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CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS ADENIL CICLASAS DE
Rhizobium etli

RESUMEN
Las bacterias de la familla Rhizobiaceae son capaces de reducir el nitréogeno

atmosférico durante una relacion simbidtica con plantas leguminosas. En esta
compleja Interaccién. el patréon de la expresion génica en ambos organismos sufre
camblios drasticos. La naturaleza de las senales involucradas con este proceso
diferencial de la expresion génica no han sido aclaradas. En otras bacterias Gram
negativas como E. coli, €l AMPc y su proteina receptora (CRP). formnan parte de un
sistema multigénico de regulacién, el cual tiene por funcién regular la
transcripcién de un amplio namero de operones involucrados con numerosas
funciones celulares, como la regulacién de la represion catabdlica. En algunas
especies de Rhizobium, €l AMPc se ha implicado en el control de funciones celulares
tales como: represion catabélica. regulacion de la asimilacion de amonio durante la
simbiosis. regulacion del metabolismo de hidrégeno. ete. Sin embargo, la carencia
de cepas de Rhizobium deficientes en la sintesis de AMPc ha impedido discernir en
forma precisa el papel del nucleétido en estas bacterias. La adenil ciclasa, producto
del gen cya es la enzima encargada de sintetizar el AMPc. En el presente trabajo
presentamos la clonacién de tres distintos genes cya de R. etli por medio de la
completmentacién de una cepa mutante de E. coli cya” con ADN procedente de un
banco gendémico de la cepa CE3. Inicialmente se aislaron cuatro césmidos que
permiten el crecimiento de la mutante en lactosa. No obstante que los cuatro
cosmidos (pTS934., pTS933, pTS1179 y pTS1190) presentaron patrones de
restriccion distintos, experimentos de hibridacién permitieron determinar que los
cosmidos pTS933 y pTS1190 estan sobrelapados. ya que comparten al menos dos
fragmentos EcoRI de 2 y 1.2 kb. A partir de estos cosrnidos se delimitaron las
clonas pE2, p33.10 y pSX3.7, que contienen fragmentos EcoRI de 2, Sall de 2.8 y
Smal/Xhol de 3.7 kb, respectivamente. Estas clonas le confieren a la mutante la
capacidad de crecer en lactosa, ser moéviles y recuperar la sensibilidad a fosfomicina
y serina. Las cepas complementadas fueron capaces de sintetizar y acumular AMPc.
La secuencia de la clona pE2 permitié identificar un marco de lectura abierto que
codifica una proteina de 364 residuos de aminoacidos que tiene una similitud del
74% y una identidad del 549% con el gen cya2 de R. melilott. ademas de presentar
firmas descritas en otras adenil ciclasas. La insercion de un casette Km-lacZ en la
clona pEZ2, permitié la generacién de una mutante cya- de R. erli. Esta mutante no
presentd diferencias con la cepa silvestre en los fecnotipos analizados. Estos
resultados indican que la adenil ciclasa codificada en la clona pE2 no es esencial

para el crecimiento de R. etli en vida lbre.
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INTRODUCCION
LAS ADENIL CICLASAS y EL AMPc

Las adenil ciclasas son las enztmas que sintetizan el AMPc (adenosin 3°.5-
monofosfato ciclico). El AMPc es una molécula que tiene un papel universal en la
regulaciéon de importantes procesos btologicos. Se le ha descrito tanto en
procariontes como en eucariontes, y sélo en plantas y arqueobacterias su
existencia permanece en discuston. En bacterias, el AMPc participa en la
regulacién de diversos procesos celulares via CRP (proteina receptora del AMPc). En
eucarfontes, el AMPc funciona como un segundo mensajero que media la respuesta
celular a estimulos ambientales como las hormonas. Distintos receptores de
hormonas se encuentran acoplados a las adenil ciclasas a través de proteinas G.
Las adenil ciclasas incrementan los niveles intracelulares de AMPc luego de ser
activadas por las proteinas G. El AMPc activa a proteincinasas generalmente
constituidas por tetrameros de dos subunidades regulatorias, capaces de unir
AMPc, y de dos subunidades cataliticas. La unién del AMPc a las subunidades
reguladoras induce la disociaciéon de la holoenzima. y libera las subunidades
cataliticas activas. las cuales, via fosforilacién de proteinas especificas. actuan
como efectores de actividades enzimadaticas y en la expresion de genes.

La importancia del AMPc y su amplia distribucién dentro de la escala
evolutiva ha centrado el interés de muchos investigadores al estudio de las adenil
ciclasas (AC). La AC sintetiza el AMPc en una reaccion que utiliza ATP como
substrato. Esta reaccidén introduce un enlace fosfodiester entre los extremos 3'y 5°
del aziucar del nucledtido. La degradacion del AMPc corre a cargo de una enzima
fosfodiesterasa de AMPc, que rompe el enlace fosfodiester para producir adenosina
5"-monofosfato (AMP). En la célula los niveles del AMPc estan regulados por la
actividad de ambas enzimas y por su excrecién al medio. En Escherichia coli, la
sintesis, ain mas que la degradacién, es el factor determinante en la concentracién
intracelular del AMPc (Magasanik y Neidhardt, 1987).

Son escasos los reportes que describen aspectos estructurales de las AC.
principalmente porque se sintetizan a muy baja concentracién y son muy
tnestables durante su purificaciéon. Sin embargo. ha sido posible clonar y
secuenciar el gene cya que codifica para la AC en distintos organismos. desde
bacterias hasta vertebrados superiores. A partir de la secuencia proteica deducida
se han logrado identificar caracteristicas fimportantes de esta familia de proteinas.
Danchin (1993 A) clasifica las distintas AC descritas en tres clases de acuerdo a
caractcristicas comunes presentes en la secuencia proteica: la clase I la forman
enzimas relacionadas con las AC entcrobacterianas, la clase Il la componen las AC
toxicas aisladas de bacterias patdgenas: y la clase lil se encuentra constituida por

ciclasas de eucariontes y de algunos procariontes.
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Clase 1. Las AC enterobacterianas

Las enzimas de la clase I son proteinas presentes en bacterias Gram
negativas, como E. coll, Sal Ua thyph rium, Erwinia chrysanthemi, Yersinia
intermedia. Yersinia pestis, Pasteurella multoctda., Aereomonas hydrophila y
Haemophilus tnfluenzae (Tabla 1). Estas proteinas estian representadas tipicamente
por la AC de E. coli. la cual consta de 848 residuos de aminoacidos, tiene un punto
isoeléctrico de 6.1, y es rica en residuos de cisteina e histidina. Estas proteinas
presentan dos dominios funcionales, el dominio catalitico ubicado en el extremo
amino terminal. y ¢l dominio regulatorio ubicado en el extremo carboxilo terminal.
el cual se regula por la proteina membranal 1lIGIc, componente del sistema de la
fosfotransferasa de azucares (PTS). El anailisis de prediccién de estructuras
secundarias muestra que los primeros 395 residuos de aminodcidos, que
corresponden al dominio catalitico. presentan un 42 %6 de a-hélices, mientras que
el resto de la molécula sdlo presenta un 19 % de a-hélices. El perfil de hidropatia
no revela caracteristicas tipicas de proteinas de membrana (Danchin, 1993 A).

