42. Ensayos de retardo de la banda electroforética de distintas sondas de la region P,z y
Py, con MBP-PaaX1. A y B. Representaciones esquematicas de las sondas de la region P> -paal2'y Py,
-styA empleadas en los experimentos de retardo en gel. El sitio +1 de inicio de la transcipcion, las cajas -10
extendidas de ambos promotores y los sitios STY de union de StyR aparecen sefialados. En morado se
representan los dos motivos de 6 pb que constituyen la caja operadora de PaaX en Pg,,. Obsérvese que la
sonda E1B2 carece de uno de estos motivos. C. Ensayos de retardo de la banda electroforética de distintas
sondas de las regiones Ppaqr2 y Py (0,5 nM) con MBP-PaaX1 (300 6 600 nM).

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 5.42. Las sondas F2 y F2-4
parecen mostrar cierta afinidad por MBP-PaaX1, ya que su banda aparece retardada en el gel sobre
todo a la concentracion de 600 nM, aunque esta afinidad es claramente inferior a la que muestra la
sonda E1B1 (control positivo). Las sondas F2-2 y F2-3 presentan un retardo muy débil, semejante
al que se observa en el caso de la sonda E1B2 (control negativo). Aunque la sonda E1B2 presenta
el motivo de unioén de PaaX parcialmente delecionado, mantiene una de las repeticiones invertidas
de 6 pb (concretamente la menos conservada respecto al consenso), lo que podria ser responsable
de la ténue banda de retardo que se observa en el gel. Esto sugiere que el débil retardo observado

para las sondas F2-2 y F2-3 podria resultar de una union a MBP-PaaX1 semejante, de naturaleza
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basicamente inespecifica. La afinidad mostrada por las sondas F2 y F2-4 hacia MBP-PaaXl,
aunque dista mucho de la que manifiesta la sonda E1B1, es mayor que la de las otras dos sondas de
la region P,..r, lo que sugiere que la proteina MBP-PaaX1 podria unirse a la region de Ppur
comprendida entre las posiciones -152 y -2 (figura A.2).

El estudio de la union de MBP-PaaX1 a la region P, se completo con ensayos de
competicion por la union a MBP-PaaX1 (600 nM) de las sondas radiactivas E1B1 o F2 (0,2 nM)
frente a un exceso de distintas sondas no marcadas (490 nM). Los resultados obtenidos aparecen
recogidos en la figura 5.43. La sonda E1B1 sin marcar compite por la uniéon de MBP-PaaX1 con la
sonda F2 marcada (Figura 5.43A; calle 8), eliminando el retardo de la banda casi por completo,
mientras que, a la inversa, la propia sonda F2 sin marcar no elimina el retardo producido por la
sonda E1B1 (Figura 5.43B; calle 5 y Figura 5.43C). El resto de las sondas sin marcar ensayadas,
F2-2, F2-3 y F2-4, no compiten por la uniéon de MBP-PaaX1 con la sonda F2 marcada, ya que los
ensayos de competicion realizados con ellas presentan el mismo patrén de retardo que el llevado a
cabo con la sonda E1B2 sin marcar (utilizada a modo de control negativo, ya que tiene el sitio de
union de PaaX parcialmente delecionado) (Figura 5.43A). Al utilizar sonda E1B1 marcada en los
ensayos de uniéon con MBP-PaaX1 soélo la sonda fria E1IB1 es capaz de competir y eliminar el
retardo de la banda (Figura 5.43B; calle 8 y figura 5.43C), mientras que un exceso del resto de las
sondas sin marcar ensayadas no compite por la union a la proteina (Figura 5.43B y C).

El efecto de la presencia de FA-CoA en la union de MBP-PaaX1 a la sonda F2 (0,2 nM) se
estudié realizando ensayos de retardo de banda electroforética con MBP-PaaX1 (600 nM) en
presencia de FA-CoA 1 mM (Figura 5.43A; calle 3), observandose un patréon de comportamiento
similar al de la sonda E1B1 (Figura 5.43B; calle 3).

Los resultados obtenidos en estos experimentos sugieren que la unidén observada entre la
proteina MBP-PaaX1 y la sonda F2 es de naturaleza inespecifica, ya que la proteina parece tener
mucha menos afinidad por la sonda F2 que por la E1BI1 (utilizada como control positivo), y ademas
un exceso de sonda F2 fria no es capaz de competir por la union especifica de MBP-PaaX1 con la
sonda E1B1 marcada. Para aportar algiin dato mas al estudio de esta interaccion se llevo a cabo el
experimento de proteccion frente a la digestion con DNasa I que se describe en el siguiente

apartado.
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FIGURA 5.43. Ensayos de competicién por la unién a
Sonda E1B1 marcada MPB-PaaX1 de la sondas marcadas F2 o E1B1 frente

a distintas sondas frias de las regiones Py,r2 y Pyy4. A
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1 2 3 4 5i1 2 3 4 5 en competicion con distintas sondas frias (490 nM) por la

uniéon de MBP-PaaX1 (600 nM). Calle 1: sonda libre.

- " Sl Calle 2: sonda marcada con MBP-PaaX1. Calle 3: sonda
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mM. Calles 4 a 9: sonda marcada con MBP-PaaX1 en
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“ e uh e “ - E1B2 sin marcar, respectivamente. C. Ensayos de retardo
de banda electroforética de la sonda E1B1 (0,2 nM)
marcada y concentraciones crecientes de sonda F2 o
E1B1 sin marcar (Calles 2 a 4: 0, 100, 200, y 490 nM) en
competicion por la union a MBP-PaaX1 (600 nM). Calle
1: sonda libre.

4.1.3. Ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasal.

En los experimentos de proteccion de la region Pp.qm-paal’2 por PaaX1 frente a la digestion
con DNasa I se utilizaron las sondas F2-E y F2-B (derivadas de F2) y E1B1, que se incubaron con
distintas concentraciones de MBP-PaaX1 y se sometieron a digestion con DNasa I, segin lo
expuesto en el apartado 13.3 de Materiales y métodos. La sonda F2 se obtuvo por amplificacion
mediante PCR utilizando el plasmido pUE14 (Tabla 4.2, Materiales y métodos; Figura 5.14) como
molde y los oligonucledtidos PF2E y F2B(2) (Tabla 4.3, Materiales y métodos; Figura A.2), y fue
digerida con EcoRI (sonda F2-E) o con BamHI (sonda F2-B). En cada una de estas sondas se
marcé un extremo distinto, permitiendo analizar la secuencia de las dos hebras del DNA de la
sonda F2. La sonda E1B1 amplificada por PCR (Figura 5.3) fue digerida con BamHI y fue utilizada
a modo de control positivo. Las tres sondas fueron marcadas radiactivamente con [a’*-P]dATP
utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (apartado 13.1 de Materiales y métodos).

Los resultados permitieron ver que MBP-PaaX1, incluso a una concentracion de 2,4 pM, no
ofrece ninguna proteccion a las sondas F2-E y F2-B frente a la digestion con DNasa I, mientras que
es suficiente una concentracion de MBP-PaaX1 de 300 nM para observar una clara proteccion de la

sonda E1B1 (datos no mostrados).
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4.2. Estudio in vitro del papel de PaaX en la transcripcion a partir de P,.,r;.

Los ensayos de transcripcion in vitro se realizaron empleando como molde el plasmido pTE-
PF2, que porta la region promotora P, entera y el inicio de paaF2 (desde la posicion -200 a la
+292) y el plasmido pTE-E1B1, a modo de control positivo (ver Figura 5.34).

Los ensayos se llevaron a cabo con las mismas condiciones descritas en el apartado 3.2 del
capitulo B de Resultados y los resultados se muestran en la Figura 5.44. Se puede concluir de estos
datos que, a diferencia de lo que ocurre en el caso de Py, PaaX no presenta ningun efecto represor

en la transcripcion a partir de P,z in vitro.
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4.3. Estudio in vivo del efecto de PaaX en la transcripcion a partir de Pz .

Mediante analisis con PCR cuantitativa de los ¢cDNAs sintetizados a partir de cultivos de
Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2X1 inducidos con estireno o sin inducir, se
valoraron los niveles de expresion de paaF2 y de styA (a modo de control positivo). Como estandar
interno se uso el gen tetd, que codifica la resistencia a Tc, se encuentra en monocopia en el
cromosoma y, en presencia de tetraciclina, se expresa de manera constante.

En condiciones de no-induccion, la expresion de sty4 es unas 4 veces mayor en el caso de la estirpe
Y2T2X1 que en el de estirpe Y2T2; sin embargo, los niveles de paaF2 no varian
significativamente al comparar ambas estirpes. Para los cultivos inducidos con estireno los niveles
de RNA mensajero de sfy4 siguen siendo mayores para la estirpe Y2T2X1 que para la Y2T2,

aunque la diferencia es menor, ya que tras la exposicion a estireno se genera FA-CoA en el medio y
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desaparece en parte el efecto represor mediado por PaaX. En cambio, los niveles de transcrito de
paaF?2 en esas mismas condiciones tampoco varian significativamente entre ambas estirpes, incluso
parecen un poco menores en la estirpe Y2T2X1. Estos resultados permiten concluir que PaaX no
ejerce un papel represor sobre la transcripcion a partir de P,qr in vivo, a diferencia de lo que

ocurre para Py, 4.

TABLA 5.2. Cuantificaciéon por PCR a tiempo real de los niveles de los RNA mensajeros de paaF2 y styA en las
estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2X1.

Y2T2-Glicerol | Y2T2X1-Glicerol Y2T2-Gly + 5’estireno | Y2T2X1-Gly + 5’estireno

styA 1+0,5 406+14 36,5+3,23 40,98 +5,9

paafF?2 1+0,02 1,66 + 0,15 26,86 +4,3 22,94 +£2,97

Los niveles de transcrito de paaF2 y styA se determinaron en cultivos de las estirpes indicadas en condiciones basales (no
induccién) y tras 5 minutos de induccidn con estireno y se han normalizado respecto a los niveles de RNA mensajero de
tetA. Los resultados son la media de tres experimentos independientes. Los errores corresponden al error estandar.

5. Papel de IHF en la regulacion del promotor P, r.

Como ya se ha visto anteriormente, IHF se une a la region Py, tanto en Pseudomonas sp. Y2
(apartado 4.1 del capitulo A de Resultados; Figuras 5.22 y 5.23) como en P. fluorescens ST (Santos
y col., 2002; Leoni y col., 2005). En esta tiltima estirpe, ademas, se ha descrito que IHF potencia la
activacion de la transcripcion inducida por estireno a partir de Py, in vivo (Leoni y col., 2005).

Para comprobar si IHF ejerce algin efecto sobre la regulacion de la transcripcion a partir del
promotor P,z se estudi6 en primer lugar si aquel es capaz de unirse a la region Pp,r. Se llevaron
a cabo ensayos de retardo de banda electroforética con concentraciones crecientes de IHF (0, 20, 40
y 100 nM) y la sonda F2 (0,1 nM). Los mismos ensayos se realizaron en paralelo con las sondas
E1B1 (control positivo) y con E2B1 (que presenta la caja de union de IHF delecionada, sirviendo
por tanto a modo de control negativo).

Los resultados, recogidos en la figura 5.45 muestran que IHF no se une a la sonda F2 en las

mismas condiciones que lo hace con la sonda E1B1.

( )\
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—— 8 ——— Ensayos de retardo en gel con
0 20 40 100 0 40 100 las sondas F2 (Figura 5.33),
E1B1 (Figura 5.3; control
. — u positivo) y E2B1 (Figura 5.3;
’ control negativo) y
' : concentraciones crecientes de
o o g IHF.
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6. Papel de PaaF2 en la degradacion del estireno.

6.1. Ensayos de actividad FA-CoA ligasa.

Se llevaron a cabo ensayos de actividad FA-CoA ligasa con cultivos de las estirpes Y2T2
(PaaF", PaaF2"), Y2T2 paaF::Km (PaaF2") e Y2T2 paaF2::Km (PaaF") (apartados 1.1 y 1.2 del
capitulo B de Resultados) crecidos en medio minimo M9 suplementados con glicerol 1%, glicerol
1% mas AFA 0,2% o glicerol 1% con estireno suministrado en fase gaseosa, segun lo descrito en el
apartado 11.3 de Materiales y métodos. Ninguna de las tres estirpes presentd actividad en los
cultivos crecidos en glicerol. La actividad FA-CoA ligasa de los cultivos crecidos en presencia de
estireno fue aproximadamente del triple para Y2T2 que para Y2T2 paaF::Km e Y2T2 paaF2::Km.
En el caso de los cultivos crecidos en AFA, Y2T2 paaF::Km (PaaF2") no present6 actividad FA-
CoA ligasa, mientras que las estirpes Y2T2 e Y2T2 paaF2::Km mostraron niveles de actividad
parecidos (Figura 5.46). Esto confirma el hecho de que la expresion de paaF2? se induce en
presencia de estireno pero no de AFA y sugiere que la actividad codificada por paaF2 es una FA-

CoA ligasa auxiliar dependiente de estireno.
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FIGURA 5.46. Actividad FA-CoA ligasa de las estirpes Y2T2, Y2T2 paaF2::Km e Y2T2
paaF::Km en distintos medios. Las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 (barras negras),
Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km (barras grises) y Pseudomonas sp. Y2T2 paaF::Km (barras
rayadas) se cultivaron en medio minimo M9 en presencia de glicerol 1%, glicerol 1% y AFA
0,2% o glicerol 1% mas estireno suministrado en fase gaseosa, hasta alcanzar una DOggq p,,, de
aprox. 0,8. La preparacion de los extractos celulares y posterior medida de la actividad FA-
CoA ligasa de los mismos se llevo a cabo segun lo descrito en el apartado 11.3 de Materiales y
métodos. Los resultados corresponden a la media de 3 experimentos independientes. Las barras
de error hacen referencia al error estandar.
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6.2. Expresion de los genes paa en la estirpe Y2T2 paaF::Km.

Se quiso comprobar si en los cultivos de la estirpe Y2T2 paaF::Km (PaaF2") suplementados
con AFA, en los que no se detecta actividad FA-CoA ligasa (Figura 5.46), se estaban expresando
los genes paa. Se prepararon cultivos de Y2T2 paaF::Km en medio minimo M9 suplementado con
glicerol, glicerol y AFA o glicerol y estireno suministrado en fase gaseosa, hasta alcanzar una
DOgoonm de 0,8. Se procedidé a la extraccion de RNA, sintesis de cDNA y ensayos de PCR
cuantitativa. Los niveles de expresion de paaD se cuantificaron en referencia a los obtenidos para
el gen fetA (insertado en monocopia en el cromosoma de esta estirpe), gen de expresion constante
(en presencia de Tc) y usado como estandar interno. En los cultivos crecidos en presencia de
estireno se observé un claro nivel de expresion del gen paaD, a diferencia de los niveles basales
que se obtuvieron en los cultivos crecidos en glicerol o en presencia de AFA (Figura 5.47). Estos
resultados explican la incapacidad de la estirpe Y2T2 paaF::Km para crecer en AFA (Figura 5.29),
ya que, en presencia de este compuesto, los genes paa que codifican las actividades encargadas de
degradarlo no se expresan. En presencia de estireno, en cambio, la actividad FA-CoA ligasa
codificada por paaF?2 se induce (Figura 5.46), por lo que se genera FA-CoA suficiente, a expensas
del estireno suministrado, para que se elimine la represion mediada por PaaX y tenga lugar la

expresion de los genes paa (Figura 5.47).

300- 274,5+22,5

FIGURA 5.47. Cuantificaciéon por PCR a tiempo
real de los niveles de RNA mensajero de paaD en
Pseudomonas sp. Y2T2 paaF::Km en distintos
medios. Los niveles de transcrito de paaD se
determinaron en cultivos de la estirpe paaF::Km
crecidos en medio M9 en presencia de glicerol 1%
(GLY), en medio M9 en presencia de glicerol 1% y de
AFA 0,2% (AFA) o en medio M9 en presencia de
glicerol 1% mas estireno suministrado en fase gaseosa
(STY), hasta alcanzar una DOgq n, de aprox. 0,8. Los
resultados son la media de 3 experimentos
independientes. Las barras de error indican el error
estandar.
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6.3. Estudios de crecimiento y competicion de las estirpes Y2T2 e Y2T2 paaF2::Km.

Con el fin de estudiar si la presencia del gen paaF?2 aporta a Pseudomonas sp. Y2 una ventaja a
la hora de competir en ambientes con estireno, se compard el crecimiento de las estirpes Y2T2 e
Y2T2 paaF2::Km en medio minimo M9 suplementado con glicerol 1%, AFA 0,2% o estireno
suministrado en fase gaseosa. Paralelamente, se sigui6 el crecimiento de un cultivo mixto obtenido

al mezclar los dos anteriores en igual proporcion. Los tres cultivos presentan un mismo patron de
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crecimiento a lo largo de la curva en presencia de glicerol y de AFA como fuente de carbono. Sin
embargo, la cepa Y2T2 paaF2::Km presenta una fase de adaptacion al medio con estireno mas
lenta que Y2T2 o que el cultivo mixto, aunque la velocidad de crecimiento no esta afectada (Figura
5.47). Se tomaron alicuotas de los cultivos mixtos en la fase exponencial del crecimiento, se
plaquearon en medio LB y se aislaron colonias. Se reestriaron entre 240 y 360 colonias de cada tipo
en placas de LB en presencia y ausencia de Km, con el objetivo de contabilizar la proporcion de la

estirpe mutante (resistente a Km) en el cultivo mixto. Los resultados se muestran recuadrados en la

Figura 5.47.
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FIGURA 5.47. Curvas de crecimiento y ensayos de competicion de las estirpes Y2T2 e Y2T2
paaF2::Km. Pseudomonas sp. Y2T2 (cuadrados blancos), Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km
(circulos blancos) o una mezcla equitativa de ambas estirpes (triangulos negros) fueron cultivadas en
medio minimo M9 suplementado con glicerol 1%, AFA 0,2% o estireno suministrado en fase gaseosa.
Los datos son la media de cultivos realizados por triplicado y de dos experimentos independientes. Las
flechas indican los puntos en los que se tomaron alicuotas de los cultivos mixtos, para su siembra en
medio solido. De cada placa se analizaron entre 240 y 360 colonias, con el fin de determinar el
porcentaje de la estirpe mutante en el cultivo mixto segun la capacidad de las colonias de crecer en
presencia de Km. Los resultados obtenidos aparecen recuadrados, y son la media de 4 a 7 experimentos
independientes, con su error estandar correspondiente.

Los resultados obtenidos en este bloque de experimentos, que ponen de relevancia el papel de

PaaF2 en el catabolismo del estireno, se comentaran mas detalladamente en el apartado de

Discusion.
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V1. Discusion.

A. Regulacion de la region promotora Py, ,.

1. Caracteristicas generales de la region promotora Pg,..

La region promotora del operon styABCD, integrado por los genes que codifican las actividades
enzimaticas responsables de la transformacion del estireno en AFA, ha sido estudiada en
Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998; Alonso, 2002), Pseudomonas sp. VLB120 (Panke y
col., 1998) y P. fluorescens ST (Beltrametti y col., 1997; Leoni y col., 2005). La secuencia de esta
region promotora se encuentra muy conservada en los tres casos, aunque no es idéntica entre ellos.
En Pseudomonas sp. Y2, los analisis previos realizados sobre la region Py, (Velasco y col., 1998;
Alonso, 2002) determinaron el sitio +1 de inicio de la transcripcion y, mediante estudios
informaticos, la localizacion de un sitio putativo de unidén de StyR denominado “StyRbox”, la de un
posible sitio de union de IHF y la de la caja -10 extendida para la unién del factor 6 de la RNA
polimerasa. Es interesante sefialar que, sin embargo, no se ha encontrado en la secuencia del
promotor Py, un motivo canonico -35 de union a la RNA polimerasa, tipico de los promotores o’
Se ha propuesto que la unién de StyR en una region proxima a la posicion -35 facilitaria la union
de la RNA polimerasa a la region -10 extendida (O'Leary y col., 2002), pudiendo el mecanismo de
actuacion de StyR implicar interacciones con el factor 6 o con alguna de las subunidades que
contituyen el core de la RNA polimerasa (Alonso, 2002). Este tipo de promotores 6’° que presentan
una caja -10 extendida no son infrecuentes en los casos en que los reguladores positivos atraen a la
RNA polimerasa al unirse cerca o solapando la posicion -35 (Collado-Vides, 1992; Barne y col.,
1997). Otro ejemplo lo constituye el promotor P,.x de la ruta TOD de degradacion del tolueno, que

también presenta una caja -10 extendida y carece del motivo -35 (Lacal y col., 2006).

2. Papel de la proteina StyR en la regulacion del promotor Pigy.4.

La comparacion con la region Py, de P. fluorescens ST ha permitido localizar en la secuencia
de Pseudomonas sp. Y2 tres motivos de union de StyR que coinciden con los sitios de alta (STY?2),
media (STY1) y baja (STY3) afinidad previamente descritos para la estirpe P. fluorescens ST
(Leoni y col., 2005). El sitio STY?2 coincide con la caja “StyRbox” anteriormente descrita en Y2
(Velasco y col., 1998). La estructura de ambos promotores Py, €s muy parecida, aunque no
idéntica, existiendo algunas variaciones en la secuencia, incluso en las cajas STY.

Los ensayos de retardo en gel realizados en este trabajo muestran que la proteina Hiss-StyR

fosforilada se une de forma especifica y dependiente de la concentracion a la region P, de
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Pseudomonas sp. Y2 (Figura 5.3). La sonda E1BI, que contiene la region Pg,, completa, es
retardada por una menor concentracion de Hiss-StyR fosforilada que la sonda E2B1, que carece del
sitio STY1. Esta diferencia en el patron de retardo puede ser debida a que un menor ntimero de
sitios de union para StyR conlleve una menor afinidad de la sonda para su uniéon con esta proteina.
Esto podria estar relacionado con lo observado en estudios realizados en P. fluorescens ST, que han
puesto de manifiesto que la unioén de StyR a los sitios STY1 y STY?2 parece ser cooperativa (Leoni
y col., 2003; Leoni y col., 2005).

El proceso de union al DNA de la proteina StyR y su dependencia del grado de fosforilacion de
la misma se ha estudiado con detalle en el sistema de P. fluorescens ST. La fosforilacion de StyR
no es condicion indispensable para que se produzca su union con el DNA (Leoni y col., 2003),
aunque la forma fosforilada se une con mayor afinidad. La proteina StyR fosforilada se encuentra
mayoritariamente en forma dimérica (Leoni y col., 2003; Milani y col., 2005), aunque la forma de
StyR no fosforilada también es capaz de formar dimeros, si bien en menor proporciéon (Milani y
col., 2005). Estos resultados son parecidos a los descritos para otros reguladores de respuesta, como
FixJ (Da Re y col., 1999) y SpoA (Lewis y col., 2002). La estructura de StyR de P. fluorescens ST
se ha resuelto mediante cristalizacion de la proteina de fusion HE-StyR sin fosforilar (Milani y col.,
2005) y comparacion con los dominios N-terminal de FixJ y C-terminal de NarL, usados como
referencia. En el modelo propuesto para StyR no fosforilada, el dominio C-terminal de unién al
DNA se encuentra orientado al medio, de forma que permite su union al DNA. Los autores
proponen un mecanismo en el cual la fosforilacion desplazaria el equilibrio desde una forma activa
(monomérica) a una forma activa (dimérica), a través de la estabilizacion de esta ultima especie.
Con respecto a esto, se ha descrito que la fosforilacion del dominio receptor de FixJ dispara un
efecto dual; por un lado, abre la estructura de FixJ y por otro induce la dimerizacién. Los autores
proponen que la apertura de la estructura de FixJ es esencial para su actividad en la activacion de la
transcripcidon, mientras que la dimerizacion contribuye a una mayor afinidad por el DNA (Da Re y
col., 1999).

La proteina StyR de Pseudomonas sp. Y2 presenta un 96% de indentidad en su secuencia de
aminoacidos con respecto a su homologa de P. fluorescens ST. Se ha propuesto un mecanismo para
su activacion (Rodes, 2007) segtn el cual la proteina desfosforilada no estaria asociada al DNA.
Una vez producida la fosforilacion, tendria lugar la dimerizacion de la misma y unién al DNA. La
dimerizacion es imprescindible para el reconocimiento y la unién a las secuencias palindromicas de
DNA. Ademas, la fosforilacion es indispensable para que StyR active el proceso de transcripcion
de los genes sty catabodlicos (Rodes, 2007). Un comportamiento similar se ha descrito para el
regulador de respuesta PhoP de Salmonella enterica. Dicho regulador de respuesta dimeriza y se
une al DNA tanto en su forma fosforilada como no fosforilada, aunque la fosforilacion es necesaria

para la actividad transcripcional (Perron-Savard y col., 2005).
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En este trabajo se ha comprobado, mediante ensayos de transcripcion in vitro, que la
fosforilacion de la proteina StyR de Pseudomonas sp. Y2 es requisito imprescindible para que
manifieste su capacidad de activar la transcripcion a partir de Py, (Figuras 5.4C y 5.34C), lo cual

coincide con lo previamente descrito (Rodes, 2007).

3. Papel de la proteina PaaX en la regulacion del promotor Pg,.4.

Trabajos previos en E. coli W han demostrado el papel represor que ejerce PaaX sobre la
transcripcion de los genes paa: en ausencia de AFA, PaaX se une a las cajas operadoras de los
promotores Pg, Py y Px impidiendo que tenga lugar la transcripcion de los genes
correspondientes(Ferrandez y col., 2000; Fernandez, 2005). En presencia de AFA, éste es
transformado en FA-CoA, cuya interaccion con PaaX provoca la liberacion de esta proteina de las
secuencias operadoras, iniciandose entonces de la transcripcion de los genes paa. Ademas de los
genes paa, el gen pac, que codifica la penicilina G acilasa y esta relacionado con el catabolon del
FA-CoA, esta sujeto a un mismo mecanismo de represion por PaaX en E. coli W (Galan y col.,
2004; Kim y col., 2004). La proteina PaaX pertenece a la familia de reguladores de tipo GntR y
mas concretamente a la subfamilia PF07848, cuyo miembro representativo es, precisamente, la
proteina PaaX de E. coli W (Fernandez, 2005). Puesto que los genes paa codifican las actividades
que constituyen la ruta inferior de degradacion del estireno en la estirpe Y2, nos planteamos la
posibilidad de que algunos elementos comunes al sistema paa interviniesen en la regulacion de la
expresion de los genes sty catabolicos. Se iniciaron asi los estudios que se han descrito en este
trabajo con el objetivo de comprobar si PaaX desempefia alglin papel en la regulacion de los genes
sty.

La secuencia consenso de unidén de PaaX a sus correspondientes regiones operadoras fue
inicialmente definida en E. coli W (Ferrandez y col., 2000; Galan y col., 2004; Fernandez, 2005)
mediante ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa . Se presenté como una secuencia
palindrémica de 15 pb, si bien la region protegida resultaba ser mas amplia, de unas 50 pb. El
analisis de los promotores de los genes paa de Pseudomonas sp. Y2 y P. putida KT2440 llevo a
proponer una secuencia consenso de 14 pb para la caja de unioén a PaaX (Alonso y col., 2003a;

Bartolomé-Martin y col., 2004) que muestra un cierto parecido con la de E. coli.