Por otra parte, mientras que los genes enterobacterianos conservan
caracteristicas idénticas a las descritas para el gen de E. coli, como lo son: un
atipico codén de inicio (TTG). dos promotores en la region reguladora. un motivo
conservado de 18 nucleotidos que sobrelapa con el sitio de unién a ribosoma y que
podria estar involucrado en algan proceso de control traduccional, asi como los
genes corriente arriba y abajo (hemC y cyaY, respectivamente). Los genes de P.
multocida, A. hydrophila y H. influenzae, presentan diferencias en lo referente al
entorno genético y carecen del motivo de 18 nucleotidos. Estos datos indican que
la regulacién de la actividad enzimidtica de esta clase de enzimas esta conservada
en las bacterias entéricas. mientras que la expresion de los genes cya podria ser
diferente en las distintas bacterias (Danchin, 1993 A).

Clase II. Las AC toxinas
La clase Il la componen las AC de las bacterias patégenas Bortedella

pertussis, B. bronchiseptica y Bacillus anthracis (Tabla 1). En estos organismos la AC
son toxinas que contienen un dominio catalitico activable por calmodulina (CaM),
proteina presente sé6lo en eucariontes (Lepla. 1982: Goldhammer y Wolff, 1982).
Estas bacterias excretan la toxina que posteriormente se introduce en el hospedero
eucarionte. Una vez dentro, el dominio catalitico de la AC se activa por CaM y
aumenta los niveles de AMPc, lo cual desajusta distintos procesos celulares
(Hanski y Forfel, 1985; Weis y Hewlett, 1986).

El gen cyaA de B. pertussis codifica una proteina de 1706 residuos de
aminoacidos con un peso aproximado de 200 kD. Los primeros 400 residuos de
aminoacidos del amino terminal contienen la actividad de ciclasa dependiente de
CaM, mientras que el resto de la molécula contiene el dominio responsable de la
actividad hemolitica de la toxina, razén por la cual a esta proteina se la ha dado el
nombre de ciclolisina (AC-Hly) (Glaser et al.. 1988). Se desconoce el mecanismo
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mediante €l cual la AC-Hly se introduce en el hospedero, sin embargo. se crec que
existe algun receptor en la membrana de la celula eucarionte que permite el
transporte de la toxina. El gen cyaA de B. bronchiseptica codifica una proteina de
1705 residuos de amlnoécldos que tiene un 98 % de identidad con la AC-Hly de B.
pertussis. Amb denil ¢ cor van dc idénticos para la actividad AC.
unién a CaM. y unién a Ca2+ (Betsou et al.. 1995).

El gen cya de B. anthracis. que codifica la toxina conocida como factor de
edema (EF). se encuentra en un plasmido junto con los genes que codifican para la
toxina llamada factor letal (LF) y la proteina acarreadora “antigeno protector™ (PA).
PA es una proteina extracelular de 83 kD que se requiere para la internalizaciéon de
EF y LF en la célula hospedera. se piensa que PA se une a receptor de membrana en
la superficie de la célula ecucarionte y que posteriormente contacta a LF o EF
formando un complejo que es internalizado por endocitosis. La AC de B. anthracis
es una proteina de 800 residuos de aminoacidos con un punto isoeléctrico de 5.9 y
un peso aproximado de 89 kD que muestra tres segmentos detinidos. El primero,
iniciando por la region amino terminal. es un péptido senal. que permite la
excrecion de la proteina:; el segundo corresponde al dominio de unién a PA, y en el
tercero. ubicado al centro del péptido, se encuentra el dominio responsable de la
actividad de AC. finalmente, en el extrermo carboxilo terminal se encuentra una
regién de funcién desconocida (Tlppctts ¥ Robertson. 1988: Danchin, 1993 A}.

Cilase III. Las Cicl Und

La clase Ill, también conocida como la clase “Universal®, esta constituida por
adenil y guanil ciclasas de procariontes y eucariontes. Desde un punto de vista
estructural se han descrito dos grupos principales de guanil ciclasas (GC). El
primer grupo lo constituyen proteinas multiméricas transmembranales que
presentan tres dominios: un dominio con actividad de cinasa. un dominio
catalitico y un dominio receptor de péptidos natriuréticos (péptidos de tamano
variable, entre 28 y 152 residuos de aminoacidos. que funcionan como hormonas
en organismos superiores y cuyo papel se vincula a la regulacion de fluidos
corporales). El segundo grupo lo forman enzimas heterodiméricas citoplasmaticas
que contienen dos subunidades de 78 y 82 kD, cada una posee un dominio
catalitico carboxilo terminal y un grupo prostético hemo. En el caso de las AC se
han descrito dos grupos principales, clasificados en base a su composicion
estructural. El primer grupo lo forman proteinas que presentan duplicaciones del
dominio catalitico en el mismo péptido acoplado a varios segmentos
transmembranales, tal es el caso de algunas ciclasas de mamiferos: el scegundo
grupo lo constituyen proteinas que prescntan un unico dominio catalitico en el
extremo carboxilo terminal fusionado a una variedad de diferentes dominios como
es el caso de la enzima de Saccharomyces cercuvisiae (Danchin 1993 A: Barzu y
Danchin. 1994).




En el caso de las adenil ciclasas de origen bacteriano, se han clonado y
secuenciado los genes codtficantes en Anabaena ciindrica, Anabaena sp..
bacteriurmn liqueft . Spirulina platensis, Streptomyces coelicolor, Stigmatella

te en S. auwrantiaca y R. melilotl se

car Bhivob o, Exces
han descrito dos AC pertenccientes a la clase Il y codificadas por genes distintos.
mientras que de la cepa PCC7120 de Anabaena sp. se han aislado cinco AC

distintas que también pertenecen a clase HI fTabla 1).

Tabla 1: Adenil Ciclasas Bacterianas
Gen Clase Tamano en aa Referencias

Esapecie
Escherichia colt cua 1 848 Roy y Danchin (1982}
thyphimurium cya I 419 Wang et al (1981)
Erwtria chysanthemy cya 1 a51 Danchin y Lenzen (1988)
Yersinia intermedia cya 1 848 Glaser et al*
Yersinia pestis cya 1 850 Glaser et al®
Pasteureila multocida cya I 838 Mock et al (1991)
Heamophitlus influenzae cya 1 843 Dorocicz et al {1993)
Aereomonas hydriphtla cya 1 843 Trotot et at*
Bacllus antluacis cya pis 800 Escuyer et al (1988)
ella Sis cyaA 1 1.706 Glaser et al (1988)
Bordetella cyaA n 1,705 Betsou et al (1995)
Rhizobiwrn meliloti cyal m 193 Kiely y O'Gara (1983)
cya2 m 363 Archdeacon et al (1995)
Anabaena cilindrica cuya m 502 Katayama et al (1995)
Anabaena sp. cyaA m 735 Katayama y Ohmori (1997)
cyaB1 1 839 Katavama y Ohmori (1997}
cyaB2 m 860 Katayama y Ohmon (1997)
cyacC m 1.115 Katayama y Ohmort (1997)
cyaD m 546 Katayama y Ohmonr {1997)
Br tum Liqu 1S cya ur 403 Peters et al (1991)
Splndinag platensis cyaA " 494 Yashiro et al (1996)
Streptormnyces coelicolor cya ur 381 Danchin et al (1993B)
Stgmatella aurantiaca cyan m 212 Lubochinsky et al*
cyad m 202 Lubochinsky et al*

* sin publicar

Evolucién de las adenil

Como se ha descrito anteriormente,
heterogénea de proteinas multidominios agrupadas en tres clases perfectamente
definidas por su caracteristicas cataliticas. Sin embargo. dentro de cada clase
existe una gama de dominios asociados-al segmento catalitico. que posiblemente
ejercen diferentes actividades reguladoras. Lo anterior ha llevado a postular que
evolutivamente las adentl ciclasas son un claro ¢jemplo de la construccién modular
de protcinas (Danchin. 1993 A; Barzu y Danchin, 1994).

Dentro de las adenil ciclasas, sin duda las enzimas de la clase I son las
proteinas que tienen mayor similitud en cuanto a organizacién estructural y
secuencia. mostrando en el peor de los casos un 55 % de similitud a nivel de
aminodacidos. A nivel de ADN los cambios ocurren principalmente en la tercera
posicién de los codones, predominando las transversiones sobre las transiciones.

S5

las AC constituyen una familia
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La comparacién de Jas secuencias de aminoacidos de los dominjos cataliticos
contra las secuencias rcportadu en los bancos de datos no revela similitudes
descrita. Unicamente se detecta una similftud

significativas con al
escasa con la subunidad alfa de ATPasas y en sus primeros 112 residuos se parecen
tei que pirofosfato (como tRNA sintetasas). Estas

liger: te a pr

similaridades son insuficientes para proponer que las adenil ciclasas de esta clase
tiene su origen en las proteinas que unen ATP. Danchin (1993 A} empled la
secuencia del dominio catalitico de las enzimas de E. coll. S. thyphimurium, E.
chrysanthemt, Y. intermedia, Y. pestis. y P. multocida para generar un arbol
filogenético (Figura 1). L.as AC de E. coli y S. thyphimurium se encuentran en el
mismo grupo, al fgual que las proteinas de las dos especies de Yersinia. La enzima

de E. chrysarnthemt es claramente distinta a ambos grupos al igual que la proteina
de P. multocida. que es sin duda la mas distante de la clase. Las relaciones
filogenéticas generadas coinciden con la filogenia propuesta por los taxénomos.,

para el grupo de las enterobacterias.
P. multocida

N
n
E. chry themi
S, Y. p i
Y. intermedia
typhimurium

E S.
E. coli

Figura 1: Arbol filogenético de las adenil ciclasas de la clase I (Tomado de Danchin. 1993 A}

En el caso de las AC de la clase II. se han descrito unicamernte tres proteinas
provenientes de las bacterias patdégenas B. anthracts (Gram positiva). B. pertussis. y
B. bronchiseptica (ambas Gram negativas). Un rasgo caracteristico de estas enzimas
es que se activan por CaM, proteina tipicamente eucarionte. Esta dependencia por
CaM las hace muy interesantes ya que podria sugerirse que las AC de la clase II
ticnen un origen eucarionte (Danchin. 1993 A). Desafortunadamente. y pese a que
se han descrito numerosas proteinas eucariontas dependientes de CaM. se conoce
muy poco acerca del mecanismo de activacién por esta proteina. Por otra parte. no
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obstante que las AC de B. antlvacis y de B. pertussis no presentan gran similitud a
To largo de todo el péptido, la comparacién de las regiones cataliticas de ambas
enzimas permitié la identificacion de cuatro regiones conservadas que
aparentemente estan involucradas con la catalisis y la activacién por calmodulina.
La primera regién tiene una secuencia similar a la encontrada en estructuras de
tallos y asas tipica de proteinas que unen ATP o GTP y se les involucra con la
unién del nuclestido. La segunda region, tiene similitud con la region catalitica de
las enzimas 6-fosfofructocinasas. Las otras dos regiones conservadas no muestran
similftud significativa con alguna proteina descrita (Danchin, 1993 A).