5 -WWTRTGATTCGYGWT- 3~ E.coli W(W=A0T;Y=Co6T)
(U I I I N
5" -WTWCTGTATCGCTT- 3~ Pseudomonas sp. Y2 (W=A 6T)

Posteriormente, el motivo de unioén de PaaX en E. coli W fue redefinido (Kim y col., 2004),
como una region de 39 pb que contiene dos repeticiones invertidas de 6 pb separadas por 27

nucleotidos (Figura 6.1). Esta nueva secuencia consenso engloba a la anterior de 15 bp y la amplia.
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Estudios in silico con el programa informatico Fuzznuc (http://emboss.sourceforge.net/) sobre los
genes paa de Pseudomonas sp. Y2 y de otras Pseudomonas han permitido redefinir también la
secuencia consenso de union de PaaX en estos casos como dos repeticiones invertidas de 6 pb
separadas por unos 26 nucleodtidos (Figura 6.1, (del Peso-Santos y col., 2006). Resultdé muy
interesante en su momento que el analisis in silico de la region intergénica entre styR 'y styA (Piya)
y el comienzo del gen styA4 permitiera el descubrimiento de una secuencia putativa de union a PaaX
localizada entre las posiciones +12 y +48 de sty4 (Figuras A.1 y 6.1). Para determinar si esta
secuencia constituia un sitio de union real para PaaX se han llevado a cabo una serie de estudios in
vitro en este trabajo. Los ensayos de retardo de banda electroforética han permitido comprobar que
la proteina purificada MBP-PaaX1 se une de forma especifica a una sonda que contiene la region
P4y €l comienzo de styA de Pseudomonas sp. Y2,y que posee por tanto la secuencia putativa de
uniéon de PaaX identificada (Figura 5.8A). La union de MBP-PaaX1 se elimina en presencia de FA-
CoA pero no de AFA (Figura 5.8B), de forma idéntica a lo que ocurre para los promotores de los
genes paa y pac en E. coli W (Ferrandez y col., 2000; Galan y col., 2004; Kim y col., 2004;
Fernandez, 2005). Los ensayos de proteccion por MBP-PaaX1 frente a la digestion por DNasa I
muestran que la proteccion se extiende entre las posiciones +4 y +52 de styA4, lo que coincide con el
sitio anteriormente propuesto (Figura 5.9). El motivo de union de PaaX situado al inicio de sty4
presenta la secuencia de 6 pb distal muy conservada respecto a la consenso, ya que mantiene 5 de
las 6 bases (cTGATC frente al consenso TGTATC), mientras que la otra repeticion de 6 pb esta
bastante menos conservada, puesto que s6lo mantiene 3 de las 6 bases (acaACA frente al consenso
GATACA). La delecion o la mutagénesis del motivo de 6 pb mas conservado impide la unién de
MBP-PaaX1 a la sonda de DNA correspondiente (Figura 5.12). Se ha demostrado que, en el
promotor P, de E. coli W ATCC11105, la sustitucion de nucleoétidos en cualquiera de las dos
repeticiones invertidas de 6 pb que constituyen el palindrome conlleva la pérdida de union de la
proteina PaaX (Kim y col.,, 2004). Estudios de mutacion realizados en los promotores Pg
(anteriormente P,) y Py (anteriormente P,) de los genes paa de E. coli W (Ferrandez y col., 2000)
en el lado izquierdo del palindrome (concretamente, en la region de 15 pb anteriormente propuesta
como secuencia consenso, ver Figura 6.1) también provocaban una pérdida de unién de la proteina
(curiosamente, las mutaciones que provocaban la pérdida de union de PaaX correspondian a alguna
de las bases del motivo TGATTC). Aunque en el caso del promotor Py, de Pseudomonas sp. Y2,
seria necesario realizar estudios de mutagénesis mas detallados en ambas repeticiones de 6 pb, todo
parece apuntar a que la presencia de los dos motivos de 6 pb que forman el palindrome invertido es
imprescindible para que la proteina se una y ejerza, por tanto, su efecto represor sobre la region
promotora correspondiente.

Los estudios de equilibrio y velocidad de sedimentacion de MBP-PaaX1 realizados en este

trabajo han permitido concluir que la proteina estd presente como dimero en disolucion, siendo la
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forma de éste algo achatada, y que la union al operador de la region styA (apartado 3.7 del capitulo
A de Resultados) tiene lugar en su forma dimérica, siendo la estequiometria de dicha union de 2
moléculas de proteina por molécula de DNA. Estos resultados inducen a pensar en la posibilidad de
que cada mondmero de PaaX interaccione con una de las repeticiones de 6 pb que constituyen el
motivo de unidon de PaaX y explicaria en cierto modo la importancia de la ausencia de una de estas
repeticiones. Se ha descrito que las proteinas de la familia GntR se unen en forma de dimeros al
DNA, de manera que cada subunidad se une a uno de los dos motivos repetidos de los operadores
(Rigali y col., 2002). Sin embargo, hasta el momento no se ha definido para ninguna de las
proteinas reguladoras de esta familia una secuencia de reconocimiento con un palindrome separado
por un nimero tan alto de nucledtidos como ocurre para el caso de PaaX. Esta observacion resalta
el hecho de que PaaX constituya una subfamilia distinta dentro de la familia GntR (Fernandez,
2005).

Las cajas de uniéon de PaaX identificadas en distintos promotores de E. coli, Kluyvera
citrophila y Pseudomonas se muestran en la Figura 6.1, asi como sus posiciones relativas respecto
al sitio +1 de la trancripcién y su similitud con sus respectivas secuencias consenso de unioén de

PaaX.
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aacaatgTGATTCgtgtttttaattaattcacgaaaactg-GAATCgtaa Pg (Py) (E. coli W) (+7/+45)
ctttttaTGATTCgcgatttaactattagcaacagaaatgtGARaCAtct Py (Pz) (E. coli W) (-26/+14)
tgtgctaTGATTCataaatcacaacaataacaacagact--GAATCgaat Px (E. coli W) (-9/+28)
aataaagcGATTCgttttagatcacattaatgaaattttt-GtATCAaaa Py (E. coli W) (-121/-83)
attgaaaTGATTCgctttggatcacatttagttatttatc-GtATCAata P, (K. citrophila)
WWITRTGATTCGYGWT Consenso 15 pb E. coli
....... TGATTC----------27 bp aprox.------GAATCA... CONSENSO E.coli

aaaaaagaGATACgcgaaaacattttgcgecttgcattgtTGTATCgcat Puas (P. putida KT2440)
tcttacttGATACAcataaatgtgtttgacgttat-gtttTGTATCgctt Puac (P. putida KT2440)
cactatgaGATACAcgaaacaattttcgatgttgcatttccGTATCgcgt Pua4 (P. putida U)
tcttatttGATACAcctaaaactgtttgacgttgt-gtttTGTATCgctt Puac (P. putida U)
aaaatcaaGAcACAttaaattcacgtcgctattgtttttaTGTATCacat P,ua5 (P. fluorescens P£-5)
aaaaacaaGAcACAtaaataaattttaatattgtt-ttacTGTATCgctt Ppiaq (P. sp. Y2) (-60/-24)
tcataagcGAcACActatttattgtttgatatttg-tttcTGTATCgctt Ppaac (P. sp. Y2) (-51/-15)
tatcattaGAcACAttattttgttgttgatgttgtttttcTGTATCgcat Pooasz (P.sp. Y2) (-50/-13)
acaattacGAcACcAttttttgtgtttgatatttg-gtttTGTATCactt Ppuacz (P. sp. Y2) (-51/-15)
WIWCTGTATCGCTT Consenso 14 pb P. sp. Y2
........ GATACA--------26 bp aprox.------TGTATC.... CONSENSO paa Pseudomonas

agcaacccacaBACAaaaaaaggtataagccatgaaaaagc-GTATCggta Py (P. sp. Y2) (+12/+48)

FIGURA 6.1. Sitios de union de PaaX. Comparacion de los sitios de union de PaaX de distintos promotores de .
coli W (niimero de acceso en el GenBank X97452) y Kluyvera citrophila (M15418) con los sitios de union de PaaX
putativos encontrados en los promotores paa de P. putida KT2440 (AE015451), P. putida U (AF029714), P.
fluorescens Pf-5 (NC004129) y Pseudomonas sp. Y2 (AJ000330 y AJ579894) y el sitio de unioén de PaaX localizado
en el promotor Py, P (anteriormente Pa), Py (anteriormente P;) y Py son los promotores que controlan la
transcripcion de los genes paa en E. coli W. Py, es el promotor del gen pac que codifica la penicilina G acilasa. Pq4,
Praacs Praaazs Ppaac2 Y Ppaas son promotores de los genes paa de Pseudomonas. Py, es €l promotor que controla la
transcripcion del operdn styABCD catabdlico en Pseudomonas sp. Y2. Las posiciones de la region flanqueada por las
repeticiones invertidas de 6 pb, que constituyen el motivo de uniéon de PaaX, relativas al sitio de inicio de la
transcripcidn, aparecen entre paréntesis para cada promotor. Las secuencias consenso de union de PaaX para E. coli y
Pseudomonas aparecen en negrita. Los nucléotidos de las cajas de union de PaaX de los distintos promotores que se
encuentran conservados respecto a la secuencia consenso se muestran en negrita. Los nucleotidos conservados entre
las secuencias consenso de E. coli y Pseudomonas estan subrayados. La secuencia consenso de union de PaaX
descrita inicialmente para E. coli (15 pb) y Pseudomonas (14 pb) se han situado debajo de la secuencia consenso
descrita posteriormente. La region de Pj,4-styA que resulta protegida en la digestion por DNasa I se encuentra

resaltada por un rectangulo.
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El alineamiento de las secuencias de union de PaaX (Figura 6.2) localizadas en Pseudomonas,
por un lado, y en enterobacterias (E. coli y Kluyvera), por otro lado, empleando el programa
Weblogo (apartado 15.6 de Materiales y métodos), nos permiten tener una idea de las posiciones
que se encuentran mas conservadas en la secuencia de estas regiones operadoras. En el caso de
Pseudomonas, cabe destacar que la parte de la secuencia situada mas a la derecha (proxima al
motivo TGTATC) se encuentra mas conservada entre las distintas regiones promotoras, y que la
region de 26 pb situada entre las repeticiones invertidas de 6 pb es muy rica en A y T, existiendo
algunas posiciones en las que la presencia de A 6, sobre todo, de T estd muy conservada. Las
regiones ricas en A y T suelen presentar una curvatura intrinseca, por lo que existe la posibilidad de
que dicha curvatura facilite de alguna manera la uniéon del dimero de PaaX a las dos cajas que

constituyen el motivo operador.
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FIGURA 6.2. Alineamiento de los sitios de unién de PaaX. Resultado del alineamiento de las distintas
secuencias de union de PaaX localizadas en Pseudomonas (parte superior) y enterobacterias (parte inferior)

(Figura 6.1) mediante en empleo del programa Weblogo.

Los ensayos de retardo en gel con una sonda derivada de la region Py, de Y2 y extractos celulares
de distintas Pseudomonas (Figura 5.6) muestran que, ademas de la copia PaaX1 de Pseudomonas
sp. Y2 (con la que se han realizado todos los ensayos en la forma de MBP-PaaX1), PaaX2 de Y2
también es capaz de unirse a la sonda, al igual que PaaX de P. putida KT2440 y PaaX de P. putida
U. La proteina PaaX purificada de E. coli W también se une a esta sonda. La identidad en
secuencia de aminodcidos con respecto a PaaX1 de Pseudomonas sp. Y2 es de un 86 % para
PaaX2, de un 83 % para PaaX de P. putida U y P. putida KT2440 y de un 43 % para PaaX de E.
coli W. Como ya se ha comentado, la proteina PaaX pertenece a la familia de reguladores de tipo
GntR. El analisis mediante SMART (Letunic y col., 2006) de PaaX1 y PaaX2 de la estirpe Y2
(Bartolomé-Martin, 2006) revela que estas proteinas pertenecen a la subfamilia PF07848, cuyo
miembro representativo es la PaaX de E. coli W, y en la que también se encuentra PaaX de P.
putida U (Ferrandez y col., 2000; Garcia y col., 2000). El extremo N-terminal de estas proteinas

presenta un motivo de unién al DNA de tipo hélice-giro-hélice alado (winged helix-turn-helix,
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wHTH) (Aravind y col., 2005), segtn se indica en un estudio (Fernandez, 2005) en el que se puede
observar un alineamiento entre varios miembros de la subfamilia PaaX, incluyendo a PaaX1 de
Pseudomonas sp. Y2. Precisamente, es el dominio N-terminal el que se encuentra mas conservado
entre las distintas proteinas pertenecientes a esta subfamilia, lo que permitiria explicar que PaaX de
E. coli W, que sdlo presenta un 43 % de identidad en secuencia de aminoacidos, sea capaz de
unirse a la region Py, de Pseudomonas sp. Y2. Un alineamiento de la secuencia N-terminal de
distintas proteinas de la subfamilia de PaaX aparece representado en la Figura 6.3, y permite
apreciar que esta region esta bastante conservada. La comparacion de la secuencia de aminoacidos
completa de distintas PaaX de diferentes Pseudomonas puede verse en la Figura A.4 del Apéndice,
lo que permite observar que, si bien toda la secuencia es, en general, muy parecida, son las regiones

N-terminal las que presentan una mayor homologia.

FIGURA 6.3. Alineamiento de las regiones N-terminal de distintas proteinas pertenecientes a la subfamilia

PF07848. El alincamiento se llevd a cabo con el programa Weblogo empleando 36 secuencias correspondientes
a la region N-terminal de distintas PaaX u otras proteinas miembros de la subfamilia PF07848, cuyo miembro

representativo es la proteina PaaX de E. coli W. Figura tomada de Bartolomé-Martin.

La mayoria de los reguladores de tipo GntR que controlan la degradacion de compuestos
aromaticos son represores transcripcionales en ausencia del sustrato de la ruta. En presencia del
mismo la represion resulta eliminada a través de la interaccion del regulador con el compuesto
aromadtico en cuestion o alguno de sus metabolitos (Tropel y van der Meer, 2004), lo que se
interpreta como una disminucion de la afinidad del represor por la unién al DNA mediada por el
inductor (Ferrandez y col., 2000; Ohtsubo y col., 2001). La regiéon N-terminal de unién al DNA de
los reguladores de la familia GntR se encuentra bastante conservada, mientras que la region C-
terminal, que presenta los dominios de oligomerizacion y de unioén con la molécula efectora, es
muy heterogénea (Harwood y Parales, 1996). Esto esta de acuerdo con lo observado para PaaX.

En general, se ha descrito que los reguladores tipo GntR implicados en la regulacion de
compuestos aromaticos ejercen su represion a través de dos mecanismos diferentes. En algunos
casos, estas proteinas se unen en la region promotora, concretamente entre las cajas -10 y -35, de
forma que impiden la uniéon de la RNA polimerasa. En otros casos, el represor se une entre los
sitios de inicio de la transcripcion y de la traduccion, de forma que permite la union de la RNA

polimerasa pero impide la formacion del complejo abierto (Tropel y van der Meer, 2004). Los

134



Discusion

estudios in vitro realizados con los promotores Pyy Py de E. coli W (Fernandez, 2005) han puesto
de manifiesto la existencia de una competicion entre PaaX y la RNA polimerasa por la unién a la
zona promotora, lo que responde al modelo clasico de represores transcripcionales que ejercen su
funcion mediante la competicion con la RNA polimerasa por la uniéon al DNA (Fernandez, 2005).
Las secuencias operadoras de estos reguladores se superponen, total o parcialmente, a las cajas -10
y/o -35, dificultando la unién de la RNA polimerasa al promotor en cuestion. Esto esta de acuerdo
con lo observado para los promotores Py y Py, ya que estudios de proteccion frente a la digestion
con DNasa I permitieron observar que PaaX protege desde la posicion -16 a la +34 en el caso del
promotor Py, y desde la -30 a la +17 en el caso del promotor Py (Ferrandez y col., 2000;
Fernandez, 2005). Sin embargo, en el promotor P de E. coli W la region protegida por PaaX se
extiende entre las posiciones -1 y +51 (Ferrandez y col., 2000). Los ensayos de retardo de banda
electroforética llevados a cabo con la RNA polimerasa y PaaX demostraron que, en este caso, PaaX
no puede impedir la unién de la RNA polimerasa en presencia de CRP (en el promotor Pg la
presencia de CRP es necesaria para que se una la RNA polimerasa y tenga lugar la transcripcion),
aunque no se ha determinado si PaaX y la RNA polimerasa pueden unirse simultdneamente en
presencia de CRP, ni tampoco si el efecto represor de PaaX podria ser debido, a diferencia de lo
que ocurre en Py y Py, a un mecanismo de inhibiciéon de formacion del complejo abierto o
inhibicion de etapas posteriores en la iniciacion de la transcripcion (Fernandez, 2005). En la region
P4 de Pseudomonas sp. Y2, la secuencia protegida por PaaX frente a la digestion con DNasa I se
encuentra al inicio del gen sty4, y se extiende entre las posiciones +4 y +52. Si bien no se han
llevado a cabo ningtn tipo de ensayos de retardo de banda electroforética o de transcripcion in vitro
que nos permitieran aclarar el motivo por el que PaaX ejerce su represion en dicha region
promotora, todo parece indicar que el mecanismo de regulacion en este caso podria ser similar al
del promotor Pg de E. coli W, es decir, que PaaX no impidiese la union de la RNA polimerasa a la
region promotora pero si la formacion del complejo abierto. Es importante tener en cuenta ademas
que la regulacion de Py, no esta sujeta exclusivamente a la accion de PaaX, ya que la transcripcion
a partir de este promotor s6lo puede tener lugar en presencia de StyR fosforilado, y que la proteina
CRP, imprescindible para la activacion de Pg de E. coli W, no ejerce su accion sobre P, por lo
que se trata de dos mecanismos de activacion que dependen de factores diferentes. En el caso de los
promotores de los genes paa de Pseudomonas sp. Y2 analizados mediante estudios in silico (Ppaau,
PraaGs Ppaaaz Y Ppaac2, Figura 6.1) las cajas de union de PaaX se superponen entre las cajas -10 y -
35, sugiriendo un mecanismo de actuacion de PaaX que consistiria, probablemente, en impedir la
union de la RNA polimerasa a la region promotora. Un mecanismo inusual y totalmente diferente a
los anteriores por el cual PaaX ejerce su represion se ha descrito en la regulacion del promotor del
gen pac de E. coli W (Galan y col., 2004; Kim y col., 2004). En este caso, PaaX se une entre las

posiciones -121 y -83 del promotor, y no parece afectar a la RNA polimerasa, sino al activador
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CRP. Asi, mientras que la mayor parte de los represores de la transcripcion inhiben la union de la
RNA polimerasa o bien la formacion del complejo abierto, en este caso PaaX compite con CRP por
el mismo sitio de union al DNA, de modo que, en ausencia de FA-CoA, PaaX desplaza la union de
CRP, proteina activadora necesaria para que tenga lugar la transcripcion del gen pac (Galan y col.,
2004; Kim y col., 2004).

La localizacion de la region operadora de PaaX al comienzo del gen sty4 de Y2, junto con el
hecho de que la union de PaaX a la region Py, revierta en presencia de FA-CoA y no de AFA
(Figura 5.8B), al igual que ocurre con los promotores de los genes paa y pac de E. coli W, sugeria
que PaaX podria estar actuando como un represor transcripcional. Los estudios de transcripcion in
vitro han demostrado que, en presencia de Hise-StyR fosforilada, MBP-PaaX1 reprime in vitro la
transcripcion a partir de Py, unas 5 veces, y que la presencia de FA-CoA en el medio reduce de
forma significativa este efecto represor de MBP-PaaX1 (Figura 5.13). Para estudiar el papel de
PaaX sobre la transcripcion de P, in vivo se han llevado a cabo estudios de PCR cuantitativa
utilizando un sistema de dos plasmidos presentes en el hospedador heterdlogo E. coli W14 que
carece de los genes sty y paa. El plasmido pISm7.0R porta la region stySR-P,4-styAB bajo el
control del promotor inducible Py, de forma que Py, se encuentra en su contexto génico nativo
junto con los elementos reguladores necesarios para que pueda tener lugar la transcripcion mediada
por estireno. Como plasmido co-residente se utilizo pJ18X1, que sobreexpresa el gen paaX! de Y2
bajo el control del promotor inducible P, o bien el plasmido pSJP18Not, utilizado como vector en
la construccion de aquel y usado aqui como control negativo. Los resultados (Figura 5.15)
muestran que en cultivos crecidos en medio minimo M9 con glicerol y expuestos a estireno durante
30 minutos, los niveles de transcrito de sty4 son aproximadamente 2,5 veces inferiores en los
cultivos de E. coli W14 [pISm7.0R] [pJ18X1] que en los de E. coli W14 [pISm7.0R] [pSJP18Not].
La estirpe E. coli W14 carece de los genes paa y de los genes sty, por lo que no se genera FA-CoA
a partir del estireno suministrado. El efecto represor de PaaX es mas notable en estas condiciones,
ya que la ausencia de FA-CoA impide que PaaX se libere de sus regiones operadoras y, aun en
presencia de StyR fosforilado, el sistema permanece parcialmente cerrado. Sin embargo, el hecho
de que en presencia de PaaX exista transcripcion a partir de Py,,4 cuando los cultivos son expuestos
a estireno da una idea de que el efecto del activador de la transcripcion, StyR fosforilado, es mas
fuerte que el del represor PaaX, y consigue anularlo en cierta medida, aunque no totalmente,
indicando que el FA-CoA es el agente encargado de abrir por completo el sistema.

El efecto de PaaX sobre la regulacion de Py, en el propio sistema de Pseudomonas sp. Y2 se
ha estudiado empleando las estirpes Y2T2 e Y2T2X1. La primera contiene la copia paaXI en su
cromosoma y la segunda, derivada de la anterior, tiene el gen paaX! truncado y sustituido por un
casete de resistencia a Km, de modo que es deficiente en PaaX. Los experimentos de PCR

cuantitativa realizados con el cDNA sintetizado a partir de cultivos de ambas cepas, crecidos en
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presencia o ausencia de estireno, han producido resultados interesantes. En ausencia de induccion
con estireno los niveles de RNA mensajero de sty4 son 3 veces mayores en la estirpe Y2T2X1 que
en Y2T2, como resultado de la ausencia del represor PaaX1 en la primera. En los cultivos
sometidos a induccién con estireno se detecta también una mayor cantidad de transcrito de sty4 en
la estirpe Y2T2X1 que en Y2T2, si bien la diferencia en los niveles de transcrito se acorta al
incrementarse el tiempo de exposicion a estireno (Figura 5.19). En este caso el estireno si se
transforma en FA-CoA, lo que provoca una pérdida notable y progresiva de la capacidad represora
de PaaX, por lo que la transcripcion a partir de Py, se llega a abrir por completo.

La ausencia del gen paaX1 en la estirpe Y2T2X1 no provoca una diferencia en el crecimiento
en atmosfera de estireno respecto a Y2T2 (Figura 5.18A). En cambio, el crecimiento de Y2T2X1
en medio minimo con AFA es més rapido que para Y2T2 (Figura 5.18B). Esta diferencia puede ser
debida a los diferentes sistemas que controlan la expresion de los genes paa y los genes sty. Los
primeros estan sujetos Unicamente a represion por PaaX, mientras que los genes sty necesitan
ademas la activacion aportada por el sistema StyS/StyR. Asi, en presencia de estireno, el sistema
StyS/StyR activa la transcripcion de los genes sty, proceso que se abre por completo cuando se
genera FA-CoA y PaaX se libera de su region operadora en sty4. El efecto de la represion por
PaaX podria quedar atenuado por la apertura inmediata del proceso a través del sistema StyS/StyR,
lo que podria justificar que no se aprecie apenas diferencia en el crecimiento entre Y2T2 e
Y2T2X1. En cambio, los genes paa estan regulados directa y unicamente por el sistema PaaX-FA-
CoA. En presencia de AFA la transcripcion de los genes paa se encuentra desde el comienzo
totalmente abierta en el caso de la estirpe Y2T2X1, lo que le aporta una ventaja frente a la estirpe
Y2T2, que tiene que hacer frente en un comienzo a la represion mediada por PaaX.

El conjunto de los resultados anteriores pone de manifiesto que PaaX juega un papel en la
regulacion de los genes sty catabolicos, proporcionando un nivel de control adicional a la
activacion de la transcripcion a partir Py,,4. El sistema responde a la presencia del sustrato de la ruta
(el estireno, a través del sistema regulador de dos componentes StyS/StyR) y a un metabolito
intermediario (el FA-CoA, a través de PaaX). Un mecanismo de regulacion funcionalmente
analogo, en el que el sustrato y un intermediario de la ruta actian como inductores de la
transcripcion, ha sido descrito también para el catabolismo del benzoato, donde el benzoato
(sustrato) y el cis, cis-muconato (intermediario de la ruta) activan la transcripcion de bend de forma
sinérgica mediante su union al regulador BenM (Bundy y col., 2002; Clark y col., 2004). El
benzoato inicia la transcripcion de benAd, pero no se alcanzan los niveles maximos de transcripcion
hasta que la sefial constituida por el cis,cis-muconato esta presente en el medio, siendo ésta un
indicativo de que el proceso de degradacion esta teniendo lugar de forma apropiada. Por otra parte,
cuando la disponibilidad de benzoato disminuye, la sefial proporcionada por el cis,cis-muconato

permite que la transcripcion sea todavia suficiente para que se complete el consumo del sustrato
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(Clark y col., 2004). Este mecanismo de regulacion recuerda en cierto modo al desempefiando por
estireno y FA-CoA en la transcripcion de los genes sty catabdlicos, aunque en este caso ambas
sefales actian a través de dos reguladores diferentes (StyR y PaaX). En el caso del catabolismo del
estireno, PaaX modularia la transcripcion de los genes sty mediada por StyS/StyR hasta que se
alcanzasen niveles suficientes de FA-CoA como para eliminar el efecto represor de PaaX y permitir
que la transcripcion se abriese totalmente. De igual forma, cuando el estireno se ha degradado y la
induccion mediada por StyS/StyR disminuye, los niveles de FA-CoA todavia serian suficientes
para permitir una actividad transcripcional suficiente para completar la degradacion de los
intermediarios. Ademas, este sistema de respuesta a dos sefiales (estireno y FA-CoA) podria
permitir una rapida disminucion de los niveles de transcripcion de los genes sty catabdlicos en
circunstancias tales como: i) cuando el estireno no es oxidado a AFA de forma eficaz y algunos de
los intermediarios toxicos de la ruta superior de degradacién, como el epoxiestireno o el
fenilacetaldehido, pueden acumularse en la célula, ii) cuando otros compuestos aromaticos, como
el tolueno y etilbenceno, inducen el sistema StyS-StyR (Alonso y col., 2003b) pero no son
transformados en AFA.

Este trabajo amplia el concepto del “regulon de PaaX” al incluir al operdn styABCD bajo su
control, lo que sostiene la idea de que PaaX, modulada por FA-CoA, juega un papel muy
importante en la regulacion del catabolon del FA-CoA, ya que no sélo regula la expresion de los
genes paa, sino que también ajusta los niveles de expresion de diferentes unidades
transcripcionales (como el operdn styABCD o el gen pac) al de los genes de la ruta central paa.
Este mecanismo de regulacion facilita la expresion coordinada de los genes de la ruta superior (sty)
e inferior (paa) de degradacion del estireno en Pseudomonas sp. Y2. Ademas, es probable que
PaaX intervenga también en la regulacion de otras rutas convergentes con el catabolon del FA-

CoA, adquieriendo un caracter de regulador mas global del inicialmente considerado.