Sin duda. las enzimas de la clase III conforman el grupo mas diverso dentro
de la familia de las adenil ciclasas. La clase universal incluye a las AC y GC
cucarfontas y a las AC procariontas. Tal como ocurre en las cicl de las cl 1
y II, el dominio catalitico de estas enzimas se encuentra asociado a diversos
dominios que presentan distintas funciones. Sin embargo, la comparacién de los
dominios cataliticos ha permitido 1la identificacion de al menos cuatro secuencias
especificas para esta clase de enzimas. Estos motivos estan probablemente
involucrados con la reaccién de ciclizaciédn mas que con la discriminacién del
substrato (ATP o GTP) ya Qque estos motivos se conservan en las adenlil y guanil
ciclasas. Beuve y Danchin (1992) demostraron que mutaciones puntuales que
abaten la sintesis de AMPc en una de las adenil ciclasas de R. meliloti le confieren
la capacidad de sintetizar GMPc. La mutacién no sélo permitio identificar
secuencias involucradas en la’ actividad catalitica, si no que también evidencido
c6mo es que una AC puede generar una GC. Ambos tipos de enzimas comparten
como caracteristica comun el poseer un dominio catalitico tinico ubicado en la
regién carboxtlo terminal. Danchin propone, basado en estas evidencias. que
ambas proteinas podrian haberse originado de un ancestro comun que presentaba
actividad de ciclasa de nuclectidos purinicos trifosfatados. Asi mismo. sugiere gue
probablemente existié6 una proteina ciclasa con actividad dual que sintetizaba
tanto AMPc como GMPc y que precede a la separacion de Eubacterias y
Eucarfontes. Lo anterior conduce a pensar que originalmente la funcién del AMPc
podria diferir del papel actual de segundo mensajero.

Aun resulta controversial el establecer relaciones fllogenéticas entre las
distintas clases de adenil ciclasas, alternativamente puede proponerse gque no
existe ninguna relacién filogenética dentro de esta familia de proteinas y que se
trata de un caso particular de evolucién convergente. en el cual las distintas clases
de AC se originaron independientemente. Los datos de cristalografia de las AC,
aunado a la determinacién de un mayor numero de secuencias de genes cya en
distintas bacterias, permitira establecer filogenias convincentes (Danchin, 1993 A).




EL AMPc EN BACTERIAS ENTERICAS
La Red de Regulacién Global AMPc-CRP

Muchas actividades bacterianas involucran la participacién coordinada de
gran cantidad de operones, los cuales estdn organizados en sisternas multigénicos
de regulaciéon denominados “Redes de Regulacion Global™ o "Redes Reguladoras™.
En algunos sistemas de este tipo, la regulaciéon de la expresion génica de los
distintos operones controlados es llevada a cabo por una proteina reguladora
comun (activador o represor). Usualmente las proteinas reguladoras interactuan
directamente con el ADN en secuencias particulares comunes a todos los operones
miembros de la red para llevar a cabo su funcién, activadora o represora segln sca
el caso. A este conjunto de operones regulados coordinadamente se les ha dado el
nombre de "Regulén”™. En otros sistemas la red esta definida por un factor sigma
alternativo que reprograma a la ARN polimerasa para que reconozca unicamente
los promotores de los operones miembros de la red. En algunos otros casos se
involucra tanto la participacion de proteinas reguladoras como de factores sigma.
Comunmente. los operones de un regulén codifican para distintas proteinas cuyas
funciones estan relacionadas y pueden expresarse coordinadamente bajo
circunstancias particulares dadas por cambios en el ambiente.

Entre las redes de regulacion global involucradas en la respuesta de bacterias
entéricas a la limitacion de carbono se encuentra la red AMPc-CRP. cuyos
elementos como lo indica su nombre son: el AMPc, el cual funciona como senal
metabdlica; la proteina CRP (proteina receptora del AMPc), también Ilamada CAP
(proteina activadora del catabolismo), o CGA (activador de genes catabdlicos) que
lleva a cabo la actividad reguladora. Los operones sometidos a este tipo de
regulacién suelen ser., aunque no siempre, operones involucrados en la utilizacién
de fuentes secundarias de carbono y poseen en su region reguladora una secuencia
nucleotidica comun para el reconocimiento y unién de CRP. En E. coll esta red es
en parte responsable del fenémeno conocido como “"Represion Catabdlica™ que
aunado a otros fenémenos como la "Represion Transitoria”™ y la “Exclusién
Inducida™ conforman el llamado “Efecto Glucosa™. El efecto glucosa describe la
accién inhibitoria que ejerce el metabolismo de la glucosa sobre el catabolismo de
fuentes secundarias de carbono. Por medio de este efecto la bacteria asegura la
prioridad de Ja glucosa como fuente principal de carbono y energia. En la represion
transitoria se observa una severa inhibicién de la sintesis de enzimas catabdlicas
inducibles, ante la adicién de glucosa a un cultivo de bacterias que crece en una
fuente de carbono secundaria. En la exclusién inducida. la presencia de glucosa
impide la entrada de otros azuicares a la bactertia. al Inactivar sus permeasas

(Magasanik y Neidhardt. 1987).
El complejo AMPc-CRP

La proteina CRP se descubrié a principios de los 70°s (Emmer et al., 1970;
Zubay et al, 1970; Anderson et al., 1971). sin embargo, es hasta inicios de los 80's
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que fue posible clonar y secuenciar a crp. el gen codificador en E. coli {Asba et al.,
1982). La cristalografia de rayos X determiné que CRP es una proteina
homodimeérica constituida por subunidades de 209 residuos de aminoacidos, con
un peso aproximado de 23,619 D (McKay et al., 1982;: Weber et al., 1987).

Cada subuntdad p dos d >s. El dominio amino terminal,
constituido por los residuos 1 al 135. contiene tres o hélices y 8 hojas B plegadas
en las que se encuentra los sitios de unién al AMPc (McKay et al., 1982; Weber et
al., 1987). El domtnio carboxilo terminal incluye lo residuos 136 a 209 y se
constituye principalmente por tres a hélices y 4 hojas B-plegada. En este dominio
se encuentra e] motivo hélice-vuelta-hélice que interacciona especificamente con el
ADN (Steiz et al.. 1982: Schultz et al., 1990).