4. Papel de IHF en la regulacion del promotor Pg,.4.

El factor IHF estd implicado en la regulacién de la transcripcion de distintos promotores
dependientes del factor 6™ y también del factor ¢’ en diferentes estirpes bacterianas. IHF puede
tanto estimular como reprimir la transcripcion, actuando de forma directa o en conjunto con otras
proteinas reguladoras (Freundlich y col., 1992; Pérez-Martin y col., 1994; Goosen y van de Putte,
1995). Esta proteina de uniéon al DNA produce una acusada curvatura en la molécula de DNA de
aproximadamente 160° (Rice y col., 1996), facilitando en algunos casos la interaccién entre
proteinas reguladoras de la transcripcion y la RNA polimerasa, como sucede en el promotor
dependiente de 6™* Pu de la ruta metabélica del tolueno codificada en el plasmido pWWO (Pérez-
Martin y de Lorenzo, 1995). Existe un sitio de union de IHF en la region Py, de P. fluorescens ST,

que solapa parcialmente con el sitio STY1 de union de StyR, formando el conjunto de ambas la
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denominada region URE (upstream regulatory element). En esta cepa, IHF potencia la
transcripcion a partir de este promotor (Santos y col., 2002; Leoni y col., 2005).

Estudios anteriores (Alonso, 2002) empleando el servidor SEQScan identificaron, en la region
comprendida entre las posiciones -105 y -79 de la region Py, de Pseudomonas sp. Y2, una
secuencia de alto indice de identidad con la secuencia consenso de union de IHF (5" -WWWWWW—-—
—————— WATCAR----TTR-3", donde Wes A6 Ty R es A 6 G). En el presente trabajo se ha
comprobado, mediante ensayos de retardo de banda electroforética (Figura 5.22) y de proteccion
frente a la digestion con DNasa | (Figura 5.23), que IHF se une especificamente a la region
promotora Py, de Pseudomonas sp. Y2 y protege la region que se extiende entre las posiciones -
110 y -81. Esta secuencia coincide casi por completo con la anteriormente propuesta (Alonso,
2002) y solapa con el sitio STY1 identificado, al igual que en P. fluorescens ST (Leoni y col.,
2005). Sin embargo, los ensayos de transcripcion in vitro realizados no han puesto de manifiesto un
incremento en los niveles de transcrito de sty4 frente a concentraciones crecientes de IHF (Figura
5.24C y D); es mas, cuando las concentraciones de IHF utilizadas son muy altas se detectan niveles
de transcrito inferiores. Este efecto puede ser debido a que, a concentraciones tan elevadas, el IHF
se une a zonas de Py, con un alto contenido en A+T y curvatura intrinseca, provocando una
alteracion en la estructura del promotor que puede llegar a impedir la correcta union de StyR o de
la RNA polimerasa, dificultando asi la transcripcion. En relacion con esto, se ha visto que IHF es
capaz de unirse a una sonda derivada de la region Py, de P. fluorescens ST que carece de la
secuencia de union de IHF pero presenta la region rica en A y T que se localiza antes del sitio
STY2 y presenta curvatura intrinseca (Santos y col., 2002). Se ha descrito que este tipo de regiones
curvadas del DNA son capaces de unir IHF en ausencia de un elemento consenso, aunque con
menor afinidad (Shimizu y col.,, 1995). También se ha estudiado en este trabajo mediante
transcripcion in vitro la posibilidad de que IHF actue ayudando a la formacion del complejo abierto
de Ia RNA polimerasa (Figura 5.24E), pero tampoco se ha detectado ninglin efecto de IHF en la
transcripcion a partir de Py, en este caso. Asi pues, parece que IHF no ejerce ningun efecto in vitro
sobre la transcripcion a partir de Py, al menos bajo las condiciones aqui ensayadas. Sin embargo,
esto podria ser debido a la ausencia de alglin factor celular adicional necesario. Los ensayos in vivo
realizados (Alonso, 2002; Figura 5.25) tampoco muestran un efecto claro de IHF en la activacion
de Py, aunque hay que tener en cuenta que estos estudios se realizaron en E. coli y empleando
plasmidos que sobreexpresan StyR, condiciones que probablemente compliquen la interpretacion
de los resultados.

Los ensayos realizados por Sergio Alonso (Alonso, 2002) y los desarrollados en este trabajo
parecen apuntar a que, en Pseudomonas sp. Y2, IHF se une la region P, pero no ejerce un efecto
potenciador de la transcripcion a partir de este promotor. De ser esta suposicion cierta, esto

constituiria una diferencia respecto al mecanismo de regulacion de Py, de P. fluorescens ST
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(Santos y col., 2002; Leoni y col., 2005). Una situacion previamente descrita en la que el factor
IHF se une a una region promotora pero no ejerce ningin efecto en su regulacion es el caso de la
region promotora del gen regulador xyIR para la ruta de degradacion de toluenos y xilenos (Holtel y
col., 1992; Ramos y col., 1997; Marqués y col., 1998).

Los estudios realizados hasta el momento acerca del papel del IHF en la regulacién de Py, en
Pseudomonas sp. Y2 no son suficientes ni concluyentes y se deberia profundizar en ellos para
poder llegar a una conclusion fiable. Con respecto a esto, seria de gran ayuda la construccion de
una estirpe deficiente en IHF derivada de la propia Pseudomonas sp. Y2 sobre la que estudiar la
transcripcion a partir de Py, in vivo, con el objetivo de eliminar resultados engafiosos debidos a los

mecanismos de regulacion del hospedador heter6logo.
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B. Regulacion de la region promotora P,,,».

1. La expresion del gen paaF2 es dependiente de estireno.

Pseudomonas sp. Y2 contiene en su cromosoma tres copias del gen paaF que codifica la
actividad FA-CoA ligasa. Estas tres proteinas, PaaF, PaaF2 y PaaF3, presentan una alta identidad
en su secuencia de aminodcidos (Figura A.4 del Apéndice). El gen paaF, que forma parte del
operon paaABCDEF del cluster paal, y el gen paaF3, que forma parte del operon
paaA2B2C2D2E2F3 del cluster paa2, codifican FA-CoA ligasas cuya expresion estd controlada
por PaaX y depende de la presencia de FA-CoA en el medio. La tercera copia de este gen,
denominada paaF?2, se localiza al final del cluster paal y adyacente a los genes s#ySR reguladores.
Ademas de la estirpe Y2, las bacterias degradadoras de estireno P. fluorescens ST y P. putida CA-3
también tienen una copia de un gen homélogo a paaF (originalmente denominado paaK) situada
delante del operén stySR (Santos y col., 2000; O'Leary y col., 2001). El hecho de que el cluster
paal tenga dos genes (paaF y paaF2) que codifican FA-CoA ligasas es una situacion muy
particular, ya que no se conoce ninguna otra bacteria con una duplicacion del gen que codifica esta
actividad dentro del mismo agrupamiento génico. Algunos microorganismos (D. aromatica RCB,
Burkholderia thailandesis E264, Azoarcus sp. EbN1 y R. eutropha JMP134) contienen dos genes
que codifican FA-CoA ligasas aerobias en su genoma, pero siempre en localizaciones distintas, no
formando parte del mismo cluster (Bartolomé-Martin, 2006). Aunque las copias paaF'y paaF2 de
Pseudomonas sp. Y2 se encuentran situadas en el mismo cluster, sus contextos génicos son
diferentes. El gen paaF ocupa en el cluster paal una posicion totalmente analoga a la de paaF'3 en
el cluster paa? y a la de genes homologos paaF en otras especies de Pseudomonas. Por el
contrario, paaF2 no aparece en esos clusters paa, pero si en posiciones adyacentes al operon stySR
en otras estirpes degradadoras de estireno. Todo ello nos indujo a pensar que paaF?2 podria tener un
significado fisiologico distinto, quiza relacionado con el sistema szy.

A vpartir de Pseudomonas sp. Y2T2 (PaaF" PaaF2") se han construido las estirpes mutantes
Y2T2 paaF::Km (PaaF2") e Y2T2 paaF2::Km (PaaF"). Los estudios de crecimiento de estas tres
cepas en distintos medios han puesto de manifiesto que las tres son capaces de crecer en placas de
LB y en placas de medio minimo M9 en presencia de estireno suplementado en fase gaseosa. En
cambio, mientras que Y2T2 e Y2T2 paaF2::Km (PaaF") pueden crecer en placas de M9 con AFA
como tnica fuente de carbono, la estirpe Y2T2 paaF::Km (PaaF2") no es capaz de crecer en estas
condiciones (Figura 5.29). Puesto que para el crecimiento en AFA o en estireno es necesaria al
menos una actividad FA-CoA ligasa que transforme el AFA en FA-CoA, estos resultados sugieren

que la ligasa codificada por paaF 2 se estaria expresando en presencia de estireno pero no de AFA y
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abren la posibilidad de que la expresion de paaF?2 sea dependente del sistema de regulacion de los

genes sty.

2. Caracteristicas generales de la region promotora P,,.r».

La region paal de Pseudomonas sp. Y2 ha sido estudiada previamente (Velasco y col., 1998;
Alonso y col., 2003a; Bartolomé-Martin, 2006) utilizando los programas NNPP2.2 y BPROM para
la prediccion de posibles promotores ¢'’. Este estudio sugirié la existencia de cuantro posibles
secuencias promotoras tipo ¢’ situadas antes del gen paaF2. Ademas, la busqueda de posibles
terminadores empleando el programa TransTerm (programado por Sergio Alonso y basado en el
algoritmo TransTerm; (Ermolaeva y col., 2000)), condujo a dos posibles terminadores Rho
independientes al final del gen paaX1 y otro al final del gen paaF?2 (aunque este ultimo en sentido
contrario a la secuencia) (Bartolomé-Martin, 2006). Estos estudios in silico indujeron a pensar que,
probablemente, el gen paaF?2 se transcriba como una unidad monocistronica.

La region intergénica entre paaX! y paaF2, denominada P, abarca 426 pb que se
encuentran entre el codon de terminacion de paaXl y el ATG de inicio del gen paaF2,
anteriormente localizado mediante el uso de los programas informaticos Artemis y MapDraw
(Velasco y col., 1998; Alonso y col., 2003a). Analisis informaticos previos (Bartolomé-Martin,
2006) con los programas NNPP2.2 y BPROM permitieron localizar tres posibles sitios +1 de inicio
de la transcripcion de paaF?2, situados a 193, 217 y 268 pb del ATG de inicio de paaF2,
respectivamente. En este trabajo se ha determinado el sitio de inicio de la transcripcion real
mediante extension del cebador (Figura 5.31), localizandose éste a 262 pb del ATG de inicio. El
sitio +1 identificado esta situado después de dos motivos potenciales y solapantes para la unién del
factor 6’° de la RNA polimerasa: una secuencia -35 / -10 canénica no del todo mala (GTGTCT -18
pb- CAGAAT; consenso TTGACA -17 pb- TATAAT), y otra que presenta homologia con una
secuencia promotora -10 extendida (TGATACCAG; consenso TGnTAATAT) (Figura A.2).
Aunque es atractivo proponer que el promotor P, contiene una region -10 extendida, semejante
a la presente en el promotor Pj,,, seria necesaria la realizacion de estudios de mutagénesis y
funcionalidad para poder determinar si la RNA polimerasa se une y activa la transcripcion a partir

del posible motivo canonico -35/-10 encontrado o bien a partir de la caja -10 extendida.

3. Papel de la proteina StyR en la regulacion del promotor Pp.,r;.

Los andlisis in silico de la region P> permitiron localizar la existencia de un sitio putativo de
union de StyR, denominado STY4, entre las posiciones -52 y -37 relativas al sitio de inicio de la
transcripcion, en una localizacion parecida a la del sitio STY2 de los promotores Py, de
Pseudomonas sp. Y2 y P. fluorescens ST (Velasco y col., 1998; Leoni y col., 2005; del Peso-
Santos y col., 2006). Respecto al sitio STY2 de alta afinidad de unién a StyR de los promotores
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Pyy de Y2 y P. fluorescens ST, el sitio STY4 posee aproximadamente el mismo grado de
homologia que los sitios STY1 de afinidad media de estos promotores (Figura 5.30).

Los ensayos de retardo de banda electroforética realizados con la sonda F2, derivada de la
region promotora Pz, y la proteina de fusion Hisg-StyR han permitido comprobar que la unién
de Hise-StyR fosforilada al DNA es especifica y dependiente de la concentracion de la proteina y
que, al mutagenizar la secuencia STY4, la proteina pierde su capacidad de unién al DNA,
confirmando que STY4 es un sitio real para la unidn, al menos in vitro, de StyR. Ademas, Hise-
StyR fosforilada se une y retarda a la sonda F2 a concentraciones similares a las que retarda a la
sonda E2B1, derivada de Py, y que contiene el sitio STY2 de alta afinidad (Figura 5.33). La sonda
E1BI1 (con los sitios de union STY1, STY2 y STY3) parece tener mas afinidad por StyR, ya que
resulta retardada a la mitad de concentracion de Hise-StyR fosforilada. Como ya se comento
anteriormente, el diferente nimero de sitios STY en estas sondas podria ser la causa de esta
diferencia en la afinidad de la proteina por unirse a ellas, ya que se ha propuesto que la union se
realiza de forma cooperativa (Leoni y col., 2003; Leoni y col., 2005). Ensayos previos llevados a
cabo por Leoni y col. (2005) pusieron de manifiesto la distinta afinidad de StyR por la uniéon a los
diferentes sitios STY, de forma que son necesarias concentraciones de Hise-StyR fosforilada de
0,5,2,7y 16 uM para comenzar a apreciar un retardo de las sondas de DNA que tienen Gnicamente
las cajas STY2, STY1 6 STY3, respectivamente (Leoni y col., 2005). Basandonos en estos
resultados cabria esperar que la maxima concentracion de Hiss-StyR fosforilada que se ha
empleado en los ensayos llevados a cabo en este trabajo no fuera suficiente para unirse a STY3, por
lo podriamos considerar entonces que la sonda E2B1 sélo dispondria de un sitio efectivo de union a
StyR (STY2) y la E1B1 de dos sitios de union de la proteina (STY2 y STY1) efectivos. La afinidad
aparente de StyR por las diferentes cajas STY in vitro se analiz6 mediante varios experimentos de
competicion entre distintas sondas (Figura 5.33E y F), observandose que un exceso de la sonda F2
sin marcar competia por la uniéon de Hiss-StyR fosforilada con las sondas F2 6 E2B1 de manera
parecida, mientras que la sonda F2S (que contiene el motivo STY4 mutado) no competia por esa
union. Esto indica que la sonda F2 sin marcar compite con la union de StyR a la caja STY2 de la
sonda E2B1 al menos de una forma tan eficaz como compite con la uniéon de StyR a la caja STY4
de F2 (Figura 5.33E y F), y permite concluir que la caja STY4 constituye un sitio de alta afinidad
por StyR, a pesar de ser un palindrome incompleto.

Ademas de unirse a la region P,.qr, la proteina Hiss-StyR fosforilada activa la transcripcion in
vitro a partir de P,.r> (Figura 5.34), aunque este promotor parece ser algo mas débil que P4, ya
que los niveles de transcrito obtenidos en las mismas condiciones son inferiores (Figura 5.34).

Para confirmar el papel de StyR como activador de la transcripcion a partir de P, se han
llevado a cabo una serie de estudios in vivo. En primer lugar se introdujeron en Pseudomonas sp.

Y2 tres plasmidos testigo (pPRWF2A, pRWF2B y pPRWF2C) que contienen distintos fragmentos de
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la region P> fusionados al gen lacZ, y se llevaron a cabo ensayos de actividad B-galactosidasa
(Figura 5.35). Los cultivos de Y2 en los que se habia introducido pPRWF2A, que contiene la region
comprendida entre las posiciones -200 y +292 de P,u.r>-paaF2 fusionada a lacZ, presenta los
niveles de actividad mas elevados. En el caso del plasmido pRWF2B, que lleva unicamente la
region comprendida entre los sitios -2 y +292 de paaF2, sélo se detectaron niveles de transcripcion
basal comparables a las del plasmido control pPRW2A, puesto que carece de los motivos putativos
del promotor ¢”’ identificados y también del sitio STY4. El hecho de que plasmido pRWF2C, que
porta el gen lacZ bajo el control de la region que se extiende entre las posiciones -200 y +10 de
P,aar2, presente niveles de actividad de aproximadamente la mitad de los de pRWF2A resulta de
especial interés. Como ya se ha mencionado, el sitio de inicio de la transcripcion de P,q.r> se sitia
262 nt antes del codon de inicio de paaF2, de forma que la region comprendida entre las posiciones
+1 y +262 codifica una region del RNA mensajero que no se traduce (5'-UTR, untransiated leader
region). El hecho de que la mayoria de la 5"-UTR no se encuentre en el pldsmido pRWF2C podria
explicar la diferencia en los niveles de transcripcion observados en los cultivos de Y2 con los
plasmidos pRWF2A 6 pRWF2C. En los organismos procariotas, las 5’-UTR’s pueden controlar la
expresion génica a través de diversos mecanismos (Fuglsang, 2005; Komarova y col., 2005;
Kaberdin y Blési, 2006) que normalmente implican un incremento o una disminucion en los niveles
de la transcripcion o de la traduccion, mediante la formaciéon de estructuras secundarias que
permiten la union de elementos reguladores y/o afectan la estabilidad del RNA mensajero. Estos
mecanismos incluyen cortes por RNasas, presencia de riboswitches que unen pequeiios
metabolitos, o elementos que unen RNAs pequefios reguladores. El analisis de la curvatura de la
5-UTR de P,.r> mediante el uso del servidor m-fold (apartado 15.5 de Materiales y métodos),
muestra que esta region de 262 pb es capaz de formar estructuras secundarias y horquillas en su
RNA mensajero. La Figura 6.4 muestra las dos estructuras secundarias mas probables que son
predichas para estos 262 nt mediante el servidor m-fold. Los resultados preeliminares que se
muestran en este trabajo abren la posibilidad de que la 5'-UTR que se localiza al comienzo de
paakF?2 participe de alguna manera en la modulacion de los niveles de PaaF2. El analisis del papel
que juega esta region en el control de los niveles de PaaF2 es una cuestion interesante para futuras

investigaciones.
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FIGURA 6.4. Prediccion de la estructura secundaria de la 5"-UTR de paaF2. En la figura se muestran las
dos estructuras secundarias mas estables que se formarian en esta region del RNA segun la prediccion utilizando

el servidor m-fold.

El estudio in vivo del papel que ejerce StyR en la transcripcion a partir de P,qr> se ha
completado utilizando sistemas testigo en monocopia. Para ello se construyeron diversas estirpes
derivadas de Pseudomonas sp. Y2: i) Pseudomonas sp. Y2 F2L, que lleva la fusion traduccional
P> (posiciones -200 a +292 relativas al sitio de inicio de la transcripcion)-lacZ integrada en
monocopia en el cromosoma de Y2; ii) la estirpe Pseudomonas sp. Y2 F2L styR::Gm, derivada de
la anterior pero en la que styR se encuentra parcialmente delecionado y sustituido por un casete de

resistencia a Gm, y iii) la estirpe Pseudomonas sp. Y2 F2SL, portadora de la fusién traduccional
Ppaarzs (200 a +292)-lacZ en monocopia en la que la secuencia STY4 estd mutagenizada de la
misma forma que la sonda F2S empleada en los ensayos de retardo en gel (Figura 5.32). La
exposicion a estireno activa la transcripcion a partir del promotor P, en la estirpe F2L, en
contraste con lo observado en la cepa testigo F2L AstyR::Gm y en los clones ensayados de F2SL
(Figura 5.39). Los resultados anteriores confirman que la activacion transcripcional de P,,.x; tiene

lugar en presencia de estireno y estd mediada por StyR, que ejerce su accion a través de su union a

la region STY4.
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4. Estudio de inductores y represores del promotor Pp,,r>.

Trabajos anteriores (Alonso y col., 2003b) realizados con la estirpe testigo Y2PAL, que
contiene la fusion Pyyy-lacZ en monocopia, habian demostrado que el promotor Py, de
Pseudomonas sp. Y2 se induce no solo por estireno sino también por una serie de compuestos
estructuralmente relacionados (tolueno, etilbenceno, 2-feniletanol) y por metabolitos intermediarios
de la ruta de degradacion del estireno (epoxiestireno, fenilacetaldehido). Los ensayos realizados en
este trabajo, simultaneamente con las cepas testigo Y2PAL e Y2F2L, han puesto de manifiesto que
el promotor Pp,..r> se comporta de forma muy similar al promotor Py, ya que se induce, con
niveles diferentes, por una bateria de compuestos, entre los que se encuentran el estireno,
epoxiestireno, fenilacetaldehido, 2-feniletanol, 2-feniletilamina, tolueno y etilbenceno (Tabla 5.1).
Un experimento analogo llevado a cabo con la estirpe F2L As#yR::Gm no permitié detectar
induccion con ninguno de los compuestos ensayados, lo que demuestra que la expresion de los
genes sty catabolicos bajo el control de Py, y la expresion de paaF2 a través de P,..r> estan
reguladas de forma coordinada a través del sistema activador de la transcripcion StyS/StyR,
sensible a una bateria de compuestos. Asi pues, la regulacion del gen paaF2 parece estar integrada,
junto con los genes styABCD catabolicos, dentro de lo que se podria definir como “regulon de
StyR”.

Se ha descrito, en base a la homologia del sistema StyS/StyR con otros sistemas reguladores de
dos componentes, que, en presencia de estireno u otra sefial inductora, StyS se autofosforila y
transfiere el fosfato a StyR, que adquiere entonces su conformacion activa para facilitar el inicio de
la transcripcion a partir de Py, (O'Leary y col., 2002). Sin embargo, aunque se han realizado
estudios acerca de la estructura de StyR y de los residuos de esta proteina que podrian estar
implicados en el proceso de fosforilacion, dimerizacion y union al DNA (Milani y col., 2005;
Rodes, 2007), hasta la fecha no hay en la bibliografia informacion acerca del mecanismo molecular
por el cual la proteina sensora StyS reconoce la correspondiente sefal activadora (el estireno u
otros compuestos inductores del sistema StyS/StyR) y se activa. Recientemente se han producido
avances en el estudio del mecanismo por el cual el sistema TodS/TodT, que controla la expresion
de la ruta tolueno dioxigenasa responsable de la transformacion del tolueno en intermediarios TCA
(Zylstra 'y Gibson, 1989; Mosqueda y col., 1999), se induce frente a determinados estimulos (Lacal
y col., 2006; Busch y col., 2007). Este sistema es parecido a StyS/StyR y la proteina sensora
histidina quinasa, TodS, presenta una estructura muy similar a StyS, ya que tiene dos
supradominios, conteniendo cada uno un dominio sensor PAS y un dominio HK, que estan
separados por un dominio receptor (Lau y col., 1997; Mosqueda y col., 1999). El tolueno y una
serie de compuestos estructuralmente relacionados que inducen la transcripcion a partir de Py,qx se
unen al subdominio PAS del dominio N-terminal de TodS y promueven la autofosforilacion de

TodS (Busch y col., 2007).
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Por el contrario, otros compuestos estructuralmente relacionados con el estireno no son capaces
de inducir la transcripcion de los promotores Py, y Ppaar> de Pseudomonas sp. Y2 (Alonso y col.,
2003b; Tabla 5.1), poniendo otra vez de manifiesto la similitud en la regulacion de ambos
promotores.

El promotor P,ur> de Pseudomonas sp. Y2 es reprimido por el AFA y por medio rico LB
incluso en presencia de estireno, mientras que ni el glicerol ni la glucosa ejercen represion
catabolica sobre él. Este patron de regulacion es idéntico al observado para Py, (Figura 5.41), lo
que sugiere la posibilidad de una regulacién global conjunta de ambos promotores.

El mecanismo que subyace al efecto represor del AFA, comin a los sistemas s#y de distintas
estirpes de Pseudomonas (Santos y col., 2000; O'Leary y col., 2001; Alonso, 2002; Alonso y col.,
2003b) permanece todavia desconocido. En Pseudomonas sp. Y2 el AFA reprime la expresion de
los genes sty catabdlicos y s#ySR reguladores (Bartolomé-Martin, 2006), al igual que ocurre en P.
putida CA-3 (O'Leary y col., 2001). En P. fluorescens ST, en cambio, la expresion de stySR es
constitutiva (Santos y col., 2000). Estudios recientes sobre la expresion de los genes sty en
Pseudomonas sp. Y2 apuntan a que, tanto el AFA como el LB, reprimen la expresion de los genes
sty catabolicos y reguladores por mecanismos que podria implicar en parte a la proteina Crc,
aunque parece que la represion ejercida por aquellos es canalizada mayoritariamente a través de
otras vias de regulacion, lo que implicaria la existencia de varios niveles superimpuestos e
independientes de regulacion en respuesta a la misma sefal, que seria transmitida a través de
diferentes vias (Bartolomé-Martin, 2006). En cualquier caso, la semejanza entre los promotores
Pyu' Y Ppaar> que se describen en este trabajo, tanto a nivel estructural como funcional, hacen

sospechar que ambos tienen una participacion paralela en el proceso de represion por AFA.

5. Papel de la proteina PaaX en la regulacion del promotor P,u,r;.

Se ha querido estudiar también si la expresion de paaF?2 esta controlada transcripcionalmente
por el represor PaaX, de la misma forma que lo esta la transcripcion de los genes sty catabolicos y
el resto de los genes paa. Los analisis in silico de la region P,u.r> y el comienzo de paaF2 no han
llevado a localizar ninguna secuencia similar al consenso (GATACA- 26 pb- TGTATC) definido
para los sitios de unioén de PaaX en otros promotores, aunque si se localizaron motivos aislados de
6 pb que diferian en 1 6 2 bases respecto alguna de las dos repeticiones invertidas (GATACA ¢
TGTATC) de la caja. Los ensayos de retardo de la banda electroforética de distintas sondas
derivadas de la region P, y del comienzo de paaF?2 por su union a MBP-PaaX1 permitieron
detectar una cierta union que parecia de naturaleza inespecifica (Figuras 5.42 y 5.43). Esta
sospecha se confirmo al realizar ensayos de proteccion frente a la digestion por DNasa I, donde no
se vislumbraba proteccion alguna por MBP-PaaX1 en las condiciones en que se puede observar la

proteccion de una sonda derivada de la region Py,,. Los ensayos de transcripcion in vitro pusieron

147



Discusion

de manifiesto que PaaX no reprime in vitro la transcripcion de P,qqr, a diferencia de su accion
represora de la transcripcion a partir de Py, en las mismas condiciones (Figura 5.44). Ademas, se
realizaron ensayos de PCR cuantitativa a partir de cultivos de Y2T2 e Y2T2X1 crecidos en M9 con
glicerol (condiciones de no induccion) expuestos o no a una atmosfera saturada de estireno, con el
objetivo de determinar si PaaX afecta de alguna forma a la expresion de paaF2 in vivo. En
condiciones basales, la transcripcion de sty4 es 4 veces mayor en el caso de la estirpe Y2T2X1 que
en el caso de Y2T2, mientras que los niveles de transcrito de paaF2 no varian significativamente al
comparar ambas estirpes. Cuando los cultivos se exponen a estireno durante 5 minutos, se pueden
apreciar niveles de expresion de sty4 algo mayores para Y2T2X1 que para Y2T2, aunque la
diferencia es muy pequeia, debido a que, tras la exposicion a estireno, el FA-CoA generado anula
casi totalmente el efecto represor de PaaX. Los niveles de transcrito de paaF2 en esas mismas
condiciones no varian significativamente entre ambas estirpes, incluso parecen un poco menores en
la estirpe Y2T2X1, lo que parece indicar que PaaX no ejerce un papel represor sobre la
transcripcion a partir de P,z in vivo, a diferencia de lo que ocurre para Py, 4.