Cada dimero interacciona con dos moléculas de AMPc, como producto de esta
interaccion se inducen cambifos conformacionales que alteran la orientacion
relativa de ambas subunidades, esto permite que el complejo AMPc-CRP se una al
ADN en secuencias especificas (Kypr y Mrazek, 1985). Actualmente se sabe que la
unién de una molécula de AMPc al dimero es suficiente para incrementar la
especificidad de CRP por el ADN (Fried y Crothers, 1984: Heiduk y Lee, 1989). Los
motivos hélice-vuelta-hélice de cada subunidad del complejo se unen a dos
secuencias simétricas del ADN en dos surcos mayores consecutivos. Los operones
dependientes de CRP presentan estas secuencias especificas a diferentes distancias
corriente arriba del inicio de transcripcion. que varian entre -40 y -200. La
comparaciéon de 26 sitios de union conocidos denota una secuencia consenso
palindréomica de 22 pb (AAATGTGATCTAGATCACATTT). en la cual el motivo TGTGA

esta altamente conservado en todos los sitios examinados (Berg y VonHippel,

1988).
La regulacié ripci 1 mediada por el complejo AMPc-CRP

El complejo AMPc-CRP activa la transcripcion de algunos promotores y
reprime la de otros. Los mecanismos en ambos casos son muy distintos, aunque
generalmente tanto en la activacién como en la represion el nivel de regulacion
esta dado al inicio de la transcripcion. No se conoce otra funcién para el complejo
AMPc-CRP diferente del control de la transcripcion, al menos en E. coli (Adhya y

Gargos, 1982).
Activacién

La activacién transcripcional mediada por el complejo AMPc-CRP puede
realizarse por mecanfismos directos e indirectos. El complcjo AMPc-CRP participa
directarmnente en la activacion transcripcional de aquellos operones que presentan
en su region reguladora sitios de untén a CRP cercanos al fnicio de transcripcion.
Ejemplo de lo antcrior son los promotores galPl, lacP1l, y malTP1, donde el sitio de
unién de CRP se situa en los nucleétidos -41, -65, y -70 corriente arriba del inicio
de la transcripcion, respectivamente. Los tres sitios estan separados del sitio de
unién de la polimerasa por un numero entero de giros helicoidales del ADN. Lo que
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sugiere que CRP debe de encontrarse en una poslclén estereoespecifica con respecto
de la ARN polimerasa. q deb a que tos CRP-ARN polimerasa
stmilares en los tres casos. que son requeridos para la activacién (Collado-Vides et
al., 1991). En estos casos la participacién del complejo AMPc-CRP es suficiente
para activar la transcripctén por la ARN polimerasa. La activacién de aquellos
promotores que presentan el sitio de unién de CRP a mayor distancia corriente
arriba del inicio de transcripcion. generalmente depende de la participacion de CRP
y un segundo regulador, tal es el caso de los promotores de araB. malE. paplL. En
estos casos la participacién de CRP puede considerarse como indirecta {Kolb et al.,
1993). Crothers y Steitz {1992) proponen un modelo para el mecanismo de
activacion directa de los promotores de galPl y lacP1 con base en evidencias corno:
el doblamiento entre 90° y 130°, dependiente de la secuencia de unién de CRP, que
sufre el ADN debido a su interaccién con el complejo AMPc-CRP (Dripps ¥y Wartell,
1987); la existencia de interacciones proteina-proteina entre CRP y la ARN
polimerasa (Pinkney y Hoggett, 1988): y finalmente el doblamiento del ADN
ligeramente mayor de 180° observado en complejos CRP-ARN polimerasa-ADN
(Zinkel y Crothers, 1991). Tal modelo propone que inicialmente la ARN polimerasa
localiza un complejo CRP-ADN e interactiia con éste para formar un complejo .
cerrado. Para esto se requiere que la polimerasa interactie con el ADN corriente
abajo del sitio de unién de CRP, probablemente en la regiéon -10. y que
posteriormente establezca contactos con CRP. Ambas interacciones contribuyen a
que en la region corrtente arriba del sitio de union de CRP se forme una vuelta. El
establecimiento de esta estructura intermediaria es esencial para la formacién del
complejo abierto. La transicion del complejo cerrado al complejo ablerto es asistida
probablemente por interacciones entre la polimerasa y CRP. En el complejo abierto
se observa que la vuelta inicialmente formada se curva de forma tal que atrapa en
su interior a CRP y a la polimerasa. Finalmente, la energia almacenada en el
doblamiento, aunado a la propension del ADN por extenderse., colaboran a
desestabilizar los contactos CRP-ADN y CRP-polimerasa, contribuyendo de esta

manera a que la polimerasa logre escapar del promotor.
Crothers y Steitz (1992) concluyen que CRP activa la transcripeiéon alterando

uno o mas parametros del iniclo de la transcripcion: por ejemplo, al participar en
la captura de la polimerasa, favorece la formacién del complejo cerrado.
Posteriormente, CRP acelera la isomerizactén del complejo cerrado al complejo
abierto. Finalmente, al estimular la tasa de escape de la polimerasa. da paso a la

formacién de un complejo de inicio estable que se acompana de la perdida de la
Kolb y colaboradores (1993) proponen que los distintos

subunidad sigma.

promotores son activados diferencialmente por CRP, es decir, que en ciertos casos
CRP altera preferentemente algunos parametros del inicio de transcripciéon que
otros. dependiendo de la arquitectura global de la regiéon promotora y de la
distancia entre su sitio de unién al ADN y el inicio de transcripcion del gen. De
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esta forma se propone que CRP colabora en Ra captura de la polimerasa. al
favorecer preferer 1a for 161t del complesjo carado en aquellos promotores
que presentan su sitio de union centrado en -4l « -65, mas que en aquellos casos
en que CRP se une en -70.