Los resultados de este bloque de experimentos sugieren que la transcripcion a partir de Pgqr>

no esta sujeta a represion por PaaX, a diferencia de lo que ocurre con Py,,.

6. Papel de IHF en la regulacion del promotor Pp,.r».

El analisis in silico de la region P> no ha permitido encontrar ningun sitio putativo de union
de IHF en esta region. Asi mismo, los ensayos de retardo de banda electroforética realizados en
este trabajo ponen de manifiesto que IHF no se une a esta region promotora (Figura 5.45). Por
tanto, parece que IHF no participa en la regulacion de la transcripcion del gen paaF2, o al menos

de una forma directa.

7. PaaF2 es una FA-CoA ligasa auxiliar especifica de estireno.

La funcionalidad de las FA-CoA ligasas PaaF y PaaF?2 se ha comprobado mediante ensayos de
actividad FA-CoA ligasa en cultivos de las estirpes Y2T2 (PaaF’, PaaF2"), Y2T2 paaF::Km
(PaaF2") e Y2T2 paaF2:Km (PaaF') crecidas en distintos medios (Figura 5.46). Segiin lo
esperado, no se detectd actividad en los cultivos crecidos en glicerol, ya que este compuesto no
induce la expresion de esos genes. En presencia de estireno, la actividad observada para Y2T2 era
unas 3 veces mayor (69,37+2,63 U/mg proteina) que para las estirpes mutantes derivadas de ella
(22.74£1.54 U/mg proteina para Y2T2 paaF:Km y 20.86£0.9 U/mg proteina para Y2T2
paaF2::Km). Esto es el resultado, probablemente, de la existencia de dos copias activas del gen en
la cepa Y2T2. En presencia de AFA, Y2T2 paaF::Km (PaaF2") no muestra actividad ligasa,
demostrando una vez mas que es el estireno, y no el AFA, el responsable de la induccion del gen

paaF2. En este medio s6lo se detecta actividad FA-CoA ligasa en las cepas Y2T2 e Y2T2
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paaF2::Km (30.36+1.25 U/mg proteina y 24+6.54 U/mg proteina, respectivamente). La actividad
de ambas estirpes es muy parecida, de acuerdo con el hecho de que el AFA sélo induce la
expresion de paaF, presente en ambas. Ensayos de PCR cuantitativa indican que, en el caso de
Y2T2 paaF::Km (PaaF2"), el gen paaD del cluster paal se expresa en cultivos crecidos en medio
con estireno, pero no en glicerol y AFA (Figura 5.47). Estos resultados indican que la ausencia de
la expresion de paaF2 en los cultivos de Y2T2 paaF::Km no soélo interrumpe el proceso de
degradacion del AFA (al estar bloqueada la primera etapa de la degradacion de este compuesto),
sino que impide que se genere el FA-CoA necesario para que se elimine la represion por PaaX vy,
como consecuencia de lo anterior, no se produce expresion alguna de los genes paa, todo lo cual
conlleva a la incapacidad de esta estirpe para crecer en medio con AFA. Estos resultados permiten
interpretar los crecimientos en placa comentados anteriormente (Figura 5.29), demostrando que es
necesaria la expresion de al menos un gen codificafor de la actividad FA-CoA ligasa para que tenga
lugar la expresion de los genes paa.

Todos estos datos parecen indicar que PaaF2 es una ligasa auxiliar dependiente de estireno.
Con el objetivo de profundizar en el significado bioldgico de la presencia de esta copia adicional de
ligasa se llevaron a cabo ensayos de crecimiento de Y2T2 (PaaF" PaaF2") e Y2T2 paaF2:Km
(PaaF") en medio minimo con glicerol, estireno 0 AFA como fuente de carbono. La ausencia de
PaaF2 no altera la velocidad de crecimiento en ninguno de los medios ensayados, sugiriendo que la
presencia de PaaF2 no es imprescindible para el crecimiento de esta estirpe. Sin embargo, en los
cultivos en estireno, el mutante Y2T2 paaF2::Km presenta una adaptacion mas lenta al sustrato, lo
que se traduce en una fase de latencia mas larga que para la cepa Y2T2. Paralelamente, se llevaron
a cabo cultivos mixtos partiendo de una misma proporcion de ambas estirpes y se determiné el
porcentaje de la estirpe mutante en paaF2 en muestras tomadas en la fase exponencial de esos
cultivos. La adaptacion mas lenta del mutante al medio con estireno se tradujo en un menor
porcentaje de esta estirpe en el cultivo mixto (44 + 0,7 %) a diferencia de lo que ocurre en los
cultivos en glicerol (52 £ 1,5 %) y AFA (49,5 £ 0,8 %), donde la proporcion de ambas estirpes es
practicamente idéntica (Figura 5.48). Por tanto, PaaF2 parece jugar un papel clave en la respuesta
inicial a la presencia de estireno en el medio, acelerando el proceso de la adaptacion y crecimiento

frente a esta fuente de carbono en los primeros momentos.

8. El papel de PaaF2 en la regulacion del catabolismo del estireno.

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen al descubierto un mecanismo de regulacion que
situa al gen paaF2 de Pseudomonas sp. Y2, previamente considerado como parte del cluster paal,
bajo el control del sistema de dos componentes StyS/StyR y, por tanto, bajo un mecanismo de
regulacion dependiente de estireno. Esta afirmacion se apoya en hechos tales como: i) el estireno y

otros compuestos relacionados que activan el sistema regulador StyS/StyR inducen la transcripcion
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de los promotores Py, (del operoén styABCD catabdlico) y P> de forma coordinada; ii) la
actividad FA-CoA ligasa codificada en paaF?2 es inducida de forma especifica en respuesta a
estireno pero no a AFA; iii) la transcripcion a partir de P, €s estrictamente dependiente de StyR
fosforilado, tanto in vitro como in vivo; iv) StyR se une de forma especifica al motivo STY4
localizado en la regién P, antes del sitio de inicio de la transcripcion y de los potenciales
motivos de union de ¢”° localizados que podrian constituir el core del promotor Pz

A pesar de que la existencia de tres actividades FA-CoA ligasa en Pseudomonas sp. Y2 pueda
parecer metabolicamente redundante, el hecho de que en P. fluorescens ST y P. putida CA-3
también se encuentre un gen homoélogo a paaF2 adyacente a los genes stySR induce a pensar que
estas estirpes degradadoras de estireno han conservado esta FA-CoA ligasa auxiliar dependiente de
estireno porque probablemente les aporte una ventaja selectiva en la competicion frente a otros
microorganismos a la hora de crecer en un medio con este compuesto.

Pseudomonas sp. Y2 posee 3 copias del gen paaF y, en condiciones de laboratorio, la
presencia Unica de PaaF 6 PaaF3 es suficiente para permitir el crecimiento empleando estireno o
AFA como fuentes de carbono ((Bartolomé-Martin y col., 2004); Figuras 5.29 y 5.48). Aunque la
actividad de PaaF2 no es condicion indispensable para el crecimiento de la cepa Y2 a expensas de
estireno (por lo menos en las condiciones de laboratorio ensayadas), su ausencia provoca una
adaptacion mas lenta frente a esta fuente de carbono.

En presencia de estireno, StyR se encuentra en su forma activa (fosforilada) para poder iniciar
la transcripcion de los genes sty catabolicos. Sin embargo, Py,4 se encuentra sometido a represion
por PaaX, por lo que la activacion de la trancripciéon no es completa en los primeros momentos, y
solo es del todo completa cuando se ha generado el suficiente FA-CoA, a expensas del estireno,
para poder liberar a PaaX de sus regiones operadoras. PaaX proporciona de esta forma un
mecanismo para coordinar la expresion de las actividades de los genes de la ruta superior sty con
las de los genes de la ruta inferior de degradacion del estireno o ruta paa, evitando asi que se
produzca una acumulacién de metabolitos intermediarios de la degradacion del estireno que
pudieran resultar toxicos para la célula en la ausencia de las actividades codificadas por los genes
paa. Sin embargo, este mecanismo de regulacion supondria un retraso en la adaptacion al
crecimiento en estireno hasta que se hubiera generado suficiente FA-CoA como para que se
produjera la total des-represion de los genes sty y paa. La expresion del gen paaF2 tiene lugar en
presencia de estireno gracias al sistema StyS/StyR, pero no esté sujeta a represion por PaaX, siendo
el unico gen de todo el sistema sty-paa que no se encuentra regulado por PaaX, por lo que su
transcripcion se producira mas rapido. Asi, la regulacion de PaaF2 mediada por StyR proporciona
un sistema fisiologico para la rapida producciéon de una de las proteinas encargadas de generar el
FA-CoA necesario para eliminar de forma coordinada la represion por PaaX de las actividades sty

y paa requeridas para el catabolismo del estireno. Ademas, es posible que el 5'-UTR localizado al
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comienzo de paaF2 participe de alguna manera en la fina modulacion de los niveles PaaF2. De esta
forma, PaaF2 puede considerarse como una FA-CoA ligasa auxiliar dependiente de estireno, cuya

funcidn es proporcionar una des-represion rapida y coordinada de los genes sty y paa.

NO ESTIRENO ESTIRENO

Poaaf2 FstyA PoaaF2 PstyA

1 1
PaaX
, !

2 4

Poaar2 FstyA PoaaF? PstyA

5 F2> 5 ; > F;
paa styABCDE pee ° SlyABCDE
I 8
PaaF2 ("]
* PaaX- FA-CoA
AFA -] » FA-CoA
7
[O]
Poaar2 PstyA PoacF2 PsiyA

PaaX- FA-CoA

FIGURA 6.5. Mecanismo propuesto para la regulacién de los genes sty catabdlicos. A. En ausencia de estireno
(condiciones de no induccion) la proteina PaaX (en morado) se encuentra unida a su regioén operadora al comienzo de
styA y la transcripcion de los genes sty catabdlicos esta cerrada. B. En presencia de estireno en el medio, se sintetizan las
proteinas StyS y StyR (1); StyS se autofosforila (2) y transfiere el grupo fosfato a StyR (3), que presenta asi su
conformacion activa para unirse en forma dimérica a los correspondientes sitios STY de los promotores P,uqr ¥ Pyya. C.
En un primer momento la transcripcion a partir de Py, no estd del todo abierta, ya que atn estd presente el efecto
represor de PaaX (5). En cambio, la transcripcion a partir de P,.qr> esta totalmente activada (5), ya que s6lo estd
regulada positivamente por StyR-P. De esta forma, se genera rapidamente PaaF2 (6), que transforma el AFA procedente
de la degradacion del estireno en FA-CoA (7). E1 FA-CoA provoca un cambio conformacional en la proteina PaaX, que
se libera de sus regiones operadoras (8). D. Cuando se ha generado suficiente FA-CoA a expensas del estireno se vence
la represion por PaaX y la transcripcion de los genes sty catabodlicos esta totalmente abierta (9). E. Cuando el estireno
empieza a escasear en el medio disminuyen progresivamente los niveles de la proteina activadora StyR, hasta llegar a
desaparecer; sin embargo, todavia queda suficiente FA-CoA para que la transcripcion de los genes paa permanezca
abierta para que se acaben de degradar los distintos intermediarios procedentes del metabolismo del estireno. F. En
ausencia de estireno, y cuando los niveles de FA-CoA disminuyen, el sistema vuelve a estar cerrado.
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VII. Conclusiones.

1. EI promotor Py, de los genes styABCD cataboélicos de Pseudomonas sp. Y2 contiene tres
sitios putativos (STY1, STY2 y STY3) para la unidon de StyR analogos a los descritos para
Pgy4 de P. fluorescens ST y localizados entre las posiciones -112 'y -97, -49y -34, y +15 y
+30, respectivamente. Ademas, este promotor incluye un sitio putativo para la union de
PaaX al comienzo del gen styA4, entre las posiciones +12 y +48, y una secuencia putativa
para la unién de IHF, que se extiende entre las posiciones -105 y -79 y solapa parcialmente

con el sitio STY 1.

2. La proteina StyR se une a la region Py, y activa la transcripcion de los genes styABCD
catabolicos a partir de este promotor. La fosforilacion de StyR es imprescindible para que

se produzca esta activacion.

3. La proteina PaaX se une de forma especifica al comienzo del gen s#y4, en un sitio de union
cuya secuencia coincide con la determinada mediante el analisis in silico y consiste en dos
repeticiones invertidas de 6 pb separadas por 25 nt. La mutacion de la repeticion de 6 pb
mas conservada respecto al consenso no permite la union de PaaX al DNA. PaaX es un
dimero, y se une a su operador en sty4 en forma dimérica. La unién de PaaX a su region

operadora se deshace en presencia de FA-CoA pero no de AFA.

4. La proteina PaaX reprime la transcripcion del operon styABCD catabdlico a partir de P,

in vitro. Esta represion es eliminada en presencia de FA-CoA.

5. La proteina PaaX ejerce un papel represor in vivo sobre la transcripcion a partir de P, tal
y como demuestran tanto los estudios realizados con Pseudomonas sp. Y2T2 y la estirpe
deficiente en paaXI derivada de ella Y2T2X1 como los realizados en E. coli W14
utilizando un sistema de dos plasmidos. Este efecto represor es mas notable en condiciones
basales (ausencia de estireno) y va desapareciendo a medida que el sistema es inducido y se

incrementan los niveles de FA-CoA.

6. El factor IHF se une de forma especifica al promotor P, y protege la region comprendida

entre las posiciones -110 y -81.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

La union del factor IHF al promotor Py, no produce ningun efecto sobre la transcripcion

ni in vitro ni in vivo, al menos en las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo.

El sitio +1 de la transcripcion de paaF?2 se localiza 266 nt antes que el ATG de inicio de la
ORF. El promotor P,.r> contiene una secuencia -10 extendida putativa y un motivo

candnico -35/-10, también putativo.

El promotor P, del gen paaF2 de Pseudomonas sp. Y2 contiene un sitio putativo,
STY4, para la union de StyR cuya secuencia es analoga a los sitios STY descritos para
Pgy4. Sin embargo, no se han encontrado en €l sitios putativos para la unién de PaaX o de

IHF.

La proteina StyR se une especificamente a la region promotora Pp,.r>. La union tiene lugar
en el sitio STY4 localizado mediante los analisis in silico y que se extiende entre las
posiciones -52 y -37 respecto al sitio de inicio de la transcripcion. La mutacion de la

secuencia del sitio STY4 impide la unioén de StyR al DNA.

La proteina StyR fosforilada activa la transcripcion a partir de Ppuar> in vitro.

La transcripcion a partir de P, en presencia de estireno es mediada in vivo por StyR.
Esta proteina ejerce su accion a través de su union a STY4. La mutacion del gen styR o la

alteracion del sitio STY4 impiden la actividad del promotor in vivo.

La proteina PaaX no se une de forma especifica a la region P,..r> en condiciones en las que
si lo hace a styA. PaaX no reprime la transcripcion a partir del promotor Pq.r> ni in vitro ni

in vivo.

El factor IHF no se une a la region Pqqr.

El mensajero de paaF?2 presenta una larga secuencia (5'-UTR) que no se traduce. La
ausencia de esta region 5’-UTR de 266 nt provoca una reduccion a la mitad de la actividad

de Ppaapg.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

La transcripcion a partir de los promotores Py Y Ppaar2 s induce por estireno y por los
intermediarios de la ruta de la transformacion de este compuesto en AFA, asi como por

otros compuestos aromaticos estructuralmente relacionados.

La transcripcion a partir del promotor P, no sufre represion catabdlica por glicerol ni
por glucosa, aunque si se reprime en presencia de LB y de AFA, de forma analoga a lo que

ocurre con el promotor Pgy.

La expresion de los dos genes que codifican la actividad FA-CoA ligasa en Pseudomonas
sp. Y2T2 esta regulada de manera distinta, tal y como demuestra el crecimiento de las
estirpes mutantes Pseudomonas sp. Y2T2 paaF:Km e Y2T2 paaF2::Km. La estirpe
Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km puede crecer en LB o en medio minimo con estireno o
AFA, mientras que la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 paaF::Km, que sélo tiene la copia
paaF2 en su cromosoma, es capaz de crecer en LB o en medio minimo con estireno, pero
es incapaz de crecer en AFA como tUnica fuente de carbono. Esto demuestra que el gen
paaF se expresa en presencia de estireno o de AFA, pero el gen paaF2 se expresa

unicamente en presencia de estireno.

La actividad FA-CoA ligasa codificada por el gen paaF?2 sdlo es detectable en cultivos en

estireno, pero no en AFA o glicerol.

Los genes paa no es expresan en cultivos de Y2T2 paaF::Km crecidos en medio minimo
con glicerol y AFA, como consecuencia de la ausencia de una actividad FA-CoA ligasa

funcional en estas condiciones.

PaaF2 es una FA-CoA ligasa auxiliar dependiente de estireno que permite una adaptacion
mas rapida de Pseudomonas sp. Y2 a medios con estireno, tal y como demuestra el hecho
de que la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 paaF2::Km sigue el mismo patrén de crecimiento
que la estirpe Y2T2 en medio con AFA o con glicerol y, sin embargo, presenta una fase de

adaptacion al medio con estireno mas lenta que Pseudomonas sp. Y2T2.
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VIII. Anexo.

Anexo L. Secuencia del promotor Pgy4 de Pseudomonas sp. Y2.

El 5 -cggaattcgttgactgctcctg-3°
. . . TGGTTGAGAAATATGAATCGTTTGAAAGGGGCGACTGAGTTGACTGCTCCTGGCCCTIGTTT

styAXR 5°-tttcaggatattt
E2 5'-cggaattctatttttcaggatattt-3°

CTCGCTTGACGTAAT CIGATTTTTAATATCTATATCTATTTTTCAGGATATTT
ttatacc-37 Pcu
5’-ccttttttgctgctggtgt-3° _
TTATACCGGGC TTCCTTTTTTGCTGCTGGTGTTAGCTTGGAGTCATCAG
-10ext +1
CAACCCACAA TATAAGCCATGAAAAAGCGTATCGGTATTGTTGGTGCAGGCACTGC
sTY3 PaaX 3" -accacgtccgtccta

3’-ccatattcggtaccctaggege-57 B2

CGGCCTCCATCTTGGCCTCTTCCTCCGCCAGCATGACGTCGACGTCACTGTGTACACTGATCGTAA
ggcgc-5'B1 3" -att
3’ -aggtagaaccggagaagga-5" Acu

GCCCGATGAGTACAGTGGACTG. . .
cgggctactcatgtcac—5’styAXL

FIGURA A.1. Secuencia de la region promotora P, de Pseudomonas sp. Y2. Las regiones 3" de styR 'y 5" de styA4 se
muestran en negrita. Los sitios de unién de StyR de alta (STY2), media (STY1) y baja afinidad (STY3) se representan en
azul y con dos flechas invertidas. El sitio STY2 coincide con el sitio de uniéon de StyR propuesto anteriormente para
Pseudomonas sp. strain Y2 (Stybox; Velasco y col., 1998). La caja -10 extendida (-10ext) del promotor P, €l sitio +1
de inicio para la transcripcion de styA, el codon de inicio de sty4 y el codon de terminacion de szyR estan subrayados. Las
dos secuencias equivalentes a las repeticiones invertidas de 6 pb que constituyen el motivo de unién de PaaX aparecen
subrayadas en rojo. Notese que en la secuencia situada mas a la izquierda so6lo se han sefialado los tres nucleétidos que
coinciden con la secuencia consenso. La secuencia que resulta protegida por MBP-PaaX1 frente a la digestion con DNasa
I aparece recuadrada con linea discontinua roja. El sitio de unién de IHF (propuesto por Leoni y col., 2005) aparece
subrayado en morado. La secuencia que resulta protegida por IHF frente a la digestion con DNasa I aparece recuadrada
con linea discontinua morada. Los distintos oligonucleétidos que se han utilizado para amplificar la region Py, entera, o
un fragmento de la misma, aparecen en mindsculas. Las secuencias amplificadas se han usado como sondas para los
experimentos de ultracentrifugacion analitica, ensayos de retardo en gel y ensayos de proteccion frente a la digestion con
DNasa I, o bien se han clonado en el vector pTE103, obteniéndose asi los distintos plasmidos empleados como moldes
para los ensayos de transcripcion in vitro. Las secuencias subrayadas de los oligonucledtidos indican sitios de corte para
enzimas de restriccion.
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Anexo II. Secuencia del promotor P,.r; de Pseudomonas sp. Y2.

PF2X 5 -cgcgtctagattctaccaacg-3°
PF2E 5’ -cgcggaattcttctaccaacg-3°
. . . TGGAGACCGCTGACGGCCCGTTGCCGGACGTGGGGGAAAGTTTCTACCAACGCTTTG

PF2-5 5 '-ctctcgaattcgctgectggtat-3-
GAGGATTAGGGTAAACCGCTCTCTCGAATCCGCTGCTGGTATACACCATAGCTGCCTGCC

GCCGCCCGATCAGAGGGCGGCTTTTCCCCGCTCTGTGCCAAATTCCCCTTGCTTCGTCGA

PF2Ecol+ 5 -gaatcaagaatt

GATCCC GIGICTCGTTACCGCATTTGATACCAGAATCAAGCCAG
-35 -10ext -10 +1
3" -gtc

cactgttgcgte-37
CACTGTTGCGTCGTTAGGCACTTGTCCCAGGTTTTTCTATTTTTTCAACGGGGTAAATAT
gtgacaacctaggaatcc-5" pFr2B10+

PF2E-3 5 -cttggaattccgagcagttg-3~
ATGCCTACTGCCGCTAGAGCTTTATGCCTTGGTGTTCCGAGCAGTTGCGCTGCTCTGCGC

GAGATGTAAGAGCGGCAGGATGTGGCGCGCATCGTCCGCGTGGCATGTCGCTGGCCGGGC
3’ -ctctacattctcgecegteetagggeg-5"F2B(2)

AAACCCGCCCCGAGAGCTTCGTGGAGCCGGTGCTCCACCAGCTATCGGCGCTCTTCTGAC
3" -tctcgaagcaccteggecacgaggtgg-5" pe-150

AAAAACAATACGAGTAACGTCATGAACATGATCGCCAATACCGCCTTGCTTGATCCGATG
S-D 3’ -ttatggcggaacctagggc-5-
F2B

GAAACCGCCAGCGTTGACGAACTTCGCCAGCACCAGCTGGAACGCCTGCGCTGGAGCCTC

AAGCACGCCTACGACAACGTCCCGCTGTATCGCCAGCGCTTCGACGAAACCGGCGTGCACCC. . .
3" -gaagctgctttggcctagggtg-5-

F2B(3)
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FIGURA A.2. Secuencia de la region promotora P,,,r, de Pseudomonas sp. Y2. Las secuencias 3" de paaX1y 5" de
paaF?2 se muestran en negrita, con sus correspondientes codones de terminacioén y de inicio subrayados. El sitio de union
de StyR, denominado STY4, aparece en azul y subrayado por dos flechas, que representan las repeticiones invertidas. El
sitio +1 de inicio para la transcripcion de paaF’2, el sitio de union del ribosoma (S-D) y la posible caja -10 extendida (-10
ext) del promotor P, estdn subrayados. Los posibles motivos canénicos -10 (-10) y -35 (-35) del sitio de unién de 6"
al promotor P, estan subrayados con linea discontinua. Los distintos oligonucledtidos que se han utilizado para
amplificar la region P, entera, o un fragmento de la misma, aparecen en mintsculas. Las secuencias amplificadas se
han utilizado como sondas para los ensayos de retardo en gel y ensayos de proteccion frente a la digestion con DNasa I, o
bien se han utilizado para obtener los distintos plasmidos basados en el vector pTE103 empleados como molde para los
ensayos de transcripcion in vitro o para la elaboracion de sistemas testigo mediante fusion al gen /acZ. Las secuencias
subrayadas de los oligonucledtidos indican sitios de corte para enzimas de restriccion. El oligonucledtido pe-150 se ha
usado para determinar el sitio +1 de la transcripcion de paaF'2 mediante el método de extension del cebador.
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Anexo I1I1. Genes sty y paa de Pseudomonas sp. Y2.

+1 +1
PpaaF2 paaF2
paaX1 sTY4 F
52 -37 -10 Y52 472
493 +142 4202 +416 ‘ PaaX box +154

F2 E1B1

F2-4 E1B2
F2-2 E2B1

F2-3 STYc

-31 +154

FIGURA A.4. Genes sty y paa de Pseudomonas sp. Y2 con detalle de las regiones promotoras Py, y Ppurz A.
Representacion esquematica de las regiones sty-paal y paa2 de Pseudomonas sp. Y2. La localizacion de los promotores
P4 Y Ppaar> aparece indicada mediante una flecha negra. B. Detalle de las regiones Py y Ppear2 de Pseudomonas sp.
Y2. Los sitios de uniéon de StyR (STY1, STY2, STY3 y STY4) se representan con dos flechas invertidas negras. Las
cajas -10 extendidas (-10ext) de ambos promotores se han sefialado con un rectangulo negro y los correspondientes sitios
+1 de inicio de la transcripcion con una flecha negra. Las dos repeticiones invertidas de 6 pb que constituyen el motivo
de union de PaaX aparecen como dos rectangulos morados y la region que resulta protegida por PaaX frente a la
digestion con DNasal se ha recuadrado en morado y con linea discontinua. El sitio de uniéon de IHF se ha marcado en

verde. En la parte baja aparecen representadas las distintas sondas que se han utilizado a lo largo de este trabajo.
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Anexo 1V.