En la activacion indirecta el complejo AMPc—CRP coopera con otras proteinas
reguladoras en la activacion de la expresion de ciertos genes. Un ejemplo de este
tipo de activacién se presenta en la expresion del meguléon malen E. coli. El regulén
incluye al menos S operones (malS. malZ. malPR. rnalEFG, malK, LamB v malM). los
cuales codifican para proteinas requeridas paxa la utilizacién de maltosa y
maltodextrinas como fuentes de carbono. El tramsporte de maltosa involucra al
menos cinco proteinas, MalF, MalG. MalE. MalKk, »v LamB. E! catabolismo de estos
substratos requiecre dos enzimas especificas, la aamilomaltasa y la maltodextrina
fosforilasa, codificadas por los genes mal@ y mealP, respectivamente (Schwarte,
1987). La induccion que ejerce la maltosa sobre Ea transcripcion de los distintos
operones ¢s mediada por la proteina activadoraa MalT. El gen malT. asi como
algunos otros miembros del regulén, dependen tamTxbién de la activacion mediada
por el complejo CRP-AMPc. La cepas mutantesen losgenes cya. crp y malT. son
incapaces de crecer en maltosa, lo que indica qmuie la expresion del reguléon se
controla a nivel transcripcional por los dos actdv-adores. La activacién de los
promotores que pertenecen a los operones malEy s7ealk dependen de CRP y MalT.
Los promotores de malEy malK son divergentes y se= encuentran separados por una
regiéon intergénica de 271 pb en la que se localizan 5 sitios de unién a MalT y tres
sitios de unién a CRP, estos ultimos localizados ematre los sitios 2 y 3 de unién a
MalT. Los sitios 1 y 2 de unién de MalT estan ceercanos al promotor de malE.
mientras que los sitios 3, 4, y 5 se acercan al prromotor de malK. Posterior al
descubrimiento de los sitios 3, 4, y 5. se encontraayon tress sitios mas (de menor
afintdad)., que se sobrelapaban con los anteriores, a Xos que 1lamaron 3", 4°. y 5°. La
presencia del complejo AMPc-CRP, ocupando los tre=s sitios correspondientes, tiene
dos efectos: 1) Incrementa la uniéon de MalT a los sitios | y 2 cercanos al promotor
de malE, y 2) Desplaza las tres proteinas MalT, que= originalmente se encuentran
unidas en los sitios 3, 4, y 5. ubicandolas en los sitios 3,4, y 5°, desde donde son
capaces de activar el promotor del gen malK. En este caso el papel de CRP es la
reubicacién de MalT de un sitio inactivo a un sitic activo (Richet et al., 1991).

Represién
Los mecanismos de represion transcripclon=al mediados por el complejo

AMPc-CRP pueden ser considerados de dos tipos: direectos ¢ indirectos. La represion
directa ocurre cuando los sitios de unioén del compIejo AMPc-CRP se sobrelapan
con los sitios de unién de la ARN polimerasa, interfixiendo de esta forma con la
uniéon de la polimerasa en la regién promotora del ope=rdn en cuestion. Ejemplos de
este tipo de represién se presenta en la expresion deX g&en cya y del operon gal. La
region reguladora del gen cya de E. coli posee tres pxomotores. de los cuales el
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promotor encargado de la expresion del gen (cyaP2) presenta en la region operadora
una secuencia de unién para el complejo AMPc-CRP. Estudios de “fooiprinting”
demostraron que el complejo se une en la region operadora del promotor cubriendo
el ADN entre las posiciones -20 y +11, 10 que impide que la polimerasa logre hacer
contacto con la regién promotora (Roy et al.. 1983). La expresion del operén gatl de
E. coll depende de dos promoiores (galPl y galP2) ambos sufctos al control del
complejo AMPc-CRP; mientras que galPl se activa. el galP2 se reprime. El sitio de
unién del complejo AMPc-CRP en la regiéon reguladora del operon gal sobrelapa con
el galP2 bloqueando de esta manecera el acceso de la polimerasa a la region -35 de
este promotor (Adhya 1987).

La represion indirecta puede realizarse por distintos mecanismos. uno de
ellos se presenta en la regulacion del gen crp en E. coll. La expresion de crp se
autoregula por el complejo AMPc-CRP. La region reguladora del gen posee dos
promotores divergentes y un sitio de unién para CRP en la posiciéon +42 en relacién
con el inicio de transcripcion del ARNm de crp: el complejo AMPc-CRP al unirse a
este sitio activa el promotor divergente. en la cadena opuesta del gen crp,
generando la sintesis de un ARNm antisentido. Aparentemente existe una
competencta entre los dos prormotores por la union de la ARN polimerasa. que ante
la presencia de AMPc y CRP, se favorece la unién de la polimerasa en el promotor
divergente en la cadena contraria al gen crp (Hanamura y Aiba, 1991).

Otro egjemplo de represion efectuada por el AMPc y CRP se presenta en la
expresion de ciertos genes. involucrados con el catabolismo de nucledsidos. cuyos
promotores se regulan negativamente por CytR. Todos lo promotores dependientes
de CytR presentan sitios de union a CRP localizados a 40 pb “upstream™ del inicio
de transcripcién. La transcripcion de estos genes se reprime cooperativamente por
la unién de CRP y CytR en secuencias cercanas a la region promotora. La union de
CRP favorece mediante interacciones proteina-proteina. que el represor directo
CytR se una en la region operadora del gen reprimiendo su transcripcion (Sogaard-
Andersen et al., 1991).

LAS FUNCIONES REGULADAS POR EL AMPc EN BACTERIAS ENTERICAS

Si bien es cierto que al AMPc se le describié inicialmente por su papel en el
control de la represion catabdlica en E. coli, actualmente son cuantiosos los
reportes en que involucran al complejo AMPc-CRP en la regulacion de otros
procesos celulares diferentes (Tabla 2). Cabe mencionar que algunos reportes
acreditan al AMPc papeles Independientes de CRP. por gjemplo: Unden y Guest
{1984) describen que E. coli requiere de AMPc pero no de CRP cuando crecc en
condiciones de anaerobiésis en un medio con glucosa. Observan que mutantes
deficientes en la sintesis de AMPc detiecnen su crecimiento bajo estas condiciones,
mientras que n.utantes defectivas en CRP continuan creciendo. Por otra parte. se
reporta que el AMPc interactia con la proteina DnaA modificandola
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alostéricamente, estimulando su union al origen de replicacién (oriC) y

favoreciendo la repil 2 del genoma de E. coli (Hughes et al.. 1988).
Tabla 2: Funciones reguladas por €l AMPc en E. coll y S. typhtmurium

Genes Funciéon Criterjo

ans8 L-Asparaginasa 11 B.D.F.G

appR Fosfatasa acida D

car Cloranfenicol acctiltransferasa

ccd Deoxicitidina deaminasa v

cidA 1, de N-. 1 D

ctr Receptor de! colicina D

cpdB 2.3 -ciclk AF

crp Proteina receptora del AMPc A.B,C.D.E.F

cup Transporte de carbohidratos

cya Adentil ciclasa A.B.C.D.E. F

dnaA Regul: delar E

exuT de gal D

JadBc Utllizacion de acidos grasos B.F,G
Filamentacién D

JlaAB Sintests de flagelo D

SlaD Sintesis de flagelo D

S Expresion del regulon de la fructosa D

Sur Expresion del regulon para la toma de flerro D . F.G

glpD Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa B.F

aglgC Sintesis de glucogeno E. G

dvA ExpreSIOn de la treonina desaminasa D.F.G

doB ] D

melR Smtcsm del activador de la mel6blosa E.F

pck Expresion de la PEP Carboxila A.B. G

sdh Operén de la sy F

sSpeC Ornitina decarboxilasa B. E

tde Treonina dehidratasa B

tnxAB Pr n de enter A.B.D,F.G

a Genes de transferencia en el plasmido F [o]

(=3 Proteina de la m~inbrana extertor C.D.G

ubiG Sintesis de la ubiquinona A, DG

waa CA Metaboltsmo de galactosidos D
Respuesta al “Heat shock” [
Promotor P4 del pBR322 A.B
Namero de coplas del plasmido P4 B
Formacién del pili D, F
Reducclon del tosulfato A

Esta tabla es una modificacion de la Tabla 1 prescntada por Botsford y Harman (1992).