A continuacién se muestran los alineamientos multiples, tomados de Bartolomé-Martin 2006,
de las proteinas PaaX y PaaF codificadas por los genes que se encuentran en las regiones paal y
paa2 de Pseudomonas sp. Y2 y en las regiones paa de otras estirpes. Las comparaciones se
efectuaron mediante el programa ClustalW por David Bartolomé Martin. El codigo de simbolos y

colores empleados se indica a continuacion:

* (amino&cidos en rojo)-> residuo conservado en todas las proteinas
(aminodcidos en verde)-> cambio conservativo
(aminodcidos en azul)-> cambio neutro

1. Alineamiento de distintas PaaF.

N° de acceso NCBI Proteina

CAA03997 PaaF2 de Pseudomonas sp. Y2
CAD76926 PaaF de Pseudomonas sp. Y2
AAC24333 PaaF de P. putida U
AANG8886 PP3279 de P. putida KT2440
CAE45107 PaaF3 de Pseudomonas sp. Y2

CAA03997 MNMI--ANTALLDPMETASVDELRQHQLERLRWSLKHAYDNVPLYRQRFDETGVHPDDLK 58
CAD76926 MNMI--ANTALLDPMETASIDQLRQHQLERLRWSLKHAYDNVPLYRQRFDETGVHPDDLK 58
AAC24333 MNMYHDADRALLDPMETASVDALRQHQLERLRWSLKHAYDNVPLYRQRFAECGAHPDDLT 60
AANG68886 MNMYHDADRALLDPMETASVDALRQHQLERLRWSLKHAYDNVPLYRQRFAEYGIHPDDLK 60
CAE45107 MNMQ-LSPASVLDPMETASVDELRAHQLORLRWSLEHAYQNVPMYRQRFDELGVHPSDLN 59

* kK . . ******** * * Kk kk k. ****** *** *** ***** * kK k% **

Consenso MNM HDA ALLDPMETASVD LRQHQLERLRWSLKHAYDNVPLYRQRFDETGVHPDDLK

CAA03997 SLDDLAKYPFTGKNEVRDNYPFGMFAVPOSEIVRLHASSGTTGKPTVVGYTONDIDTWAN 118
CAD76926 SLDDLAKYPFTGKNDLRDNYPFGMFAVPQSEIVRLHASSGTTGKPTVVGYTQONDIDTWAG 118
AAC24333 CLEDLAKFPFTGKNDLRDNYPYGMFAVPQEEVVRLHASSGTTGKPTVVGYTONDINTWAN 120
AANG68886 CLEDLAKFPFTGKNDLRDNYPYGMFAVPQEEVVRLHASSGTTGKPTVVGYTONDIDTWAN 120
CAE45107 SFEDLARFPFTVKNDLRDNYPFGMFAVPQHDIVRLHASSGTTGKPTVVGYTQONDIDTWAN 119

skkke akkk kk e ekkkhkkekkkhkrhkh ookkkkkrhkhkk kA khkkkkrhkhkkk ko kkk

Consenso SLEDLAKFPFTGKNDLRDNYPFGMFAVPQ EIVRLHASSGTTGKPTVVGYTQNDIDTWAN

CAA03997 VVARSIRAAGGRKGDKVHVSYGYGLFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD 178
CAD76926 VVARSIRAAGGRRGDKVHVSYGYGLFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD 178
AAC24333 VVARSIRAAGGRKGDKVHVSYGYGLEFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD 180
AANG68886 VVARSIRAAGGRKGDKVHVSYGYGLFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD 180
CAE45107 LVARSIRAAGGRKGDKVHVSYGYGLFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD 179

R i b S b e S S S b S b I S b I S b I S S i S b I S b S S SR I S e I S R b Sh e S b S b S b S b S 2 4

Consenso VVARSIRAAGGRKGDKVHVSYGYGLFTGGLGAHYGAERLGCTVIPMSGGQTEKQVQLIRD

CAAQ03997 FOPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHDLKLRLGIFGAEPWTAELRRSIEQRLGITALD 238
CAD76926 FOPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHQLALRLGIFGAEPWTAELRRAIEERMGITALD 238
AAC24333 FOPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHDLKLRLGIFGAEPWTDELRRSIEQRLGINALD 240
AANG68886 FHPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHDLKLRLGIFGAEPWTDELRRSIEQRMGINALD 240
CAE45107 FOPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHKLALRLGIFGAEPWTPELRASIEARMGISALD 239
*:**************************.* kAhkAhk Ak kA hkhkkkk ki x :** *:**.***
Consenso FOPDIIMVTPSYMLNLADEIERQGIDPHDLKLRLGIFGAEPWT ELRRSIEQRMGI ALD
CAAQ03997 IYGLSEIMGPGVAMECAETKDGPTVWEDHFYPEIIDPATGAVLPDGEYGELVEFTSLSKEA 298
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CAD76926  IYGLSEIMGPGVAMECLDTKDGPTVWEDHFYPETIDPATGAVLPDGEYGELVFTSLSKEA
AAC24333  IYGLSEIMGPGVAMECIETKDGPTIWEDHFYPEIIDPVTGEVLPDGQLGELVFTSLSKEA
AAN68886  IYGLSEIMGPGVAMECIETKDGPTIWEDHFYPEIIDPATGEVLPDGQLGELVFTSLSKEA
CAE45107  IYGLSEIMGPGVAMECAESRDGPTVWEDHFYPEIIDPVTGEVLPDGELGELVFTTLSKEA
Ak kA hkkhhkkhkkkhkkhkKx*k .::****:************.** *****: ******:*****
Consenso  IYGLSEIMGPGVAMEC ETKDGPTVWEDHFYPETIIDPATGEVLPDGELGELVFTSLSKEA
CAA03997  LPMIRYRTRDLTRLLPGSARPMRRIDKITGRSDDMLIIRGVNVEFPTQVEEQVLKIKQLSE
CAD76926  LPMIRYRTRDLTRLLPGTARPMRRIDKITGRSDDMLIIRGVNVFPTQIEEQVLKIRQLSE
AAC24333  LPMVRYRTRDLTRLLPGTARPMRRIGKITGRSDDMLIIRGVNVFPTQIEEQVLKIKQLSE
AAN68886  LPMVRYRTRDLTRLLPGTARPMRRIGKITGRSDDMLITRGVNVFPTQIEEQVLKIKQLSE
CAE45107  LPMVRYRTRDLTRLLPGTARPMRRIDKITGRSDDMLIIRGVNVEFPTQVEEQVLKVKQLSE
***:*************:*******'*********************:******: :****
Consenso  LPMVRYRTRDLTRLLPGTARPMRRIDKITGRSDDMLIIRGVNVFPTQIEEQVLKIKQLSE
CAA03997  IYETIHLYRNGNLDSIEVHVELKHEHAGLGEQQQQALCNELGRHIKTYIGISSHVVLHPCY
CAD76926  NYELHLYRNGNLDSIDVHVELKHELQGLDAEQQKLIGNELGKQTIKTHIGISAQVLIQPCH
AAC24333  MYETHLYRNGNLDSVEVHVELRAECQHLDEGQRKLVIGELSKQIKTYIGISTQVHLQACG
AAN68886  LYEIHLYRNGNLDSVQVHVELRAECQHLDEGQRKLVVGELSKQIKTYIGISTQVHLQPCG
CAE45107 CYEIHLYRNGNLDSIDIHVELRGEHQHLGEAQQKEVCSELSRHIKTHIGISSRIVLQPAY
** ********** . **** * * *-- ** . *** **** .
Consenso YETHLYRNGNLDST VHVELR E QHLDEGQQKLVC ELSKQIKTYIGIS QV LQPC
CAA03997  SLKRSEGKACHVYDKRKSA- 437
CAD76926  SLKRSEGKACHVYDKRNQG- 437
AAC24333  TLKRSEGKACHVYDKRLAS- 439
AAN68886  TLKRSEGKACHVFDRRLAS- 439
CAE45107  STKRSEGKACHVYDKRKQAV 439
::**********:*:* R
Consenso  SLKRSEGKACHVYDKR  V
2. Alineamiento de distintas PaaX.
N° de acceso NCBI Proteina
CAD76909 PaaX de Pseudomonas sp. Y2
CAE45100 PaaX2 de Pseudomonas sp. Y2
YP 260234 PaaX de P. fluorescens Pf-5
AAN68893 PP3286 de P. putida KT2440
AAC24342 PaaX de P. putida U
CAD76909  MTSLAPLNRLITRFQEQTPIRASSLIITFYGDAIEPHGGTVWLGSLIQLLEPMGINERLI
CAE45100  MSSLTPLDHLIDRFQQQTPIRASSLIITLYGDATEPRGGTVWLGSLIQLLEPMGINERLI
YP 260234 MSSLAPLNHLIKRFQEQTPIRASSLIITLYGDAIEPHGGTVWLGSLIQLLEPMGINERLI
AAN68892  MSNLAPLNHLITRFQEQTPIRASSLIITLYGDAIEPHGGTVWLGSLINLLEPIGINERLI
AAC24342  MSNLAPLNNLITRFQEQTPIRASSLIITLYGDAIEPHGGTVWLGSLINLLEPIGINERLI
*: .*:*k*k: .*k*k *k*k*k:************:*******:**********:****:*******
Consenso  MSSLAPLNHLITRFQEQTPIRASSLITITLYGDATEPHGGTVWLGSLIQLLEPMGINERLT
CAD76909  RTSIFRLTKEGWLSAEKVGRRSYYSLTGTGRRRFEKAFKRVYSSSLPAWDGSWCLALLSQ
CAE45100  RTSIFRLTKENWLTAEKVGRRSYYSLTGTGRRRFEKAFKRVYAANPPAWDGSWCLAVLTQ
YP 260234 RTSIFRLSKEGWLSAEKVGRRSYYSLTLTGRRRFDKAFKRVYSAGVPAWDGAWCLVMLSQ
AAN68892  RTSIFRLTKEGWLTAEKVGRRSYYSLTGTGRRRFEKAFKRVYSPSQPAWDGAWTLVLLSQ
AAC24342  RTSIFRLTKEGWLTAEKVGRRSYYSLTGTGRRRFEKAFKRVYSPSQPAWDGAWTLVLLSQ
*******:**.**:************* ******:*******:'. *****:* *.:*:*
Consenso  RTSIFRLTKEGWLTAEKVGRRSYYSLTGTGRRRFEKAFKRVYS SQPAWDGAWCLVLLSQ
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298
300
300
299

358
358
360
360
359

418
418
420
420
419

60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
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CAD76909
CAE45100
YP 260234
AAN68892
AAC24342

Consenso

CAD76909
CAE45100
YP 260234
AAN68892
AAC24342

Consenso

CAD76909
CAE45100
YP 260234
AAN68892
AAC24342

Consenso

CAD76909
CAE45100
YP 260234
AAN68892
AAC24342

Consenso

LPODKRKQVREELEWQGFGAISPVVLACPRCDRVDVAATLODLDALEDTILEDTYAQDVL
LPODKRKIVREELEWQGFGAISPGVLGCPRCDRADVNATLVDLGAQEDTILFETTAQDVL
LSVELRKQVREELEWQGFGAMSPVLLACPRSDRADINATLAELGAQEDTIVEFETTPQDVL
LEAGKRKAVREELEWQGFGVMAPNLLGCPRADRADLVATLHDLEAGDDSIVFETHTQEVL
LEAGKRKALREELEWQGFGVMAPNLLGCPRADRADLTATLRDLEASDDSIVFETHTQEVL

* * K *k*k*k*k*k*k**k** --* ~k *k*k* *k*k *k * Kk *k * *k *k *k *k * o k%

L KRK VREELEWQGFGAMSP LLGCPR DRAD NATL DL AQEDTIVFET QDVL

ASKALRMQVRESWKIDELASHYSEFIQLFRPLWQALREKDSLOQPADCFLARILLIHEYRK
ASKALRMQVRESWKIDELAAHYSEFIQLFRPLWOQSLKEQDSLDPKACFLARVLLIHEYRK
GSRALRLQVRESWNIDELAAHYSEFIQLFRPLWOALREQEQLOQPODCEFLARLLLIHEYRK
ASKAMRAQVRESWRIDELGQQYSEFIQLFRPLWQGLKEQPLLDAQDCFLARTLLIHEYRR
ASKAMRAQVRESWRIDELGQQYSEFIQLFRPLWQSLKEQQLLDAQDCFLARTLLIHEYRR

* * * ****** **** ************* * * *- * ok Kk ok Kk *******

ASKALR QVRESW IDELA HYSEFIQLFRPLWQ LKEQD LDPQDCFLARTLLIHEYRK

LLLRDPQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNIYRLIHAEAEQWLNDTLETADGPLPDVGESFEY
LLLRDPOQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNIYRLIHGAAEQWLEAAMETADGPLPEAGEGEY
LLLRDPQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNIYRLIQARAEEWLATALENADGPLPDVGESYY
LLLRDPQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNLYRLVFAKAEEWLNAALETADGPLPDVSESEY
LLLRDPQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNLYRLVFAKAEEWLNAALETADGPLPDVNEGEY

**************************** *** ** * x . * ****** * .*

LLLRDPQLPDELLPGDWEGRAARQLCRNIYRLI AKAEEWLNAALETADGPLPDVGESFY

QREFGGLG 307
KRFGGLG 307
RRFGGLV 307
KREGGLA 307
QRFGGLA 307

ok Kk kk Kk

RFGGL

180
180
180
180
180

240
240
240
240
240

300
300
300
300
300
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The P, promoter of Pseudomonas sp. strain Y2 controls expression of the styABCD genes, which are
required for the conversion of styrene to phenylacetate, which is further catabolized by the products of two paa
gene clusters. Two PaaX repressor proteins (PaaX1 and PaaX2) regulate transcription of the paa gene clusters
of this strain. In silico analysis of the P, , promoter region revealed a sequence located just within sty4 that
is similar to the reported PaaX binding sites of Escherichia coli and the proposed PaaX binding sites of the paa
genes of Pseudomonas species. Here we show that protein extracts from some Pseudomonas strains that have
paaX genes, but not from a paaX mutant strain, can bind and retard the migration of a P, , specific probe.
Purified maltose-binding protein (MBP)-PaaX1 fusion protein specifically binds the P, , promoter proximal
PaaX site, and this binding is eliminated by the addition of phenylacetyl-coenzyme A. The sequence protected
by MBP-PaaX1 binding was defined by DNase I footprinting. Moreover, MBP-PaaX1 represses transcription
from the P, , promoter in a phenylacetyl-coenzyme A-dependent manner in vitro. Finally, the inactivation of
both paaX gene copies of Pseudomonas sp. strain Y2 leads to a higher level of transcription from the P, ,
promoter, while heterologous expression of the PaaX1 in E. coli greatly decreases transcription from the P, ,
promoter. These findings reveal a control mechanism that integrates regulation of styrene catabolism by
coordinating the expression of the styrene upper catabolic operon to that of the paa-encoded central pathway
and support a role for PaaX as a major regulatory protein in the phenylacetyl-coenzyme A catabolon through

its response to the levels of this central metabolite.

Aerobically, phenylacetic acid (PA) is catabolized through
phenylacetyl-coenzyme A (PA-CoA), which is the common
intermediate of the large PA-CoA catabolon (23). The paa
gene clusters that encode the enzymes responsible for PA
catabolism (Fig. 1) are widely distributed in bacteria (1, 4, 15,
26, 27, 30, 32). GntR-type PaaX repressors that bind to specific
operator sites of the cognate promoter regions control tran-
scription of the paa gene clusters. The interaction of PaaX with
PA-CoA leads to its release from the operator sequence to
allow transcription (14). More recently, PaaX has also been
reported to act on the expression of the pac gene of Escherichia
coli. This gene encodes the industrially useful penicillin G
acylase, which appears to play a fundamental role in the PA-
CoA catabolon by acting as a PA scavenger (17, 20).

Channeling of styrene to PA by means of the styrene upper
catabolic pathway encoded by the sty4ABCD operon (Fig. 1) has
been documented for several Pseudomonas species (5, 28, 29,
31, 38). A typical two-component regulatory system comprising
the StyS sensor kinase and the StyR DNA-binding response
regulator is necessary for transcription from the P, , promoter
of the styABCD operon (29, 31, 38). In the presence of styrene,

* Corresponding author. Mailing address: Department of Biochem-
istry and Molecular Biology, I, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidad Complutense, 28040 Madrid, Spain. Phone: 34-913944145.
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StyS catalyzes the phosphorylation of StyR, which forms a
dimer that recognizes three operator sites in the P, pro-
moter region (21, 22). This promoter region also contains a
putative site for the binding of the integration host factor
(IHF) (22, 33, 38).

Pseudomonas sp. strain Y2, a strain able to degrade styrene
via the sty pathway (styABCD) (38), contains two functional
copies of the paa gene cluster, named paal and paa2 (1, 4),
that serve as the styrene lower catabolic pathways. Therefore,
this strain also contains two copies of the PaaX regulator,
designated PaaX1 and PaaX2, which share 86% identity (1, 4).
In this work, we present in vivo and in vitro evidence that
the regulation of the P, promoter in Pseudomonas sp.
strain Y2 is more complex than previously envisioned, since
the PaaX regulator also binds to this promoter to repress
transcription in the absence of PA-CoA. This finding ex-
pands our current view of the PaaX regulon to include the
catabolism of toxic aromatic compounds, such as styrene,
and places the PaaX protein at the center of an interesting
case of an integrated regulatory strategy for the catabolism
of aromatic compounds (reviewed by Shingler [34]), namely,
a mechanism in which transcriptional control of the expres-
sion of the catabolic genes integrates responses to both a
substrate (styrene through StyR/StyS) and a pathway inter-
mediate (PA-CoA through PaaX). Conceptually, this regu-
latory scheme is reminiscent of that reported for the sub-
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FIG. 1. Styrene catabolic genes and enzymatic pathway of Pseudomonas sp. strain Y2. (A) Genetic map of the sty and paal gene clusters of
Pseudomonas sp. strain Y2. The P, , promoter controlled by the StySR proteins regulates expression of the sty catabolic genes (styABCD)
that encode the enzymes responsible for the transformation of styrene to phenylacetate; styE encodes a putative porin (38). The
paaF2N2ABCDEFGHIJKPLN genes encode the enzymes that transform phenylacetate into metabolites of the Krebs cycle; paaXY genes encode
regulatory proteins. The consensus nomenclature for the paa genes proposed by Luengo et al. (23) has been used. Arrows indicate the direction
of transcription (1). (B) Styrene upper and lower catabolic pathways. Compounds are as follows: 1, styrene; 2, styrene oxide; 3, phenylacetaldehyde;
4, phenylacetate; 5, phenylacetyl-CoA; 6, hydroxy derivative of phenylacetyl-CoA; 7, aliphatic derivative of phenylacetyl-CoA; 8, intermediate
metabolites of tricarboxylic acids cycle. Enzymes and proteins are as follows: StyAB, styrene monooxygenase; StyC, epoxystyrene isomerase; StyD,
phenylacetaldehyde dehydrogenase; Paal, permease; PaaP, membrane protein; PaaF and PaaF2, phenylacetyl-CoA ligases; PaaGHIJK, putative
multicomponent phenylacetyl-CoA oxygenase; PaaN, PaaN2 and PaaABCDE, putative enzymes involved in ring-cleavage- and B-oxidation-like
reactions of the aliphatic-CoA intermediate. “Out” and “in” refer to the periplasmic and cytoplasmic spaces, respectively (1, 4).

strate benzoate and intermediate cis-muconate in control of
benzoate catabolism through the B-ketoadipate pathway (7,
8).

MATERIALS AND METHODS

Strain and plasmid constructions. Bacterial strains, plasmids, and sequences
of primers used in DNA manipulations are listed in Tables 1 and 2. Plasmids
used for expressing the paaXI gene of Pseudomonas sp. strain Y2 under the
control of the P,,. promoter of different vectors were generated as follows. The
paaX1 gene, amplified from pUE14 using primers X5 and X3, was digested with
EcoRI to Xbal and the resulting 1,049-bp fragment cloned between the corre-
sponding sites of pSJP18Not to give rise to pJ18X1. The broad-host-range
pVLTXI1 plasmid carrying P,,.-paaX] was generated by cloning the paaX1 gene
excised from pJ18X1 as an EcoRI-to-HindIII fragment between the correspond-
ing sites of pVLT31. As an intermediate in construction of a paaX1I deletion
mutant, the 1,046-bp EcoRI-to-Sall paaXI gene fragment from pJ18X1 was
cloned between the same sites of pUCP26 to give plasmid pUXES. For expres-
sion of the maltose-binding protein (MBP)-PaaX1 fusion protein, the paaXI
gene was PCR amplified from pUE14 plasmid by using primers BluntX5 and X3
and a 956-bp Xbal product cloned into Xmnl to Xbal sites of pMAL-c2X vector
to generate pM-X1.

Pseudomonas sp. strain Y2T2X1, which harbors a kanamycin resistance (Km")
cassette replacing an internal portion of the paaXI gene of Pseudomonas sp.
strain Y2T2, was generated by recombination as follows. A 1,252-bp Hincll
kanamycin-resistant fragment was isolated from pUC4K (Table 1) and cloned in
the Hincll site of pBluescript II KS(+) to give pBlueKm that allows recovery of
the Km" cassette as a 1,296-bp EcoRV-Kpnl fragment. The EcoRV-Kpnl Km"
cassette was used to replace the internal 499-bp Smal-to-Kpnl paaX1 fragment
of pUXES, yielding pUXKm. Primers BluntB5 and X3 (Table 2) were used to

PCR amplify the paaX1-Km" deletion/replacement of pUXKm as a BamHI-to-
Xbal fragment that was cloned between these sites of R6K-based suicide vector
pKNG101 to give pKXKm in the replication permissive E. coli S17-1 \pir strain.
Finally, the mobilizable pKXKm suicide plasmid was conjugated to Pseudomonas
sp. strain Y2T2 as previously described (1). Plating on kanamycin, tetracycline,
and sucrose-containing medium was used as the method of selection for double
recombinants, which were verified by screening for loss of the suicide plasmid by
testing sensitivity to streptomycin and by PCR (data not shown) using BluntX5
and X3 primers (Table 2).

The in vitro transcription plasmid pTE-E1B1 was generated using primers E1
and Bl that amplify the —148-to-+67 P, region (Fig. 2) as an EcoRlI-to-
BamHI fragment that was cloned between these sites of pTE103. Supercoiled
DNA was prepared by CsCl gradient, extensively dialyzed, and clarified through
Micro Bio-Spin P30 columns (Bio-Rad) equilibrated with 20 mM Tris-HCI, pH
7.5, to remove trace CsCl prior to use in vitro transcription assays.

Crude extracts and purification of MBP-PaaX1 and His-StyR. Crude extracts
were prepared from Pseudomonas strains grown at 30°C in M9 minimal medium
supplemented with 0.4% (wt/vol) glycerol and harvested at optical density at 600
nm (ODy) of 1.0. Cells were washed and resuspended in 0.05 volumes of 20
mM Tris-HCI, pH 7.5, 10% glycerol, 2 mM B-mercaptoethanol, and 50 mM KCl
prior to disruption by sonication. Crude extracts were clarified by removal of cell
debris by centrifugation at 5,000 rpm for 45 min at 4°C and protein concentration
was determined by the method of Bradford (6), using bovine serum albumin as
the standard.

The MBP-PaaX1 fusion protein expressed by E. coli UT5600 harboring
pM-X1 was purified through amilose chromatography columns as described in
the pMAL protein fusion and purification system protocol (New England Bio-
labs) and conserved in the elution buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 250 mM KClI,
15 mM maltose). Expression of the His-StyR fusion protein in E. coli MV1184
cells carrying plasmid pQ-R was induced by culturing in the presence of 1 mM
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids

J. BACTERIOL.

Bacterial strain or plasmid Relevant genotype/phenotype” Reference/source
Strains
Pseudomonas sp. strain Y2 paa” sty* lacZ Ap* Cm" 37
Pseudomonas sp. strain Y2T2 Apaa? deletion mutant of Pseudomonas sp. strain Y2; paa™ sty™ Ap" Cm" Tc" 4
Pseudomonas sp. strain Y2K1 Apaal deletion mutant of Pseudomonas sp. strain Y2; paa™ sty™ Ap" Cm" Km" 4
Pseudomonas sp. strain Y2K1T2 ~ Apaal Apaa2 double deletion mutant of Pseudomonas sp. strain Y2; paa sty Ap"™ 4
Cm" Km" Tc"
Pseudomonas sp. strain Y2T2X1  ApaaX1 mutant of Pseudomonas sp. strain Y2T2; paa™ sty* Ap* Cm" Tc' Km" This work
Pseudomonas putida KT2442 paa™ sty Ap" Cm" 3
Pseudomonas putida U paa” sty Ap" Cm" 30
E. coli UT5600 F~ ara-14 leuB6 secA6 lacY1 proC14 tsx-67 A(ompT-fepC)266 entA403 trpE38 11
rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 thi-1
E. coli MV1184 ara A(lac-proAB) rpsL thi (P80 lacZAM15) A(srl-recA)306::Tnl0 (Tc") F’ 39
[traD36 proAB™ lacl® lacZAM15]
E. coli S17-1 \pir recA thi hsdRM™" RP4::2-Tc::Mu::Km::Tn7, \pir lysogen, Tp" Sm" 10
E. coli W14 Apaa derivative of E. coli W 16
Plasmids
pISm7.0R pUCI19-based plasmid containing stySR-styAB genes of Pseudomonas sp. strain 38
Y2 after P,,.; Ap"
pUE14 pUCI19-based plasmid carrying a chromosomal EcoRI fragment of 38
Pseudomonas sp. strain Y2 that spans part of paaA, paaN2, paaY, paaX,
paaF2, styS, styR, styA, styB, and part of styC gene; Ap"
pSJP18Not ori pCK01 Cm" 18
pJ18X1 paaX]I inserted between Xbal and EcoRI sites of pSJP18Not; Cm" This work
pVLT31 ori RSF1010 lacl9/P,,. Tc" 9
pVLTX1 paaX]I inserted between the EcoRI and HindIII sites of pVLT31; Tc" This work
pMal-c2X ori ColEl rop malE lacZo lacl9/P,,. Ap" New England Biolabs
pM-X1 paaX]I inserted between the Xmnl and Xbal sites of pMal-c2X; Ap" This work
pTE103 Plasmid which carries a strong T7 transcriptional terminator downstream of a 12
multicloning site
pTE-E1B1 pTE103 carrying the P, , promoter; Ap" This work
pQ-R pQE-9 (QIAGEN)-based plasmid carrying the Pseudomonas sp. strain Y2 styR S. Alonso
gene fused to a amino-terminal polyhistidine (six-His) tag
pUC4K pUCH4 derivative containing a Km resistance cassette; ori ColE1 Ap" Km" 35
pBluescript II KS(+) General purpose cloning vector; ori ColE1 Ap* Stratagene
pBlueKm pBluescript II KS(+) with Km" cassette from pUC4K This work
pUCP26 Broad-host-range P,,. cloning vector; lacZo Tc" 40
pUXES paaX]I inserted in pUCP26; Tc" This work
pUXKm ApaaX1-Km" gene deletion/replacement cassette on pUCP26; Km" Tc" This work
pKNG101 Mobilizable suicide vector for marker-exchange mutagenesis; ori R6K Sm* sacB 19
pKXKm ApaaX1-Km" gene deletion/replacement cassette on pKNG101; Km" Sm"' sacB This work

“ Ap', ampicillin resistant; Cm’, chloramphenicol resistant; Tc", tetracycline resistant; Km", kanamycin resistant; Tp, trimethoprim resistant; Sm’, streptomycin

resistant.

IPTG (isopropyl-B-p-thiogalactoside) for 6 h. The fusion protein was purified
from crude extracts prepared in lysis buffer (20 mM potassium phosphate, pH
7.5, 500 mM NacCl) by affinity chromatography using a Chelating Sepharose Fast
Flow matrix (Amersham Biosciences) previously charged with NiCl, and equil-
ibrated with lysis buffer. After washing with lysis buffer containing 75 mM
imidazole, the His-StyR protein was eluted with lysis buffer containing 500 mM
imidazole and buffer exchanged to 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 250 mM KCl, 5%
glycerol using the Micrococon YM-10 centrifugal filter unit system (Millipore).
Purified proteins were stored at —80°C.

Electromobility shift and DNA footprinting assays. The STY DNA probe was
generated by PCR amplification using plasmid pISm7.0R and primers styAXL
and styAXR (Fig. 2; Tables 1 and 2). Radioactivity was incorporated via the
styAXL primer that was prelabeled by using [y->*P]ATP (>3,000 Ci/mmol) and
T4 polynucleotide kinase. The resulting radioactive PCR product was purified
using the High Pure PCR product purification kit (Roche). Electromobility shift
reaction mixtures (9 pl final volume) containing 0.1 nM STY probe, 50 pg/ml
salmon sperm DNA, the indicated amount of crude extract or purified MBP-
PaaX1, and 50 pg/ml bovine serum albumin in T buffer (20 mM Tris-HCI, pH
7.5, 10% glycerol, 2 mM B-mercaptoethanol, 50 mM KCl) were incubated for 20
min at 20°C. The resulting complexes were analyzed by electrophoresis in 5%
polyacrylamide gels buffered with 0.5X TBE (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA).
The gels were dried onto Whatman 3MM filter paper and exposed to Hyperfilm
MP (Amersham Biosciences).