Criterios: A. Funcion sensible a represion catabolica: B. Funcién afectada por la adicion de AMPc: C.
Cuantificacién de nucledtidos ciclicos; D. Evidencias genéticas apartir de cepas mutantes cya y orp’
E. Evidencias bioquimicas “in vitro®; F. Sittos de unién para CRP presentes en las regiones
promotoras: G, Estudios con fusjones de genes reporteros,

La represién catabédlica

En el termino "Represion catabélica™ originalmente propuesto por Magasantk
{1961) se presuponia que como producto del metabolismo de la glucosa se
producian elevados niveles de intermediarios metabélicos, algunos de cuales
podrian causar alguna represion en la sintesis de enzimas catabdlicas de fuentes
secundarias de carbono en E. coli. Actualmente en distintos grupos de bacterias no
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entéricas se han descrito numerosas proteinas cuya expresién esta sujeta al
fenomeno de la represion catabélica, ejercida por fuentes de carbono diferentes a la
la glucosa. En esta bacterias las funciones sujetas a represiéon catabdélica se
relacionan con diversos fenémenos como la bioluminiscencia, la fotosintesis, la
esporulacion, la motilidad, 1a biosintesis de toxinas y la biosintesis de pigmentos,
etc.

En E. coli. 1a represién catabélica describe la represion permanente de la
sintesis de enzimas catabélicas atin en la presencia de sus inductores apropiados
por efecto del metabolismo de la glucosa. Para activar la sintesis de enzimas que
intervienen en el catabolismo de fuentes secundarias de carbono, se requiere de la
activacién de los promotores pertenecientes a aquellos operones miembros de la red
AMPc-CRP por medio del mecanismo descrito en la seccion “activacion™.

La presencia de glucosa en el medio interfiere en la sintesis de AMPc en
bacterias entéricas de la siguiente manera: como se ha mencionado anteriormente,.
la sintesis del AMPc se lleva a cabo por la enzima AC. mientras que la degradacion
corre a cargo de una fosfodiesterasa de AMPc. La AC es una enzima "que se
encuentra adosada a la membrana y cuya actividad se modula por una segunda
proteina membranal denominada proteina IlIGlc, también conocida como proteina
IIA (producto del gen crr). Tal proteina es componente del sistema de la
fosfotransferasa (PTS) del complejo fosfoenolpiruvato (PEP) y tiene por funcién
introducir glucosa a la célula (Figura 2).

Se han propuesto al menos dos teorias para explicar la activacion de la AC
Por la proteina I1IGlc. La primer teoria propone que durante el transporte de la
glucosa. la proteina IIIGIc fosforilada (I1IGle-P) cede su grupo fosfato a las moléculas
de glucosa entrantes, quedando dicha proteina en un estado desfosforilado. lo cual
trae como consecuencia que la AC se Inactive, debido a que aparentemente la AC se
activa alostéricamente por la proteina 111GleP (Neidhardt et al., 1990). La segunda
teoria propone que tanto la AC como la glucosa se fosforilan diferencialmente por
la proteina IlIGic. En ausencia de glucosa en el medio. la AC tras ser fosforilada se
activa e inicia la sintesis del AMPc. Por otra parte. en presencia de glucosa en el
medio, la proteina IlIGic fosforila preferencialmente al azticar entrante. quedando la
AC desfosforilada e inactiva (Saier. 1989). Sin importar cual sea el mecanismo
existente en la activacién de la AC, la concentracién de glucosa en el medio celular
interfiere determinantemente en la actividad de la enzima y por ende en los niveles
celulares del AMPc. Finalmente, cuando la concentracion de glucosa en el medio es
nula o muy baja. se induce la actividad de la AC. incrementando los niveles de
AMPc celular y la formacion del complejo AMPc-CRP. El complejo AMPc-CRP puede
entonces activar la sintesis de los operones miembros de la red en la presencia de
sus inductores especificos (Sailer. 1989).



Figura 2: Modelo propuesta por Saler (1989) que esquematiza como la glucosa. al interferir en
la sintesis del AMPc, regula indirectamente la expresion de enzimas catabolicas de

fuentes de carbono secundarias (Tomado de Neidhardt et al., 1990).
(A) En presencia de glucosa. la adenil ciclasa se encuentra inactiva. no se sintetiza
AMPc y por lo tanto no hay formacton de complejos AMPc-CRP. lo que impide la

activacion de los operones blanco.
(B) En ausencia de glucosa. la adenil ciclasa sintetiza AMPc, se forman complejos

AMPC-CRP que se unen en sccuencias especificas en el ADN, para activar la
transcripcion de los operones blanco.

Virulencia
Se obtuvieron mutantes cya™ y crp- de S. typhimurium mediante inserciones

del Tn10. Ambas cepas mutantes crecieron mas lentamente que la cepa silvestre y
son completamente avirulentas en células intestinales de ratéon en cultivo. Esto
indica que se requiere del complejo AMPc-CRP para el desarrollo de la virulencia en

esta especie (Curtiss y Kelly, 1987).
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Motitidad

Se ha demostrado que en bacterias entéricas el complejo AMPc-CRP activa la
expresion del operon flaAB y del gen flaD, cuyos productos se encargan de la
sintesis del flagelo. Cepas mutantes deficientes en la sintesis de AMPc o CRP son
inmoviles ya que no forman flagelos (Kutsukake et al.. 1990).