DNase I footprinting reaction mixtures (15 .l final volume) were prepared and
incubated with the indicated amount of MBP-PaaX1 as described above. Three
microliters of DNase I (0.05 units DNase I from Amersham Biosciences pre-
pared in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM CaCl,, 125 mM KCI)
was added and reaction mixtures further incubated at 37°C for 20 to 25 s. The
reactions were terminated by the addition of 180 pl of a solution containing 0.4
M sodium acetate, 2.5 mM EDTA, 50 pg/ml calf thymus DNA, and 0.3 pl/ml
glycogen. After phenol-chloroform extraction, the samples were precipitated and
washed with 70% ethanol, dried, and resuspended in 4 pl of 90% (vol/vol)
formamide loading buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 20 mM EDTA, 0.05%
[wt/vol] bromophenol blue, 0.05% [wt/vol] xylene cyanol). Samples were dena-
tured at 95°C for 5 min and analyzed on a 7% denaturing polyacrylamide-urea
gel. A+G Maxam and Gilbert sequencing reactions (24) with the same DNA
fragment were loaded along the footprinting samples, and the gels were treated
as described above.

In vitro transcription assays. Reactions (20 pl final volume) were performed at
30°C in transcriptional buffer containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM KCI, 20
mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, and 0.2 mg/ml bovine serum
albumin. Purified His-StyR was phosphorylated just prior to in vitro-transcription
assays by incubation at 28°C for 45 min in the same buffer supplemented to 20 mM
MgCl, and 20 mM acetylphosphate. E. coli ¢’>-RNA polymerase (Epicenter) (10
nM), the pTE-E1B1 template (5 nM), purified E. coli IHF (20 nM), phosphorylated
His-StyR (2 uM), and the indicated amounts of purified MBP-PaaX1 and PA-CoA
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TABLE 2. Primer sequences

Oligonucleotide® Sequence (5'—3')” Use
styAXR TTTCAGGATATTTTTATACC Amplification of STY probe
styAXL CACTGTACTCATCGGGCTTA
X5 CGGAATTCGAAAGGCCAGGTGTGATG Amplification of paaX1 introducing an EcoRI restriction site at the 5" end
X3 GCTCTAGACCAGCAGCGGATTCGAG Amplification of paaX1 introducing an Xbal restriction site at the 3’ end
BluntX5 ATGACGTCCCTCGCCCCACTGA Amplification of paaX1
BluntB5 CGCGGATCCGAAAGGCCAGGTGTGATG  Amplification of paaX1 introducing a BamHI restriction site at the 5’ end
El CGGAATTCGTTGACTGCTCCTG Amplification of the styS to styA4 intergenic region introducing EcoRI (E1)
B1 CGCGGATCCTGCCTGCACCA and BamHI (B1) restriction sites
QstyA (F) GAGCCTTGAGATCACCGTAGAAG Quantification of sty4A mRNA levels by RT-PCR
QstyA (R) TTTGGCTATTTCGGTCACTACTACTAC
QTcR2 (F) AATGCGCTCATCGTCATCCT Quantification of fet4 mRNA levels by RT-PCR
QTcR2 (R) GGCAGTACCGGCATAACCAA
AplL2 ATCCGCCTCCATCCAGTCTA Quantification of bla mRNA levels by RT-PCR
ApR2 AACAACGTTGCGCAAACTATT

“F, forward; R, reverse.

b Restriction sites introduced in the amplification product by use of the coresponding primer are underlined.

were mixed and incubated for 15 min to allow open complex formation. Multiple-
round transcription was initiated by adding a mixture of 500 uM ATP, 200 uM GTP,
200 wM CTP, 80 uM UTP, and 5 pCi of [a-**PJUTP (>3,000 Ci/mmol; Amersham
Biosciences). After 5 min of incubation, reinitiation was prevented by the addition of
heparin (0.1 mg/ml), and 5 min later, the reactions were terminated by adding 5 l
of stop/loading buffer (150 mM EDTA, 1.05 M NaCl, 14 M urea, 10% glycerol,
0.037% xylene cyanol, 0.037% bromophenol blue). Samples were analyzed ona 7 M
urea—5% polyacrylamide sequencing gel and quantified using an Amersham Bio-

sciences phosphorimager. Transcript production was normalized to the production
of the RNA-1 transcript from the pTE plasmid vector.

Quantitative RT-PCR. For RNA isolation, Pseudomonas strains were grown in
M9 minimal medium (25) with 0.8% (wt/vol) glycerol as the sole carbon and
energy source until the culture ODg, reached 0.6. E. coli cells were grown in
M63 medium (25) with 0.4% (wt/vol) glycerol as the sole carbon and energy
source until the culture ODy, reached 0.4, and then IPTG (1 mM) was added
to induce PaaX1 expression from the resident plasmid until cultures reached an

El primer 5'-cggaattcgttgactgctcctg-3°

..... TGGTTGAGAAATATGAATCGTTTGARAGGGGCGACTGAGTTGACTGCTCCTGGCCCTGTTTCTCG

styAXR primer 5'-tttcaggatatttttatacc-3'

STY1

CEEEETrrrrrrrrrrren

CTTGACGTAATAAATATAAGTTTCTGATTTTTAATATCTATATCTATTTTTCAGGATATTTTTATACCGG

IHF binding site

STY2

GCATAAACCATGGTTTATTTCCTTTTTTGCTGCTGGTGTTAGCTTGGAGTCATCAGCAACCCACAACARA

StyR box

STY3

-10 +1

AARAGGTATAAGCCATGARARARRAGCGTATCGCGTATTGTTGGTGCAGGCACTGCCGGCCTCCATCTTGGCCT

PaaX box

3’ -accacgtccogtecctaggoge-3' Bl primer

CTTCCTCCGCCAGCATGACGTCGACGTCACTGTGTACACTGATCGTAAGCCCGATGAGTACAGTGGACTG. . ...

PPl styAXL
3’ -attcgggctactcatgtcac-5' primer

FIG. 2. Sequence of the P, , region of Pseudomonas sp. strain Y2. The 3’ end of styR and the 5'-end region of sty4 are in boldface letters. The
StyR binding site proposed for Pseudomonas sp. strain Y2 (38) is underlined. The high- (STY2), medium- (STY1), and very-low-affinity (STY3)
StyR binding sites of P. fluorescens ST proposed by Leoni et al. (22) are overlined. The THF binding site, the extended —10 box of P,,,., promoter,
the transcription start site (+1) for sty4, and the PaaX binding site (PaaX box) are underlined. The locations and sequences of styAXR and styAXL
oligonucleotides used to amplify the STY probe and the E1 and B1 oligonucleotides used to amplify the styR-styA4 intergenic region are indicated

in lowercase letters.
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aacaatgTGATTCgtgtttttaattaattcacgaaaactg-GAATCgtaa
ctttttaTGATTCgcgatttaactattagcaacagaaatgtGAAaCAtct
tgtgctaTGATTCataaatcacaacaataacaacagact-——GARATCgaat
aataaagcGATTCgttttagatcacattaatgaaattttt-GLATCAaaa

attgaaaTGATTCgctttggatcacatttagttatttatc-GtATCAata

aaaaaagaGATACgcgaaaacattttgogecttgeattgtTEGTATCgcat
tcttacttGATACAcataaatgtgtttgacgttatgttt-TGTATCgctt
cactatgaGATACAcgaaacaattttegatgttgeatttceGTATCgegt
tecttatttGATACAcctaaaactgtttgacgttgtgttt-TGTATCoctt
aaaatcaaGAcACAttaaattcacgtcogetattgtttttaTETATCacat
aazaacaaGAcACAtaaataaattttaatattgttttac-TEGTATCgctt
tcataagcGACACActatttattgtttgatatttgtttc-TGTATCgCtt
tatcattaGAcACAttattttgttgttgatgttgtttttcTGTATCgcat

acaattacGAcCACCAtLttttgtgtttgatatttggttt-TGTATCactt

agcaacccacaAChaaaaaaggtataagccatgaaaaage-GTATCggta

J. BACTERIOL.

Pg (formerly Pg) (E. coli W)
Py (formerly P) (E. coli W)
Px (E. coli W)

Ppac (E. coli W)

Prac (K. citrophila)
CONSENSUS E.coli

(P. putida KT2440)

(P. putida KT2440)

(P. putida U)

(P. putida U)

(P. fluorescens Pf-5)

(P. sp. strain Y2) ( -60/-24)
Ppaac  (P. sp. strain Y2) ( -51/-15)
Ppazaz (P. sp. strain Y2) ( -50/-13)
Ppaagz (P. sp. strain Y2) ( -51/-15)
CONSENSUS paa Pseudomonas

Praaa
P, paas
PpaaA
P, paaG
PpaaB

P, paad

TGTATC. . ..

Paya (strain Y2) ( +12/+48)

FIG. 3. PaaX binding sites. Comparison of PaaX binding sites of several promoters of E. coli W (GenBank accession number X97452) and
Kluyvera citrophila (M15418) with putative PaaX binding sites found in the paa promoters of P. putida KT2440 (AE015451), P. putida U
(AF029714), P. fluorescens Pf-5 (NC004129), and Pseudomonas sp. strain Y2 (AJ000330 and AJ579894) and with the PaaX binding site identified
in P, 4. Pg (formerly P,), Py (formerly P,), and Py refer to the promoters that control transcription of the three paa operons of E. coli. P,,,. is the
promoter that drives the transcription of the penicillin G acylase gene. P,,,.4> Ppoac> Ppaaaz> Ppaac2s and P, are promoters of the corresponding
paa genes of Pseudomonas species. Py, , is the promoter that controls the transcription of the styABCD styrene catabolic operon of Pseudomonas
sp. strain Y2. The location of the region encompassing both 6-bp inverted repeats relative to the putative transcription start point is given in
parentheses at right. Consensus sequences of putative PaaX binding sites are also displayed. Nucleotides identical to the consensus are shown in
uppercase bold letters. Conserved nucleotides between the E. coli and Pseudomonas consensus sequences are underlined. The region of P,
protected by PaaX1 of Pseudomonas sp. strain Y2 against DNase 1 is displayed as a box (see the text).

ODy of 0.6. At that point, each culture was divided into two flasks. One flask
of every pair was induced with styrene supplied in gas phase via saturated
atmosphere (Pseudomonas cultures for 5 min; E. coli cultures for 30 min),
whereas the other was left uninduced. TRI reagent (Ambion) and RNAqueous
kit (Ambion) were used to extract the total RNA from 12-ml culture samples
according to the manufacturer’s instructions. Agarose gel electrophoresis con-
firmed the integrity of the RNA. For cDNA synthesis, 2.5 pg of total RNA as
determined spectrophotometrically was incubated for 3 h at 42°C with 200 U of
SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) in the presence of random
hexamer primers. Control reactions to assess the level of DNA contamination in
the RNA samples were carried out without reverse transcriptase. Once the
reactions were completed, RNase A (Roche) and RNase H (USB) were added
to the reaction mixtures to remove the remaining RNA. The synthesized cDNA
was purified using a QIAquick PCR purification kit (QIAGEN), and its concen-
tration was determined spectrophotometrically. Real-time PCR (RT-PCR) was
performed using an ABI PRISM 7700 sequence detection system (Applied
Biosystems) with SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems). Master
mixtures were prepared as recommended by the manufacturer, with primer
concentrations optimized for each primer pair. The QstyA (F) and QstyA (R)
primers (Table 2) amplify a 73-bp fragment of styA. Internal standards for
normalization were provided by the QTcR2 (F) and QTcR2 (R) primers and the
ApL2 and ApR2 primers (Table 2) that amplify a 74-bp fragment and an 82-bp
fragment from the retA (tetracycline resistance) and bla (ampicillin resistance)
genes, respectively. For quantification, standard curves of cDNA dilutions (1:10
to 1:10,000) were made in duplicate for each primer pair. PCR efficiencies were
similar, allowing direct comparison of results.

RESULTS AND DISCUSSION

The P, , promoter region of Pseudomonas sp. strain Y2
contains a putative binding site for PaaX. Initially, a 15-bp
consensus sequence was proposed as the binding site for PaaX
at different paa promoters (14, 17), but this sequence was later
extended to a 39-bp region with two perfect 6-bp inverted
repeats (TGATTC and GAATCA) separated by 27 nucleo-
tides (20) as shown in Fig. 3. An in silico analysis of the paa
clusters of Pseudomonas sp. strain Y2, made using the Fuzznuc
program from the Emboss suite (http:/emboss.sourceforge
.net/), revealed the existence of several putative PaaX bind-
ing sites very similar to putative PaaX binding sites pro-
posed for homologous paa operons of other Pseudomonas
species. The Pseudomonas consensus sequence for putative
PaaX binding sites consists of two perfect inverted repeats
(GATACA and TGTATC) about 26 bp apart, which bear
some similarity to those reported for E. coli (Fig. 3). Given
that PaaX operator sequences have also been found to func-
tion within promoters of non-paa genes (17, 20), we also
performed an in silico analysis of the promoter region of the
styrene upper catabolic genes of Pseudomonas sp. strain Y2.
This analysis revealed a previously unidentified putative
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FIG. 4. Electrophoretic mobility shift assays of the STY probe with
cell extracts from different Pseudomonas species. Lane 1, free STY
probe; lane 2, cell extracts of Pseudomonas sp. strain Y2K1 (Apaal)
(44 pg/pl); lane 3, cell extracts of Pseudomonas sp. strain Y2T2
(Apaa2) (4.2 pg/pl); lane 4, cell extracts of Pseudomonas sp. strain
Y2KI1T2 (Apaal Apaa2) (3.5 pg/pl); lane 5, cell extracts of P. putida
KT2442 (2.3 ng/ul); lane 6, cell extracts of P. putida U (5.5 pug/pl); lane
7, cell extracts of Pseudomonas sp. strain Y2 (pVLTX1) (3.3 pg/pl).

PaaX binding site located between positions +12 and +48
with respect to the transcriptional start site from P, 4, just
within the sty4 gene of the styABCD operon (Fig. 2 and 3).
This putative site contains five of the six nucleotides present
in the right-half inverted repeat of the consensus, but only
the last three of the six consensus residues of the left hand
repeat (Fig. 3, bottom panel). Although divergent from the
consensus, this finding suggested to us that PaaX might bind
the P, , promoter of Pseudomonas sp. strain Y2, adding
previously unsuspected complexity to the regulation of this
promoter.

PaaX binds the P, promoter region in vitro. To explore
the possibility that PaaX binds the P,,,, promoter region, we
performed electrophoretic mobility shift assays using a STY
DNA probe containing the putative PaaX binding site in the
Py, promoter and cell extracts from different Pseudomonas
strains that either contain or lack paaX genes. To avoid inter-
ferences by IHF in the assays with cellular crude extracts, the
DNA fragment used (—73 to +154) (Fig. 2) lacks the binding
site for IHF. As shown in Fig. 4, crude extracts from the
Pseudomonas strains containing a single paaX gene, e.g.,
Pseudomonas putida KT2442, P. putida U, and the two Pseudo-
monas sp. strain Y2 deletion mutants, K1 (Apaal) and T2
(Apaa2), that lack either paaXI or paaX2, were able to bind
and retard the migration of the STY probe. However, crude
extracts from Pseudomonas sp. strain Y2K1T2, a double paa
deletion mutant (Apaal Apaa2), did not retard migration of
the STY probe (Fig. 4, lane 4). Interestingly, retardation of the
STY probe increased significantly when using a crude extract
from Pseudomonas sp. strain Y2 harboring pVLTX1 (Fig. 4,
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lane 7), which overexpresses PaaX1 from the P,,. promoter of
the plasmid. P. putida KT2442 and P. putida U lack the specific
StyR regulator; therefore, these results suggest that the paaX
gene products of different Pseudomonas strains might bind the
P, promoter and that both the paaX1 and paaX2 gene prod-
ucts of Pseudomonas sp. strain Y2 are capable of binding to the
P, proximal PaaX binding site (Fig. 2).

To confirm specific binding and to study the interaction
between PaaX and the P, promoter, we purified the PaaX1
regulator with an N-terminal fusion to the maltose-binding
protein. The purified MBP-PaaX1 protein retards the STY
DNA probe in a dose-dependent fashion (Fig. 5A), and retar-
dation can be specifically blocked by the addition of cold com-
petitor STY DNA (Fig. 5B, lane 9). Controls made with MBP
alone do not retain the probe (data not shown). In E. coli,
PA-CoA induces the transcription of PaaX-dependent pro-
moters through a mechanism that involves the direct binding of
PA-CoA to PaaX and consequent release of this repressor (14,
17, 20). Therefore, we analyzed whether a similar process
might control binding of PaaX to the P, , proximal binding
site. As shown in Fig. 5B, this appears to be the case, since
MBP-PaaX1 binding to the STY DNA probe is inhibited by
PA-CoA but not by PA (Fig. 5B). Thus, PA-CoA controlled
binding of PaaX may play an integral role in regulation of the
expression of sty genes.

Characterization of the PaaX operator site within the P, ,
promoter region. To define the limits of the sequence bound to
PaaX1 in the P, 4 region, we performed a DNase I footprint-
ing analysis. Consistent with the in silico analysis, MBP-PaaX1
protects a region spanning from positions +4 to +52 with
respect to the transcriptional start site of the styABCD operon
(Fig. 6). The +4-to-+52 region is hereafter referred to as the
PaaX operator region (Fig. 2). Interestingly, this PaaX opera-
tor region is located just inside the open reading frame of styA4.
This contrasts the location of the putative PaaX operators
proposed for the paa operons of Pseudomonas sp. strain Y2,
which overlap the —35 box of the putative promoters (Fig. 3).
In these instances, PaaX would presumably repress transcrip-
tion by the common repressor mechanism of inhibiting RNA
polymerase binding. In the case of the P, , PaaX operator, any
effect of PaaX binding on transcription would have to operate
by a different mechanism. The possibility that it could function
through hindrance of the formation of the open transcription
complex, as previously suggested for the homologous PaaX
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FIG. 5. Electrophoretic mobility shift assays of the STY probe with purified MBP-PaaX1 protein. (A). Lanes 1 to 7, retardation assays of the
STY probe with 0, 5, 10, 25, 50, 100, and 150 nM MBP-PaaX1, respectively. (B). Lane 1, free STY probe. Lanes 2 to 7, retardation assays produced
by 150 nM purified MBP-PaaXI1 in the presence of 0, 25, 50, 100, 500, and 1,000 .M PA-CoA, respectively. Lane 8, retardation assay produced
in the presence of 150 nM MBP-PaaX1 and 1 mM PA. Lane 9, retardation produced by 150 nM MBP-PaaX1 in the presence of 10 nM unlabeled
STY probe.
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FIG. 6. DNase I footprinting analysis of the interaction of purified
MBP-PaaX1 with the STY probe. Lanes 1 to 5 show footprints with 0,
25, 50, 150, and 300 nM purified MBP-PaaXI1, respectively. Lane 6,
A+G Maxam and Gilbert sequencing reaction. The nucleotide se-
quence of the protected region, complementary to that shown in Fig.
2 and 3, is shown within brackets.

repressor protein of E. coli (13, 36), will be a matter of further
study.

MBP-PaaX1 is a PA-CoA-responsive transcriptional repres-
sor of transcription from P, , in vitro. The location of the
PaaX operator site and the PaaX-binding studies described
above suggest that PaaX might act as a transcriptional repres-
sor of the P, , promoter. To determine if this is the case in
vitro, we constructed plasmid pTE-E1B1 that carries the P,
promoter region (—148 to +67) that includes the whole of the
styR to styA intergenic region and the 5’ end of styA (Fig. 2).
This template allows monitoring of StyR-dependent transcrip-
tion from the P,,,, promoter (Fig. 7). In the absence of StyR,
no styA transcript band was seen (data not shown). In the
presence of phosphorylated StyR, the addition of increasing
concentrations of MBP-PaaX1 causes a significant reduction in
the transcript levels from the P, promoter. Moreover, the

J. BACTERIOL.

presence of PA-CoA significantly reduces the repressive effect
of MBP-PaaX1 on P, transcription (Fig. 7B, inset). Thus, we
conclude that, like PaaX-mediated regulation of the paa genes
in E. coli, PaaX1 can serve as a PA-CoA-responsive repressor
of the Pseudomonas sp. strain Y2 P, , promoter in vitro.

PaaX1 represses both basal and styrene-induced P, , tran-
scription in vivo. The in vitro data described above show that
PaaX1 has the potential to repress P, transcription in the
absence of PA-CoA and that this repression counteracts StyR
activated transcription from the promoter. To see if PaaX1
also counteracts styrene-induced transcription in vivo, we first
employed quantitative RT-PCR analysis of transcription from
the P, , promoter using a two-plasmid system in the heterol-
ogous host E. coli W14. This host is a derivative of E. coli W
that is unable to use PA as a carbon source (16) and hence
unable to make PA-CoA from styrene added to induce tran-
scription. The pISm7.0R plasmid carries Py, ~stySR-Py,,, 4-styAB
DNA and thus provides the P, , promoter in its native DNA
context along with genetic components necessary for styrene-
induced transcription (38). The coresident plasmid, either the
vector control pSJP18Not or pJ18X1 that carries paaX1 under
the control of the P,,. promoter, completes the genetic system
to monitor the effects of PaaX1 on transcription. As shown in
Fig. 8A, in the absence of PA-CoA, the PaaX1 protein can
repress styrene-induced transcription from P, since the lev-
els of transcripts in E. coli W14(pISm7.0R)(pJ18X1) after 30
min of exposure to styrene are markedly lower than those of E.
coli W14(pISm7.0R)(pSJP18Not).

To determine the in vivo consequences of the action of
PaaX1 at the P, promoter in its native host, we measured
styA mRNA levels by using Pseudomonas sp. strain Y2 deriv-
atives lacking either PaaX2 (Pseudomonas sp. strain Y2T2) or
both PaaX1 and PaaX2 (Pseudomonas sp. strain Y2T2X1).
Consistent with its role as a repressor in vitro (Fig. 7B), lack of
PaaX1 in the native host also results in higher transcription
from P, after 5 min of exposure to styrene (Fig. 8B). Even in
the absence of induction, the lack of PaaX1 allowed a three-
times-higher basal transcription level (from 1.0 = 0.18 to 3.02
+ 0.41). Both of these strains retain one paa gene cluster and
are thus capable of converting styrene to the PA-CoA effector
molecule that relieves MBP-PaaX1 binding (Fig. 5B) and tran-
scriptional repression (Fig. 7B) in vitro. Hence, these results
suggest that despite the presence of PA-CoA, native levels of
PaaX1 still repress styrene-activated transcription.

PaaX2 is highly similar (86% identity) to PaaX1 and extracts
expressing just PaaX2 can retard the STY DNA probe (Fig. 4,
lane 2). Thus, it is probable that PaaX2 can act like PaaX1 to
play a similar regulatory role at the P, , promoter. Notably, as
mentioned above, the lack of both PaaX1 and PaaX2 also
results in comparatively high noninduced basal levels of tran-
scription from P, (Fig. 8B). These results suggest that, in
addition to modulating styrene-induced levels of transcription,
PaaX1 and, by inference, PaaX2 may play an important regu-
latory role in maintaining tight regulation of P, , in the ab-
sence of substrate for the pathway it regulates.

Concluding remarks. This work reveals a previously unsus-
pected role for a PaaX protein in regulating expression of sty
genes involved in styrene catabolism. The existence of a PaaX-
binding site at the P,,,, promoter provides an additional level
of transcriptional control that integrates transcription from the
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FIG. 7. Repression of in vitro transcription from P, promoter by MBP-PaaX1 and effect of the presence of PA-CoA. (A). Transcripts from
pTE-E1B1 in the presence of phosphorylated StyR and different amounts of MBP-PaaX1. Lane 1 to lane 6, 0, 25, 75, 150, 300, and 600 nM MBP-PaaX1,
respectively. Arrows point to the styA transcript (sty4) and to the internal control transcript (RNA-1). (B). styA transcript levels (in arbitrary units)
produced from pTE-E1B1 template in the presence of 0 to 600 nM purified MBP-PaaX1. The results are the normalized averages of six independent
experiments. Error bars, standard errors. The inset shows the autoradiography of sty4 transcripts produced in the absence of MBP-PaaX1 (lane 1), in
the presence of 600 nM MBP-PaaX1 (lane 2), and in the presence of 600 nM MBP-PaaX1 challenged with 1 mM PA-CoA (lane 3).

P, promoter, making it responsive to both initial styrene
pathway substrate, through StySR, and the central intermedi-
ate PA-CoA produced by the paa genes, through the action of
PaaX. Thus, this regulatory mechanism is likely to facilitate
balanced and coordinated expression of the styrene upper (sty
operon) and lower (paa genes) pathways and central metabo-
lism. In this respect, it is interesting that inactivation of the
paaX homologue of P. putida U (phaN) relieves the repression
of the paa genes when this strain grows in the presence of
glucose (30). The P, proximal PaaX-binding site identified

induction induction
-+ -+

250+

200+

1504

100+

styA transcript level (arbitrary units)

50+
0
E. coli W14 strains
[pISm7.0R] [pISm7.0R]
[pJ18X1]  [pSJP18Not]
(+PaaX1) (-PaaX1)

here overlaps the very-low-affinity StyR-binding site (STY3)
recently described in the sty operon of P. fluorescens ST (22). In
the P. fluorescens ST system, StyR has been postulated to
behave as a transcriptional repressor when it binds to STY3,
and this binding is involved in the glucose-mediated repression
of P, 4. In agreement with this, mutations in the STY3 oper-
ator region in P. fluorescens ST, which corresponds to the
PaaX-binding site in Pseudomonas sp. strain Y2, partially al-
leviates the glucose-mediated repression of the P, promoter
(22). While we cannot exclude the possibility that control of

induction induction
-+ -+
120+

1004

609

404

styA transcript level (arbitrary units)

204

Pseudomonas strains

Y2T2 Y2T2X1

(+Paax1) (-PaaX1)

FIG. 8. RT-PCR quantification of sty4 mRNA levels in different Pseudomonas and E. coli strains. The sty4 transcript level was determined in cultures
of the indicated strains grown under either noninduced (gray bars) or styrene-induced (black bars) conditions as described in Materials and Methods.
Bars represent the means of styA transcript levels from three independent experiments, each performed in duplicate. Error bars, standard errors.
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the sty genes in strains ST and Y2 might differ, our work offers
an attractive alternative interpretation, namely, that PaaX
binding, rather than StyR binding, to this region controls glu-
cose-mediated catabolite repression of the P, promoter. Di-
rect analysis of this putative role for the PaaX regulator is the
subject of further research.

The work described here expands the known PaaX regulon
to include the styABCD operon and supports the notion that
PaaX, by sensing the PA-CoA, is a master regulatory protein in
the PA-CoA catabolon that adjusts the expression of different
operons to that of the paa-encoded central pathway (17).
PaaX-mediated repression of the P, promoter acts in con-
cert with the specific StyS-StyR regulatory system to provide a
dual signal-responsive system that is functionally analogous to
other genetic systems involved in the degradation of toxic com-
pounds, such as the synergist effect of a pathway substrate and
intermediate in benzoate catabolism (7, 8). In the case of
styrene catabolism, the PaaX repressor would modulate
StySR-induced transcription of the sty genes until the level of
PA-CoA signals that the pathway can proceed. Conversely, as
styrene is degraded and the StySR-mediated induction de-
creases, the PA-CoA signal would be anticipated to allow suf-
ficient transcriptional activity to complete degradation of in-
termediates. In addition, this dual signal-responsive system is
likely to ensure a quick transcriptional downshift of the sty
catabolic genes under a number of conditions. These condi-
tions include (i) whether styrene is not efficiently oxidized to
PA and some toxic upper pathway intermediates, such as sty-
rene oxide and/or phenylacetaldehyde, could accumulate
within the cell and (ii) when other aromatic compounds, such
as toluene and ethylbenzene, induce the StySR activator sys-
tem (2) but are not enzymatically converted to PA.
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Summary

Pseudomonas sp. strain Y2 degrades styrene through
oxidation to phenylacetic acid via the styABCD
operon-encoded enzymes, whose expression is
induced in response to styrene by the StyS/StyR
two-component regulatory system. Further trans-
formation of phenylacetic acid to tricarboxylic acid
cycle intermediates is mediated by the enzymes of
paa catabolic genes, whose expression is regulated
by the PaaX repressor. The first step of this paa
degradation pathway is catalysed by paaF-encoded
phenylacetyl-coenzyme A ligases that produce
phenylacetyl-coenzyme A. This metabolic intermedi-
ate, upon being bound by PaaX, inactivates PaaX-
mediated repression of both the paa genes and the
styABCD operon. Strain Y2 is unique in having three
paaF genes located within two complete copies of the
paa gene clusters. Expression of both paaF and
paaF3 is controlled by the PaaX repressor. Here we
use specific mutants in combination with in vivo and
in vitro assays to demonstrate that paaF2, adjacent to
the StyS/StyR regulatory genes, belongs to the StyR
regulon and is not subject to repression by PaaX. We
propose that this unexpected styrene-responsive
regulatory strategy for the otherwise metabolically
redundant PaaF2 auxiliary enzyme provides a system
for rapid co-ordinate de-repression of the two sets of
catabolic genes required for styrene degradation.
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Introduction

Styrene is a widely used chemical in the plastic and syn-
thetic resin industries that represents an environmental
and human health risk due to its toxicity and carcinogenic
effects. The genetic organization of the sty genes that
encode the catabolic enzymes involved in the first steps
of styrene degradation has been studied in different
members of the genus Pseudomonas (Beltrametti et al.,
1997; Panke et al., 1998; Velasco et al., 1998; O’Leary
et al,, 2001; 2002; Mooney et al., 2006). In most of the
strains studied so far, styrene is initially converted through
side-chain oxidation to phenylacetic acid (PAA), although
direct oxidation of the aromatic nucleus has also been
reported (Bestetti et al., 1989). After transformation of
styrene by means of the styrene upper pathway encoded
by the styABCD operon (Fig. 1), the PAA produced is
further catabolized via phenylacetyl-coenzyme A (PA-
CoA) to tricarboxylic acid cycle intermediates by a set of
enzymes encoded by the paa genes. The paa-encoded
enzymes thus constitute the styrene lower pathway. The
genetic organization of the paa genes has been described
for the styrene-degrading strains Pseudomonas sp. strain
Y2 and Pseudomonas fluorescens ST (Alonso et al.,
2003a; Bartolomé-Martin et al., 2004; Di Gennaro et al.,
2007), and other bacteria (Ferrandez et al., 1998; Olivera
etal., 1998; Mohamed et al.,, 2002; Rost etal.,, 2002;
Navarro-Llorens et al., 2005).

The promoter of the styABCD catabolic operon (Pgya) is
regulated by a two-component system comprised of the
StyS sensor kinase and the StyR DNA-binding response
regulator, which is required for transcriptional activation
(Panke et al., 1998; Velasco et al., 1998; O’Leary et al.,
2001). In the presence of styrene, StyS catalyses the
phosphorylation of StyR, which forms a dimer that recog-
nizes specific operator sites in the P4 promoter region
(Leoni et al., 2003; 2005).

Expression of the lower catabolic pathway (paa genes)
is regulated by PaaX that binds to specific operator sites
of the promoter regions to repress transcription. Interac-
tion of PaaX with the metabolic intermediate PA-CoA
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Fig. 1. Schematic illustration of the styrene and PAA catabolic genes and enzymatic pathways of Pseudomonas sp. strain Y2.

A. Genetic map of the sty, paa? and paa2 gene clusters. The StyS/StyR regulatory system controls transcription from the Psya promoter of the
sty catabolic genes, which encode the enzymes for transformation of styrene to PAA. The paa genes of the paa1 and paaZ clusters encode
enzymes for transformation of PAA into metabolites of the Krebs cycle. The paa1 and paaZ2 gene clusters are very similar, although some
differences are apparent; namely (i) the paa? cluster lacks a copy of the paaM gene that encodes a putative porin, (ii) the paat cluster
includes a paaN2 gene whose role is not yet clear, and (iii) the paa? cluster contains an additional paaF gene, named paaF2, which is located
in one end of the paat cluster. Note that the paaF and paaF3 genes are transcribed as parts of the paaABCDEF and paaA2B2C2D2E2F3
operons, respectively, while the paaF2 gene is independently transcribed from the P,..r- promoter. The paaYX genes encode regulatory

proteins. Arrows indicate the direction of transcription.

B. Styrene upper and lower catabolic pathways indicating the metabolic overlap of the PA-CoA ligase activities of PaaF, PaaF2 and PaaF3.

leads to its release from the operator allowing transcrip-
tion to proceed (Ferrandez et al., 2000). In addition to paa
genes, PaaX has been reported to act on the expression
of the penicillin G acylase-encoding pac gene of Escheri-
chia coli (Galan etal., 2004; Kim etal, 2004). Most
recently, a repressive co-regulatory role of PaaX has been
described in the transcriptional control of the Psya pro-
moter of the sty operon of Pseudomonas sp. strain Y2.
Co-regulation by PaaX provides a mechanism that inte-
grates responses to both a pathway substrate (styrene,
via the StyS/StyR regulatory system) and a pathway inter-
mediate (PA-CoA, through PaaX) (del Peso-Santos et al.,
2006) that constitutes an interesting example among a
number of different regulatory strategies to integrate
catabolism of aromatic compounds (reviewed by Shingler,
2003).

Styrene-degrading Pseudomonas sp. strain Y2 con-
tains two functionally active copies of the paa gene
cluster, named paat? and paa2 (Alonso etal., 2003a;
Bartolomé-Martin et al., 2004) (see Fig. 1). Each of these
two paa gene clusters encodes a complete suite of the
enzymes that constitute the styrene lower (PAA) catabolic
pathway. The paa2 gene cluster is very similar to the
paa gene clusters of Pseudomonas putida KT2440 and
P. putida U. However, the paa1 gene cluster shows some
distinct features, including an additional paaF gene, called
paaF2, which is located in one end of the paa? cluster
(see Fig. 1; Bartolomé-Martin et al., 2004).

The paaF2 gene is very similar in sequence to both the
paaF and paaF3 genes of the two paa gene clusters

(Alonso et al., 2003a; Bartolomé-Martin et al., 2004), and
PA-CoAligase activity of its protein product in the presence
of styrene has been reported (Velasco et al., 1998). The
location of the paaF2 at the end of the paa? gene cluster
places it adjacent to the sty cluster (Fig. 1). Two other
styrene-degrading Pseudomonas, P. fluorescens ST and
P. putida CA-3, also have a paaF gene (previously called
paakK), encoding a putative PA-CoAligase located adjacent
to their cognate sty cluster (O’Leary et al., 2001; Santos
et al., 2002). While the sequences of the paaF and paaF2
genes are very similar (91.5% identity), their genome con-
texts and flanking sequences are very different (Fig. 1).
The occurrence of two functional, almost identical copies of
the paaF gene in the paaf cluster, and the observation that
paaF3 of the paa2 gene cluster is located in an equivalent
context as paaFin the paa1 cluster, led us to consider that
paaF2 may display some special features important for
catabolism of styrene. Here we present evidence that the
styrene-responsive StyS/StyR system regulates expres-
sion of paaF2 through StyR binding to a newly identified
STY box of the Ppaare promoter to provide a system to
accelerate and aid coupling of expression of the two
enzyme sets required for styrene catabolism.

Results

Expression of the paaF2 gene requires the
presence of styrene

As a first step to analyse the regulation of the paaF2 gene,
we determined the growth profile of Pseudomonas sp.

© 2008 The Authors
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Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km

Fig. 2. A. Growth on LB and M9 minimal medium supplemented
with styrene or PAA. Strains: 1, Pseudomonas sp. strain Y2T2
paaF::Km; 2, Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF2::Km; and 3,
Pseudomonas sp. strain Y2T2.

B. Quantitative RT-PCR analysis of transcript levels of paaD (from
the paaABCDEF operon) in Pseudomonas sp. strain Y2T2
paaF::Km. Reactions were performed on cDNA derived from cells
cultured in minimal M9 medium containing 1% glycerol with styrene
delivered in the gaseous phase (bar 1), 1% glycerol and 0.2% PAA
(bar 2) or 1% glycerol alone (bar 3), as described in Experimental
procedures. The results are the average from two independent
cultures * standard errors.

strain Y2T2 that lacks the paa2 cluster (Fig. 1) and its
otherwise isogenic PaaF2 null or PaaF null mutant
derivatives. The three strains were tested for their ability
to grow on rich media (LB) plates or minimal M9 medium
plates containing either styrene or PAA as the carbon
source (Fig. 2A). Pseudomonas sp. strain Y2T2 that
carries two functional PA-CoA ligase genes (paaF and
paaF2) grew efficiently on all three media. Likewise,
Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF2::Km, which only
contains a functional copy of the paaF gene, was also
capable of efficient growth on all three media. In contrast,
however, Pseudomonas sp. strain Y2T2 paafF::Km, which
only possesses a functional copy of the paaF2 gene, was
incapable of growth at the expense of PAA. However, this
strain was capable of growth at the expense of styrene
(Fig. 2A, strain 1), demonstrating that the paaF mutation
does not affect the functionality of the downstream genes
within the paaf cluster.

Because the styrene lower catabolic pathway requires at
least the activity of one active PA-CoA ligase, we reasoned
that the most plausible explanation for the inability of
Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km to grow at the

© 2008 The Authors
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expense of PAAwas that its functional paaF2 gene was not
expressed in response to PAA, but could be expressed in
the presence of styrene. Under such a scenario, transcrip-
tion of the paaABCDEF operon required for growth on
styrene or PAA would only be de-repressed in response to
the presence of styrene (not PAA), in Pseudomonas sp.
strain Y2T2 paaF::Km. To test this idea we performed
quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) using primers specific for paaD on
Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km cultured in
minimal M9 medium containing glycerol alone, or glycerol
containing either PAA or exposed to styrene in the gaseous
phase. As anticipated, only exposure to styrene led to
significant de-repression of the paaD of the paaABCDEF
operon (Fig. 2B). Taken together, these results implied to
us that expression of paaF2, which is located close to the
stySRregulatory genes (Fig. 1), might be controlled by the
StyS/StyR styrene-responsive regulatory system.

The Ppaar2 promoter region contains a putative
StyR binding site

To explore the possibility that expression of paaF2 might
be controlled by StyR, we examined the intergenic region
upstream of the paaF2 gene for signature sequences
reminiscent of known StyR binding sites of the Psya pro-
moters of styABCD catabolic operons. As illustrated in
Fig. 8, a putative StyR binding site was identified 299 bp
upstream the paaF2 initiation codon. The nucleotide
sequence of this putative StyR binding site, designated
STY4, possesses approximately the same degree of
homology to the high-affinity STY2 sites of the Psya pro-
moters of Pseudomonas sp. strain Y2 and P. fluorescens
ST as the medium-affinity STY1 sites of these promoters
(Fig. 3, bottom).

In order to define the transcription start site of paaF2,
primer extension analysis was performed with total RNA
isolated from styrene-induced Pseudomonas sp. strain
Y2, and E. coli CC118 Apir [pUE14] harbouring a plasmid
carrying the stySR genes and the entire paaX-paaF2
intergenic region together with flanking genes. The results
shown in Fig. 4 identify the transcription initiation site as
located 262 bp upstream of the proposed paaF2 initiation
codon (Fig. 3). This +1 transcription start site is located
downstream of two overlapping potential 67° promoter
motifs: a canonical —-35/-10 sequence (GTGTCT-18 bp-
CAGAAT, consensus TTGACA-17 bp-TATAAT), and one
with homology to an extended —10 promoter sequence
(TGATACCAG, consensus TGnTAATAT) (see Fig. 3). The
upstream putative STY4 site at positions —52 and —37
relative to the transcriptional start is in a similar position in
relation to these signature promoter motifs as the STY2
boxes in Psya promoters (Velasco et al., 1998; Leoni et al.,
2005; del Peso-Santos et al., 2006).

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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Pseudomonas sp. strain Y2
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StyR binds to the Ppaar2 promoter STY4 box in vitro

To test if the identified STY4 is a functional binding site for
the StyR activator protein, we performed electrophoretic

[ mobility shift assays (EMSA). For this we used phos-
phorylated His-StyR in conjunction with DNA fragments
spanning the Pp..r2 promoter region and the previously
analysed Pgya promoter region (see Fig. 5A and B). As
shown in Fig. 5C and D, phosphorylated His-StyR formed
complexes with both of the P4 probes tested and with
the Ppaarz F2 probe that possess the STY4 motif. In con-
trast, phosphorylated His-StyR was unable to bind a
probe (F2S) in which the STY4 motif had been shuffled to
destroy its dyad symmetry (Fig. 5D). These results clearly
demonstrate that the STY4 sequence serves as a binding
site for StyR in vitro.

Comparison of the data in Fig. 5C and D shows that
StyR bound the P...r2 F2 probe at similar concentrations
as the Psya probes, which both carry the previously
defined high-affinity STY2 site (Leoni et al., 2005). To
further analyse the apparent affinities of StyR for different
STY boxes in vitro, we performed competition experi-
ments. In these experiments, phosphorylated His-StyR
pre-bound to different radiolabelled DNA probes was chal-
lenged with increasing concentrations of unlabelled F2
probe that contains a functional STY4 box, or the negative
F2S control probe, in which the STY4 motif had been
destroyed. As would be expected, the STY4 F2 probe
competed complex formation while the F2S probe did not
(Fig. 5E and F). Most revealingly, the F2 probe specifically
competed StyR binding to the STY2 box of E2B1 (Fig. 5E)
at least as efficiently as StyR binding to the STY4 box of

GRGATCCCGTARMCCTACGTATAGG TGTCTCGTTACCGTATTT
ZAMACCIROIATA

Pseudomonas fluorescens ST

Fig. 3. Sequence of the Ppaar> promoter
region of Pseudomonas sp. strain Y2. The 3’
end of paaX1 and the 5" start of paaF2 are in
boldface letters with cognate termination and
initiation codons underlined. The paaF2
transcription start site (+1) as determined by
primer extension (Fig. 4), a putative canonical
—35 (-35)/~10 (-10) (overlined) and an
extended —10 (=10 ext) (underlined)
67°-binding motifs and a Shine-Dalgarno
sequence (S-D, underlined) are indicated.

CGAGAGCTTCGTG The proposed StyR binding site (STY4) is

underlined by two arrows indicating the
palindromic inverted repeat. The STY4 site is
compared with other StyR sites in the boxed
lower part of the figure. These include the
high- (STY2), medium- (STY1) and very
low-affinity (STY3) StyR binding sites found in
Psya promoters of both Pseudomonas sp.
strain Y2 (del Peso-Santos et al., 2006) and
P. fluorescens ST (Leoni et al., 2005). Arrows

sTez represent the palindromic inverted repeats.

Py Conserved positi_ons with rgspect to the STY2
sequence of strain Y2 are in boldface letters.

— Numbers indicate the positions of the ends of

STY1, STY2, STY3 and STY4 boxes, relative
to the transcription start points from the
corresponding promoters.

F2 (Fig. 5F). Hence we conclude that the STY4 box con-
stitutes a comparatively high-affinity binding site despite
its incomplete dyad symmetry (Fig. 3).

StyR and the STY4 box are essential for
transcription of Ppaar2 in Vivo

To study the in vivoregulation of the Pyaar2 promoter we first
constructed three plasmids in which a lacZ reporter gene
was placed under control of different portions of the Ppaarz
promoter region (see Fig. 6A). These plasmids were each
introduced into Pseudomonas sp. strain Y2 and the result-
ing strains grown in minimal M9 medium containing glyc-
erol and subsequently induced for 9 h by styrene provided
in the gaseous phase. Determination of B-galactosidase
activities of these styrene-induced cells revealed that the
pRWF2A plasmid that carries the —200 to +292 sequence
of the Pu.arz—paafF2 region mediated the highest levels
of transcription (bar 1, Fig. 6B). As expected, only back-
ground transcription could be observed from the pPRWF2B
plasmid that carries the -2 to +292 region and is thus
devoid of the identified potential 67°Pp.r> promoter
motifs (compare bars 3 and 4, Fig. 6B). Interestingly, the
pRWF2C plasmid that carries the lacZ gene under control
of the —200 to +10 region of the Pyaar> promoter region
mediated about half the levels of B-galactosidase activity
as compared with that of pPRWF2A (compare bars 1 and 2,
Fig. 6B). The transcriptional start site from the Ppaarz pro-
moter is located 262 bp upstream of the initiation codon,
thus the +1 to +262 region encodes an untranslated region
of the mRNA (5-UTR). The majority of the 5-UTR is
lacking in pPRWF2C, which may account for the different
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Fig. 4. Determination of the transcriptional start site from the
Poaar2 promoter. Primer extension was performed on total RNA with
primer pe-150 (Table S1). The location of the extended products
was determined by comparison with a DNA-sequencing ladder of
the Ppaarz promoter region obtained using plasmid pTE-PF2

(Table 3). Lanes 1 and 2, product from 20 ug and 5 pg of RNA
isolated from styrene-exposed Pseudomonas sp. strain Y2
respectively; lanes 3 and 4, product from 20 ug and 5 pug of RNA
from styrene-exposed E. coli CC118 Apir [pUE14] respectively; lane
5, 5 ug of negative control RNA from styrene-exposed E. coli
CC118 Apir [pKNG101]. An expanded view of the non-coding
strand nucleotide sequence surrounding the transcription initiation
site (+1) is shown to the right.

levels of transcription observed in strains harbouring
pRWF2A and pRWF2C.

The results outlined above clarify the location of the
Praar2 promoter upstream of -2 relative to the transcrip-
tional start. In order to determine the in vivo dependence
of transcription from Pp.rz on StyR, we introduced a
—200 to +292 Pp.re—lacZ translational reporter fusion
carried on a mini-transposon onto the chromosome of
Pseudomonas sp. strain Y2 to generate the reporter strain

© 2008 The Authors
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Y2 F2L as detailed in Experimental procedures. A StyR
null mutant (Pseudomonas sp. strain Y2 F2L AstyR::Gm)
was then derived from the above Y2 F2L strain and used
for in vivo assays. The data in Fig. 6C generated using
these strains confirmed that both StyR and the presence
of styrene were required for detectable transcription from
Ppaarz in vivo. To determine dependence on the integrity of
the STY4 box, an equivalent translational reporter (-200
to +292 Ppaaras—lacZ) with the shuffled STY4 mutation that
abolishes binding of His-StyR in vitro (Fig. 5D) was also
generated from Pseudomonas sp. strain Y2. In three
independent derivatives, the lack of the STY4 box also
abolished detectable styrene-induced transcription
in vivo (compare bar 1 with bars 2—4, Fig. 6D). Thus,
we conclude that StyR mediates the control of the Ppaarz
promoter through binding to the STY4 site in vivo.

The same compounds induce transcription
from the Psya and Ppaar2 promoters

Previous work performed with a monocopy Pgya—lacZ
translational reporter strain (Pseudomonas sp. strain
Y2 PAL; Alonso etal., 2003b) showed that expression
from the Psya promoter was induced in response to the
presence of a range of compounds that included
styrene, 2-phenylethanol, toluene, phenylacetaldehyde
and epoxystyrene. Here we compared the responses of
the Psya—lacZ and the Pjaar—lacZ translational reporter
strains in response to a similar range of compounds. In
these experiments, cells were cultured in minimal M9
medium supplemented with 1% glycerol to an optical
density at 600 nm (ODeggo) of ~0.4 prior to induction by the
presence of 90 uM of the respective compounds for 1 h.
Equivalent un-induced glycerol cultures were used as a
reference for fold induction in response to the different
compounds tested. The results summarized in Table 1

Table 1. Ppr—flacZ and  Pga—lacZ response to different
compounds.
Fold induction?

Compound Praarz—lacZ Psya—lacZ
Styrene 9+1.3 10.1 £1.9
Phenylacetaldehyde 3.7 £ 0.3 5.4 +1.1
Epoxistyrene 3.3+0.3 3.8 +0.6
2-Phenylethanol 3.5*0.5 3.3+ 0.5
2-Phenylethylamine 3.6 = 0.5 57*13
Ethylbenzene 19 = 0.3 28 0.7
Toluene 1.7 £04 1.8 0.6
p-Xylene 1+0.1 1.3 = 0.1
o-Methylstyrene 1.4 =01 1.2 +0.1
p-Methylstyrene 1.3 02 12=*03
Phenylacetic acid 1.2+ 0.1 1.2+ 0.1
Phenol 1.3 £ 0.1 1=0.1

a. Activity level of glycerol grown cultures was set as 1.
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A B Fig. 5. StyR binding to the Psy and Poaarz
Py Ppaarz promoters.
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Fig. 6. Styrene induction of the Ppaar> promoter.

A. Schematic illustration of the Pp..r—paafF2 region in the transcriptional lacZ reporter plasmids used under (B), (C) and (D).

B. B-Galactosidase activities of Pseudomonas sp. strain Y2 harbouring pPRWF2A (bar 1), pPRWF2C (bar 2), pPRWF2B (bar 3) or pRW2A (bar 4,
negative control). Cells were grown on minimal M9 media supplemented with 1% glycerol and analysed after 9 h exposure to styrene present
in the gaseous phase.

C. B-Galactosidase activities of the Py.ar2—lacZ translational reporter strain Pseudomonas sp. strain Y2 F2L and its StyR null mutant derivative,
Pseudomonas sp. strain Y2 F2L AstyR::Gm, grown on minimal M9 medium supplemented with 1% glycerol either in the presence (+STY) or in
the absence of styrene. An arrow indicates the point of addition of styrene to the +STY cultures. Closed symbols, log optical density at 600 nm
(ODeoo); bars, Miller B-galactosidase units.

D. B-Galactosidase activities of the P,..r-—lacZ translational reporter strain Pseudomonas sp. strain Y2 F2L (bar 1) and three independent
derivatives carrying a Ppaarzs—lacZ translational fusion (bars 2, 3 and 4; Pseudomonas sp. strain Y2 F2SL) grown on minimal M9 medium
supplemented with 1% glycerol and analysed after 8 h exposure to styrene present in the gaseous phase. Data are the average of triplicate
experiments with standard errors.
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demonstrate that both these StyR-regulated promoters
respond by a similar induction to a whole range of
inducers. When analogous experiments were performed
with a Ppare—flacZ reporter strain that lacks StyR
(Pseudomonas sp. strain Y2 F2L AstyR::Gm), no
induction was observed in response to any of the test
compounds (data not shown). Thus we conclude that
expression of the sty-catabolic genes under the control of
the Psya promoter, and the paaF2 gene under the control
of the Pua.r2 promoter is co-ordinately regulated via the
StyS/StyR system in response to a whole range of
compounds.

Transcriptional activation of Ppaar2 is not subjected to
PaaX-mediated repression

In the absence of PA-CoA, the PaaX regulators repress
transcription of paa and sty catabolic genes by binding to
operator regions within their cognate regulatory regions.
Given the co-ordinated StyR-mediated regulation of Pgya
and P,a.r2 promoters described above, we were interested
in determining if PaaX likewise had the same repressive
effects on transcription from these two promoters. The
consensus binding site for PaaX in Pseudomonas sp.
strain Y2 has previously been determined as consisting of
two 6 bp inverted repeats (GATACA and TGTATC) sepa-
rated by 26 bp (del Peso-Santos et al., 2006). In silico
analysis of the paaX to paaF2 intergenic region did not
identify any PaaX consensus binding site, but many mis-
spaced 6 bp half boxes with one or two mismatches as
compared with either GATACA or TGTATC were identified
throughout this DNA region (data not shown). However,
EMSA assays and DNase | footprinting using different
DNA probes spanning the —200 to +292 region of the
Praar2 promoter did not detect binding of purified maltose-
binding protein—PaaX1 fusion protein (MBP—PaaX1)
under conditions that reproduced the previously reported
binding of MBP—PaaX1 to its binding site within the Psya
promoter (del Peso-Santos etal, 2006; and data not
shown).

We also analysed the effect of StyR and PaaX1 on
transcription from these two promoters by performing
multiple-round in vitro transcription assays using the Psya
promoter plasmid pTE-E1B1 and the Pp..r promoter
plasmid pTE-PF2 (Fig. 7). The positive effect of phospho-
rylation on the StyR induction activity was confirmed by
comparing the transcript level obtained with phosphory-
lated and unphosphorylated His-StyR (Fig. 7A, lanes 2
and 3). While production of transcripts from both these
promoters was dependent on the presence of phospho-
rylated His-StyR (Fig. 7A), only transcription from the Psya
promoter was specifically inhibited by increasing concen-
trations of MBP—-PaaX1 (Fig. 7B). Taken together, these
data strongly suggest that, while transcription from the

© 2008 The Authors
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Fig. 7. StyR-dependent in vitro transcription from the Pyaar.

and Pgya promoters.

A. Transcripts from Py promoter template pTE-E1B1 (top) and
Paarz promoter template pTE-PF2 (bottom) in the presence of 0 uM
StyR (lane 1), 10 uM phosphorylated His-StyR (lane 2) and 10 uM
non-phosphorylated His-StyR (lane 3).

B. Quantitative representation of the transcript levels from pTE-PF2
and pTE-E1B1 in the presence of 4 uM phosphorylated His-StyR
and increasing amounts of MBP—PaaX1: 0, 75, 150, 300 and

600 nM MBP-PaaX1. The results are the average of three
independent experiments. Data were normalized by setting the
levels in the absence of MBP—PaaX1 as 1 and are presented as
the average =+ standard errors.

Psya and Ppaare promoters is co-ordinately positively acti-
vated by StyR, unlike the Ps;4 promoter, transcription from
the Pp.ar2 promoter is not subject to repression by PaaX.

PaaF2 is a styrene-specific auxiliary PA-CoA ligase

To examine styrene and PAA-responsive regulation of
PaaF and PaaF2 activities in vivo, we determined the
PA-CoA ligase activities of Pseudomonas sp. strain Y2T2
(PaaF* PaaF2*) and its PaaF null or PaaF2 null mutant
derivatives under different growth regimes. As antici-
pated, none of the strains showed any detectable PA-CoA
ligase activity when growing in minimal M9 medium con-
taining 1% glycerol, while culturing in M9 medium in the
presence of 1% glycerol with styrene supplied in the
gaseous phase induced PA-CoA ligase activity in all three
strains. However, that of Pseudomonas sp. strain Y2T2
(69.37 = 2.63 U per mg of protein) was approximately
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Fig. 8. Growth profiles and competition assays of the parental Y2T2 strain and its PaaF2 null counterpart. Pseudomonas sp. strain Y2T2
(open squares), Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF2::Km (open circles) or an equal mixture of both strains (black triangles) were grown in
M9 minimal medium supplemented with either styrene supported in gaseous phase, 1% glycerol or 0.2% PAA. Data are the average of
triplicate cultures and representative of two independent experiments. Arrows indicate when samples were withdrawn from mixed co-cultures
for plating. A total of 240-360 colonies derived from each culture were scored for kanamycin resistance to determine the percentage of the
paaF2 null mutant in the mixed cultures (in boxes). Data are the average of four to seven independent experiments with standard errors.

threefold higher than that of its PaaF null (Y2T2
paaF::Km, 22.74 = 1.54 U per mg of protein) or PaaF2
null (Y2T2 paaF2::Km, 20.86 = 0.9 U per mg of protein)
derivatives, demonstrating that loss of either gene
resulted in lower net PA-CoA ligase activity. Consistent
with styrene-specific induction of PaaF2 activity, only
strains Y2T2 (PaaF* PaaF2*) and its PaaF2 null derivative
exhibited detectable PA-CoA ligase activities in response
to PAA (30.36 £1.25U per mg of protein and
24 + 6.54 U per mg of protein respectively). Hence, this
data clearly demonstrates that both the paaF2 and paaF
genes are expressed in the Y2T2 parental strain in
response to styrene (which will then be converted to
PA-CoA via PAA), but that paaF2 expression is not
induced in response to the presence of PAA. Hence,
paaF2-encoded PA-CoA ligase activity is only induced in
response to styrene in vivo and can be considered a
styrene-specific PA-CoA ligase. Lack of the ability of the
PaaF null mutant to express its remaining paaF2-encoded
ligase activity in response to PAA presumably underlies
the inability of this strain to grow at the expense of PAA as
sole carbon source (Fig. 2A).

To examine the repercussions of styrene-specific
PA-CoA ligase activity of PaaF2, we also determined the
growth profiles of strain Y2T2 (PaaF* PaaF2*) and its
PaaF2 null derivative (Y2T2 paaF2::Km) in media with
glycerol, styrene or PAA as sole carbon source (Fig. 8).
Lack of PaaF2 did not alter maximal growth rates on any
of the three media tested (compare squares and circles
in Fig. 8), suggesting that reduced PA-CoA ligase activity
in styrene- or PAA-induced cultures was not rate limiting
for growth under the conditions used. However, in
styrene-induced cultures, the PaaF2 null mutant exhib-
ited a notable and reproducibly longer lag phase,
suggesting that lack of styrene-induced PaaF2 activity
results in slower adaptation to styrene as growth sub-
strate. In co-cultivation experiments, in which equal

amounts of the parental and PaaF2 null strains were
inoculated (triangles, Fig. 8), plating tests to distinguish
parental and the PaaF2 null strains confirmed that this
slower adaptation of the PaaF2 null mutant resulted in
significantly lower percentage of the PaaF2 null strain
than the parental strain after co-cultivated at the
expense of styrene (44 = 0.7%) but not at the expense
of either glycerol (52 = 1.5%) or PAA (49.5 = 0.8%).

Discussion

This work reveals an unexpected regulation mechanism
that places the paaF2 gene, formerly believed to be
part of the paa system, in the StyS/StyR regulon, and thus
under a styrene-dependent control mechanism in
Pseudomonas sp. strain Y2. This conclusion is based on
the following findings: (i) styrene and other compounds
that result in activation of the positive transcriptional regu-
lator StyR co-ordinately stimulate transcription of both the
Psya promoter of the styABCD operon and the Ppaare
promoter of the monocistronic paaF2 gene (Table 1),
(i) paaF2-encoded PA-CoA ligase activity is specifically
induced in response to styrene but not PAA, (iii) transcrip-
tion from Ppaarz is strictly dependent on active StyR both in
vivo and in vitro (Figs 6 and 7), (iv) StyR specifically and
tightly binds to a newly identified STY4 box (Fig. 5) analo-
gous to those of the Py promoter, and (v) the STY4
binding site for StyR is appropriately located upstream of
both the identified transcriptional start site (Fig. 4) and
67 promoter motifs that might constitute the P,aar. core
promoter (Fig. 3).

Pseudomonas sp. strain Y2 possesses three paaF
genes that encode PA-CoA ligases that convert PAA to
PA-CoA. Either of the PaaF or PaaF3 proteins is sufficient
to allow growth at the expense of PAA and styrene under
laboratory conditions (Bartolomé-Martin et al., 2004; and
Figs 2 and 8). However, a strain that only has the paaF2
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gene, while capable of growth on styrene, cannot grow at
the expense of PAA (Fig. 2) because it is only styrene that
provides the conditions necessary for its expression.
Thus, the PaaF2 protein can be considered a styrene-
specific auxiliary PA-CoA ligase.

The activity of PaaF2 is clearly not an absolute require-
ment for growth at the expense of styrene, at least under
laboratory conditions (Figs2 and 8). This begs the
question of why Pseudomonas sp. strain Y2, and in all
likelihood other similar strains such as P. fluorescens
ST and P, putida CA-3, have evolved and/or retained the
PaaF2 homologue in the face of its seeming metabolic
redundancy. A plausible answer to this lies in the fact that
PA-CoA ligases produce the metabolic intermediate that
inactivates the repressive properties of PaaX, which oth-
erwise inhibits transcription of paa genes and sty genes
(through the Pgy,4 promoter). Despite extensive efforts, we
have not been able to detect any repressive effect of
PaaX on transcription from the Ppaar. promoter (Fig. 7; s
unpubl. data). Hence paaF2 stands out among all the sty
and paa catabolic genes as the only one not subjected to
PaaX-mediated repression. In the presence of activated
StyR, PaaX-mediated repression of the sty genes is
incomplete and has been proposed to provide a mecha-
nism to co-ordinate the activities of the upper sty pathway
with those of the lower sty or paa pathway to prevent
detrimental fluxes in which the final product of the former
may build up in the absence of the paa-encoded activities
(del Peso-Santos et al., 2006). Hence, by having both the
upper and lower pathways subject to PaaX repression,
such a potentially detrimental situation would be avoided.
However, such a scenario would be anticipated to also
delay adaptation to growth on styrene until sufficient
PA-CoA had accumulated to result in full de-repression of
the sty and paa genes. We found that while lack of the

Table 2. Key bacterial strains.

Bacterial strains

Relevant genotype/phenotype
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styrene-induced PaaF2 PA-CoA ligase activity did not
affect maximal growth rates on styrene, its absence did
cause a delay in adaptation to growth on styrene and a
concomitant decrease in its competitive ability against an
otherwise isogenic PaaF2* to grow at the expense of
styrene (Fig. 8). Based on these findings, we propose that
the StyR-mediated regulation of PaaF2 expression pro-
vides a physiological system for the rapid production of a
protein that encodes the capacity to generate the PA-CoA
signal needed for fast co-ordinate de-repression of the
two sets of enzymes required for styrene catabolism.

With respect to the above, it is also interesting to note
that the mRNA for PaaF2 possess a 262 nt 5’-UTR (see
Fig. 3). Transcriptional reporter gene fusions that differ
with respect to possession of this 5-UTR produce differ-
ent levels of transcripts (Fig. 6). Untranslated regions of
mRNAs can affect gene expression in a wide variety of
ways through, for example, mRNA stability, ribo-switches
or binding of small regulatory RNAs (Fugtsang, 2005;
Komarova et al., 2005; Kaberdin and Blasi, 2006). Hence,
our initial results open up the possibility that the 5’-UTR
may, in some as yet unknown way, further modulate and
fine tune PaaF2 levels to provide co-ordinate rapid
de-repression of the sty and paa genes. Direct analysis of
the role of this region in controlling PaaF2 levels will be
the subject of further research.

Experimental procedures
Bacterial cultures and general procedures

Luria broth (LB; Sambrook efal., 1989) was used as rich
medium, while M9 salts (Miller, 1972) supplemented with
indicated carbon sources were used as minimal medium.
E. coli strains and Pseudomonas strains (Table 2) were cul-
tivated at 37°C and 30°C respectively. In co-culturing experi-

References

E. coli DH50F

F’ endA1 hsdR17 (rk m*) ginV44 thi-1 recA1 gyrA (Nal%)

Woodcock et al. (1989)

relA1 A(laclZYA-argF) U169 deoR (980 dLac A(lacZ)M15)

E. coli S17-1 Apir
Tp? SmR
E. coli CC118 Apir

Pseudomonas sp. strain Y2
Pseudomonas sp. strain Y2T2
Pseudomonas sp. strain Y2 F2L
Pseudomonas sp. strain Y2 F2SL
Pseudomonas sp. strain Y2 PAL
Pseudomonas sp. strain Y2 F2L
AstyR::Gm
Pseudomonas sp. strain Y2T2X1
Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km

recA thi hsdR~M* RP4::2-Tc::Mu::Km::Tn7 Apir lysogen;

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE
(Am) recA1 Apir lysogen

paa* sty* lacZ; Ap? CmR KmS Tc®

Apaa2 deletion of strain Y2: paa* sty* Ap? Cm" Tc®

Strain Y2 carrying Ppaarz—lacZ on mini-Tn5-Km2; Ap® Cm? Km®

Strain Y2 carrying Ppaarzs—lacZ on mini-Tn5-Km2; Ap® Cm® Km®

Strain Y2 carrying Psya—lacZ on mini-Tn5-Km2; Ap® Cm® Km®

StyR null mutant of strain Y2 F2L; Ap® Cm® Km® Gm?

PaaX1 null mutant of strain Y2T2; Ap? Cm® Km"® Tc?
PaaF null mutant of strain Y2T2; Ap® Cm® Km® Tc®
Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF2:Km PaaF2 null mutant of strain Y2T2; Ap? Cm® Km® TcR

de Lorenzo and Timmis (1994)
Herrero et al. (1990)

Utkin et al. (1991)
Bartolomé-Martin et al. (2004)
This work

This work

Alonso et al. (2003a)

This work

del Peso-Santos et al. (2006)
This work
This work

Ap, ampicillin; Cm, chloramphenicol; Gm, gentamicin; Km, kanamycin; Sm, streptomycin; Tc, tetracycline; Tp, trimethoprim.
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Table 3. Plasmids.

Name Relevant properties Reference/source
pBluescript Il KS(+) General purpose cloning vector; ori ColE1 Ap? Stratagene
pBF2EX pBluescript Il KS(+) carrying paaF2; Ap® This work
pBF2Km pBluescript Il KS(+) carrying paaF2::Km%; Ap® Km? This work
pBlueR1 pBluescript II KS(+) with a 183 bp 5’-styR fragment; Ap® This work
pBlueR1R2 pBluescript Il KS(+) with a 183 bp 5’-styR fragment and a 172 bp 3’-styR fragment; Ap”® This work
pBlueRGm pBluescript Il KS(+) carrying a AstyR::Gm® gene replacement cassette; Ap? Gm® This work
pKNG101 Mobilizable suicide vector for marker-exchange mutagenesis; ori R6K Sm® sacB Kaniga et al. (1991)
pKF2Km pKNG101 carrying a paaF2::Km® gene insertion cassette; Km® Sm® sacB This work
pKCoAKm pKNG101 carrying a paaF::Km® gene insertion cassette; Km® Sm® sacB Bartolomé-Martin (2006)
pKRGm pKNG101 carrying a AstyR::Gm"® gene replacement cassette; Gm® Sm® sacB This work
pPaaK pUC18-based plasmid containing paaF2; Ap® Velasco et al. (1998)
pISm7.0R pUC19-based plasmid containing stySR-styAB genes of Pseudomonas sp. strain Y2 Velasco et al. (1998)
after Prac; Ap™
pUE14 pUC19-based plasmid containing a chromosomal EcoRI fragment of Pseudomonas sp. Velasco et al. (1998)
strain Y2 that spans part of paaA, paaN2, paaY, paaX, paaF2, styS, styR, styA,
styB, and part of styC genes; Ap®
pM-X1 MBP-PaaX1 expression plasmid; Ap® del Peso-Santos et al. (2006)
pQ-R His-StyR expression plasmid; Ap® S. Alonso
pTE103 In vitro transcription vector with a strong transcriptional terminator downstream of a Elliott et al. (1984)
multicloning site; Ap®
pTE-E1B1 pTE103 carring the Psya promoter; Ap? del Peso-Santos et al. (2006)
pTE-PF2 pTE103 carring the Ppaar2 promoter; Ap® This work
pUC4K Source of a kanamycin resistance cassette; Ap? Km® Taylor et al. (1988)
p34SGm Source of a gentamicin resistance cassette; Ap® Gm* Dennis and Zylstra, 1998
pSJ3 ori ColE1, promoter-less lacZ; Ap”? Ferrandez et al. (1998)
pSF2L Praar2 promoter cloned Xbal to BamHI into pSJ3; Ap” This work
pSF2SL Ppaarzs promoter cloned Xbal to BamHI into pSJ3; Ap”? This work
pUT-miniTn5-Km2 ori R6K trp miniTn5-Km2 Km® Ap® de Lorenzo et al. (1993)
pF2LKm Ppaaro—lacZ fusion cloned Notl into pUTmini-Tn5-Km2; Km® Ap® This work
pF2LSKm Ppaares—lacZ fusion cloned Notl into pUTmini-Tn5-Km2; Km? Ap® This work
pRW2A RK2-based promoter-less /acZ promoter probe vector; Tc" Lodge et al. (1990)
pRWF2A pRW2A with a 492 bp EcoRI to BamHI (—200 to +292) Pp..r> promoter fragment This work
controlling /acZ; Tc®
pRWF2B pRW2A with a 294 bp EcoRI to BamHI (-2 to +292) paaF2 fragment controlling /acZ; Tc®  This work
pRWF2C pRW2A with a 210 bp EcoRI to BamHI (—200 to +10) P,aar> fragment controlling /acZ; Tc®  This work

ments, aliquots containing the same number of each strain
were prepared from independent cultures grown on minimal
M9 medium supplemented with 1% glycerol and used to
inoculate minimal M9 medium containing either 1% glycerol,
0.2% PAA or styrene supplemented in gaseous phase. At the
indicated times, cells were plated on solid media and colonies
replica plated on solid LB medium with or without kanamycin.

Plasmids and sequences of oligonucleotides used in this
study are listed in Table 3 and Table S1 respectively. DNA
manipulations were performed using standard techniques
and the fidelity of regulatory and coding DNA generated
through PCR amplification was verified by DNA sequencing.

Plasmids

The in vitro transcription plasmid pTE-PF2 was generated
using pUE14 as template and primers PF2E and F2B that
amplify the —200 to +292 sequence of the Pp..r—paaF2
region as an EcoRl to BamHI fragment. This fragment was
cloned between these sites of pTE103 to generate pTE-PF2,
and between these sites of pRW2A to generate the
Paaro—lacZ reporter plasmid pRWF2A. Other lacZ transcrip-
tional reporter plasmids, which carry the -2 to +292 and the
—200 to +10 Ppaarz promoter regions as EcoRI to BamHI

fragment, were generated in an analogous manner using
pUE14 as template and primers PF2Ecoi1+ and F2B
(pPRWF2B) and PF2E and F2B10+ (pRWF2C).

Construction of null mutant strains by
double-site recombination

Null mutants of Pseudomonas were generated by a common
step-wise procedure in which target genes, disrupted by an
antibiotic resistance gene, were first assembled in pBlue-
script Il KS(+). The inactivated gene cassettes were then
cloned into an R6K-based suicide plasmid and maintained in
the replication permissive E. coli S17-1 Apir strain. Subse-
quently, the suicide plasmids were moved by conjugal trans-
fer to the recipient strain with selection for double-site
recombinants as previously described (Alonso et al., 2003a)
by plating on LB containing chloramphenicol, kanamycin,
tetracycline and sucrose for the construction of PaaF and
PaaF2 null mutants or chloramphenicol, kanamycin, gentami-
cin and sucrose in the case of the StyR null mutant. Correct
recombinants were identified by screening for loss of the
suicide plasmid by testing sensitivity to streptomycin and by
Southern blot or diagnostic PCR to verify loss of the wild-type
version of the gene.
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For the construction of PaaF and PaaF2 null mutants,
Pseudomonas sp. strain Y2T2 that lacks paaF3, the third
paaF copy present in the paa2 gene cluster, was used as the
recipient strain. A PaaF null derivative (Pseudomonas sp.
strain Y2T2 paafF::Km), which harbours a kanamycin resis-
tance (KmF) cassette inserted in the Pstl site of the paaF
gene, was constructed by introducing the pKNG101-derived
suicide plasmid pKCoAKm plasmid (Bartolomé-Martin,
2006), which carries the paaF::Km disruption cassette. A
PaaF2 null derivative (Pseudomonas sp. strain Y2T2
paaF2::Km), which harbours a Km® cassette inserted in the
EcoRYV site of the paaF2 gene, was generated as follows. A
1425 bp EcoRlI to Xhol paaF2 gene fragment from pPaaK
was cloned between the same sites in pBluescript Il KS(+) to
generate pBF2EX. The paaF2 gene was then inactivated by
insertion of a 1252 bp Hincll Km® cassette from pUC4K to
give pBF2Km. The resulting paaF2::Km cassette was then
excised as a 2682 bp BamHI to Xhol fragment and cloned
between the BamHI and Sall sites of pKNG101. The resulting
suicide plasmid, pKF2Km, was then introduced into
Pseudomonas sp. strain Y2T2.

A gene replacement null mutant of StyR (Pseudomonas sp.
strain Y2 F2L AstyR::Gm), which harbours a gentamicin
resistance (GmP) cassette replacing an internal portion of the
styR gene of Pseudomonas sp. strain Y2 F2L, was generated
as follows. A 183 bp Sall to BamHI fragment spanning the 5’
end of styR was amplified using primers R51 and R31 and
plasmid pUE14, and cloned between the same sites of pBlue-
script Il KS(+) to give pBlueR1. Then, a 172 bp BamHI to Xbal
fragment spanning the 3’ end of styR was amplified using
primers R52 and R32 and plasmid pUE14 and cloned
between these sites in pBlueR1, yielding pBlueR1R2. An
865 bp BamHI Gm® cassette from pS34Gm was cloned into
the BamHlI site of pBlueR1R2, giving rise to pBlueRGm. The
1172 bp Sall to Xbal AstyR::Gm gene replacement cassette
was then excised from pBlueRGm and cloned between these
sites of pKNG101 to generate the suicide plasmid pKRGm
that was used to construct the null mutant by double-site
recombination.

Construction of monocopy wild-type and mutant
Ppaaro—lacZ reporter strains

Pseudomonas sp. strain Y2 F2L, a derivative of Pseudomo-
nas sp. strain Y2 which carries a P,a.ro—lacZ fusion on the
chromosome, was constructed as follows. A 492 bp Xbal to
BamHI fragment, spanning the P,a..-> promoter to the ninth
codon of paaF2, was amplified using PF2X and F2B primers
and plasmid pUE14 as template. This fragment was cloned
between these sites in frame with the coding region of lacZ
gene on pSJ3. The resulting plasmid, pSF2L, contains a
translational fusion Pu.aro—lacZ, which was excised as a
4.5 kb Notl fragment and cloned into the unique Notl site of
the mini-transposon carried on the suicide plasmid pUT-
miniTn5-Km2. The resulting plasmid, pF2LKm, which carries
the Ppaar—lacZ fusion within the mini-Tn5-Km2, was then
introduced by conjugation from E. coli S17 Apir to the
recipient. Recipients that had received the mini-transposon
were selected by plating on LB containing chloramphenicol
and kanamycin. Six clones were chosen and their sensitivity
to piperacilline was verified to ensure genuine transposition
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rather than homologous recombination between the Ppa.r
region present on the plasmid and the one on the
chromosome. B-Galactosidase activity was measured in
styrene-exposed cultures of the six clones at several points,
with all giving similar activities throughout growth. One of
these clones, designated Y2 F2L, was used in further
experiments. An analogous strain but with the STY4 site motif
shuffled to give a Ppars—flacZ fusion (Pseudomonas sp.
strain Y2 F2SL) was constructed in the same way through
sequential production of plasmids pSF2SL and pF2SLKm.
These plasmids carry the STY4 mutation that was generated
by overlapping PCR using the PF2X and F2B primers
described above and the mutagenic primers S (R) and S (F).

Enzyme assays

To assay [-galactosidase activity, cultures were grown in
minimal M9 medium supplemented with 1% glycerol until an
ODgoo Of ~0.4. At this point, the cultures were split into six
different flasks. Three of them were induced with styrene
provided in the gaseous phase, or with other test compounds
to a final concentration of 90 uM. The other three were left
un-induced. Samples were withdrawn at the indicated time
points and the cells permeabilized by treatment with chloro-
form and sodium dodecyl sulphate and assayed for
B-galactosidase activity as described by Miller (1972).

For the PA-CoA ligase assays, crude extracts were pre-
pared from Pseudomonas strains grown at 30°C in
M9 minimal medium supplemented with either 1% glycerol,
1% glycerol plus 0.2% PAA or 1% glycerol with styrene sup-
plied in the gaseous phase. Cells were harvested at an ODg
of 1.0, washed and then re-suspended in 0.05 volumes of
50 mM Tris-HCI, pH 8.2 prior to disruption by sonication.
Crude extracts were clarified by removal of cell debris by
centrifugation at 12 000 r.p.m. for 30 min at 4°C and protein
concentrations were determined by the method of Bradford
(1976), using bovine serum albumin as the standard. PA-CoA
ligase activity was followed by measuring the rate of forma-
tion of phenylacetylhydroxamate in the presence of cell-free
extracts, ATP, Coenzyme A, PAA and neutral hydroxylamine
as previously described (Martinez-Blanco et al., 1990). The
extinction coefficient of phenylacetylhydroxamate under
these conditions is 0.9 mM~" cm™'. One unit of enzyme activ-
ity is defined as the catalytic activity leading to the formation
of 1 nmol of phenylacetylhydroxamate in 1 min. Specific
activity is given as units per mg of protein.

Quantitative RT-PCR

Pseudomonas sp. strain Y2T2 paaF::Km was cultured in
M9 minimal medium with 1% glycerol alone, or 1% glycerol
containing either 0.2% PAA or styrene supplied in the
gaseous phase and cells were harvested at 0.8 units of
ODegoo. RNA isolation, cDNA synthesis and RT-PCR condi-
tions were as previously described (del Peso-Santos et al.,
2006). Transcript levels of paaD mRNA were determined
using primers QpaaD(F) and QpaaD(R) (Table S1) specific
for the paaD gene and the results were normalized to those
obtained using primers QTcR2(F) and QTcR2(R) specific for
the control household tetA gene. For quantification, standard
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curves of cDNA dilutions (1:10-1:10 000) were made in
duplicate for each primer pair. Relative quantification of
gene expression was calculated using the Standard Curve
Method as described in the user bulletin of ABI PRISM
7700 sequence detection system (Applied Biosystems).

Primer extension

Pseudomonas sp. strain Y2 cells were grown in minimal M9
medium in the presence of styrene in the gaseous phase until
cultures had reached an ODsy of about 1.0. E. coli CC118
Apir[pUE14] and CC118 Apir[pKNG101] cells were grown on
M9 media containing 1% glycerol until an ODsy of 0.58 and
0.4 was reached respectively. Cultures were then exposed to
styrene in the gaseous phase and cells harvested at ODgq, Of
0.85 for CC118 Apir [pUE14] and 0.7 for CC118 Apir
[PKNG101]. Total RNA from the different cells was isolated
using the RNA protect and RNeasy Bacterial Reagent Kits
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. RNA
was then treated for 15 min at 37°C with DNase | and the
reactions were stopped by addition of 0.5 M EDTA. After
phenol-chloroform extraction, the samples were precipitated
and washed with 70% ethanol, dried and re-suspended in
RNase-free water. Primer extension reactions (16 ul) were
carried out with the indicated amounts of RNA, 30 units of
Reverse Transcriptase AMV (Roche) and 2 pmol of primer
pe-150 in the buffer provided with the enzyme. Sequencing
reactions of pTE-PF2 were performed with the same primer
using the Sequenase 2.0 Kit (USB) and [0®-P]-dATP
(250 uCi, Amersham) as indicated by the manufacturer. Prod-
ucts were analysed on 6% polyacrylamide-urea gels and
exposed to Hyperfilm MP (Amersham).

Purified proteins

The MBP-PaaX1 and His-StyR, which has six consecutive
His residues at its N-terminal end, were purified as previously
described (del Peso-Santos et al., 2006). P. putida KT2440
(Bagdasarian et al., 1981) 6’°-RNA polymerase was purified
essentially as described for the E. coli holoenzyme (Hager
etal, 1990) and was a gift from L. Bernardo (Umea
University). His-StyR was phosphorylated just prior to use by
incubation at 28°C for 45 min in phosphorylation buffer
[43 mM Tris-acetate pH 8.0, 30 mM potassium acetate, 8 mM
MgCl,, 27 mM ammonium acetate, 1 mM DTT, 80 mM KClI,
10% (v/v) glycerol and 4% (v/v) polyethylenglycol] supple-
mented with 20 mM acetylphosphate.

Double-stranded DNA probes

Double-stranded DNA probes were generated by PCR ampli-
fication as follows. The 225 bp E1B1 and the 154 bp E2B1
probes were generated using primers E1 and B1, or E1 and
B2, respectively, and plasmid pISm7.0R as template. The
298 bp F2 and F2S probes were obtained using primers
PF2-5 and F2B(2) and plasmids harbouring the wild-type
Ppaar2 promoter region or the STY4 mutant variant. The dif-
ferent DNA probes were digested BamHI and/or EcoRI and
the purified fragments were labelled by Klenow fragment
DNA polymerase fill-in of 5overhangs with [0®-P]-dATP

(250 uCi, Amersham) and cold deoxynucleoside triphos-
phates. Unincorporated radioisotopes were removed using
Micro Bio Spin P30 columns (Bio-Rad).

EMSA and DNase | footprinting assay

Assays were performed essentially as previously described
(del Peso-Santos et al., 2006). In brief, for EMSA, radiola-
belled DNA fragments were diluted to a final concentration of
0.1 nM in 9 pl of a buffer containing 20 mM Tris-HCI pH 8.0,
5% glycerol, 2mM EDTA, 30 mM KCI, 5mM MgCl,,
100 ug mI™" salmon sperm DNA, 100 ug mI™" bovine serum
albumin, and the indicated amount of purified protein. The
binding reaction mixtures were incubated for 20 min at 30°C
for phosphorylated His-StyR or 20°C in the case of MBP-
PaaX1. Complexes were analysed by electrophoresis in 10%
polyacrylamide gels (for EMSA performed with His-StyR) or
5% polyacrylamide gels (for EMSA performed with MBP-
PaaX1) buffered with 45 mM Tris-borate/1 mM EDTA. The
gels were dried onto Whatman 3MM filter paper and exposed
to Hyperfilm MP (Amersham Biosciences).

In vitro transcription assays

Assays were performed with CsCl gradient prepared super-
coiled DNA templates that had been extensively dialysed and
clarified through Micro Bio-Spin P30 (Bio-Rad) columns to
remove trace CsCl. Reactions (20 ul final volume) were per-
formed at 30°C in acetate buffer containing 35 mM Tris-
acetate, pH 7.9, 70 mM KAc, 5 mM MgAc,, 20 mM NH,Ac,
1 mM DTT and 0.2 mg ml™' bovine serum albumin. P. putida
67°-RNA polymerase (25 nM), the different templates (10 nM
pTE-E1B1 or pTE-PF2), and the indicated amounts of
phosphorylated His-StyR and/or MBP—-PaaX1 were mixed
and incubated for 20 min at 30°C to allow open complex
formation. Similar experiments with either no StyR or unphos-
phorylated His-StyR were used as controls. Multiple-round
transcription was initiated by adding a mixture of 500 uM ATP,
200 uM GTP, 200 uM CTP, 80 uM UTP and 5 puCi of [a-*2P]-
UTP (> 3000 Ci mmol™'; Amersham Biosciences). After
10 min of incubation at 30°C, reinitiation was prevented by
the addition of heparin (0.1 mg ml™'), and 8 min later the
reactions were terminated by adding 5 pl of stop per loading,
buffer (150 mM EDTA, 1.05 M NaCl, 14 M urea, 10% glyc-
erol, 0.037% xylene cyanol, 0.037% bromophenol blue).
Transcripts were analysed on 7 M urea—4.5% polyacrylamide
gels and quantified using an Amersham Biosciences
phosphorimager. Transcript production was normalized to the
production of the RNA-1 transcript common to the two plas-
mids compared.
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