Cuando E. coll crece en condiciones anaerdbicas expresa de novo mas de 50
proteinas especificas, algunas de cllas estan relacionadas con la respiracion
anaerébica y las otras son especificas del metabolismo fermentativo. Se ha
demostrado la participacion del AMPc y CRP en la expresion de algunas de estas
proteinas, por e¢jemplo: la enzima L-asparaginasa II dependiente de FNR también
depende de AMPc y CRP, puesto que mutantes cya” o ¢rp” alteran su expresion

(Russell y Yamazaki, 1978).
Divisién Celular

Distintos reportes proponen que el AMP y CRP intervienen en €l proceso de la
divisién celular en E. coll, ya que se ha visto que la expresiéon de genes vitales
involucrados en este proceso. tales como sfiA. sfiC y fts. requieren del complejo
AMPc-CRP (Holtje y Nanninga, 1984: Kumar et al.. 1981).

Fase Estacionaria
Las bacterias entran en fase estacionaria cuando se encuentran en

condiciones arnbientales adversas. como lo es la limitaciéon de algun nutrimento
esencial. En esta fase las bacterias presentan cambios morfofisiolégicos
relacionados con modificaciones en el patron de la expresion génica. En E. coli la
limitacién de un determinado nutrimento induce una respuesta especifica. Los
sistemas de regulacion involucrados (AMPc/CRP para carbono, NtrB/NtrC/ oS54 para
nitréogeno, y PhoR/PhoB para fésforo), controlan la sintesis de una gran cantidad
de proteinas especificas para cada tipo de deprivacion (Hengge-Aronis. 1993).
Durante la deprivacion de carbono se induce la sintesis de novo de treinta
proteinas con distintos patrones temporales de expresion, algunas de las cuales
han mostrado ser de importancia para la sobrevivencia de la bacteria. Veinte de
estas proteinas estan bajo el control del complejo AMPc-CRP. Los genes que
codifican a estas proteinas se han llamado genes cst. Se piensa que estan
relacionados con la preparacién de la bacteria para escaparse de la deprivacion,
puesto que muchos de estos genes codifican para proteinas catabolicas y
transportadoras de fuentes de carbono (Siegele y Kolter, 1992).

EL AMPc EN BACTERIAS NO ENTERICAS
En 1985 Biville y Guiso presentan evidencias de la existencia de AMPc en
doce diferentes bacterias Gram negativas, algunas de las cuales no son entéricas y
reportan que la regulacion de la concentracion del AMPc en funcién de las
condiciones del crecimiento, es similar a la descrita para E. coll. También, mediante
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el empleo de ensayos radioinmunolégicos, describen la presencia de CRP en
algunas de las bacterias empleadas en su estudio. Por otra parte, pese a que el

AMPc se ha d

ado en una

se ha estudiado a fondo el p

pel del ted

plia variedad de bacterias, con pocas excepciones
ido en los distintos procesos celulares

en loas que se le ha involucrado. Asi mismo, no se ha logrado establecer

categéricamente st es que el AMPc actia en 1S
de estos fendmenos (Tabla 3). Excepcionalmente en bacterias no entéricas como
influenzae y Vibrio fischeri al complejo AMPc-CRP, mas que relacionario

Ho

con CRP en la regulacion

con el fenémeno de la represién catabolica. se ha acreditado su participacién en el
desarrollo de 1a competencia y en la luminiscencia, respectivamente.

Tabla 3: El AMPc en bacterias

Bacteria Funcién Criterio
Satmonella typhtmurium Virulencia A.B,C.D.E.F
Ernwinia chrusantheml Expresion de la pectato Hasa A. B
Chilamyd; Reg del desarrollo B
Klebsleua aemgenes lnducclén del ﬂperén hut B.E
D e nitrogeno y regulacion A.B
de enzimas del ciclo de Kreb:
Serratia v e carbono B.C
Bordetella pertussis Pamgemcidad D
! broct D
Bacillus antracts Pamgcnlcldad D
Legionella pneuwmnophila Desartoltlo celular B
Vibrio spp. y prud de proteasas A.B.C,D
Pseudomonas _fluorescens Produccion de antibiéticos A.B
locycius getatinosus Regulacion de genes fotosintéticos B.C.
Anabaena spp. Formaclon del aparato fotosintético B.C.D
Sb'ep(omyces spp. Esporulacion y sintesis de ceclulosa B.C
Thermomonospora curoala Produccién de cclulosa B.C,
Clostriditm botulinum Esporulacién A.B,.C
Photobacterium spp. Expresion del gen ompH A.B
Sptrutina pl 1d: B,.C.D
Mycoplasma pneumoniae Represion catabolica B
Sintesis de aAcldos grasos B
Nocardia salrnonk:dor Regulacion de 1a isocitrato llasa B.C
Alcaligenes eu.trophk:us E.xpreslon de 1a hidrogenasa B
Art} Mor B.C
Myxobactcnas Formacién de esporas y del cuerpo fructifero B.C
Nostoc mucorum Morfogénests B

Esta tabla cs una modificacién de la Tabla 2 presentada por Botsford y Harman {1992).

Criterios: A. La glucosa reprime la s[ntcsls de enzlmns-

C. Cuantificacion de nuc!

. Funcion afcctada por la adicion de AMPc:
us cya y/o aparentes mutantes

loc!
cya~ y crp E. Evidencias de la expresion de gcnes “in vitro™: F. Sitlos de unidn para CRP presentes en

las regiones promotoras.

Luminiscencia

Cepas mutantes de V. fisheri cya” o crp” producen niveles reducidos de
luminiscencia. Adicionalmente. el analisis de secuencia de la region reguladora del
los genes lux (encargados de la luminiscencia) revelan un posible sitio de union de

CRP,

luminiscencia en esta bacteria (Dunlap, 1989).
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Deaarrolio de Is Competencia
H. influenzae es una bacteria Gram negativa capaz de desarrollar competencia
y ser transformable de manera natural. Mutantes de H. influenzae deficientes en la
de que presentan un

.

sintesis de AMPc o CRP no desarrollan
fenotipo pletotropico en la fermentacion de casbohidratos {Dorocicz, 1993).
el AMPc adicionado de manera-

| ¢

En la ctancbacteria fil S p
exdgena funciona como un factor que estimula la motilidad celular al participar
directamente en la forrmacién de la capa muctlaginosa que permite el deslizamiento

de la bacteria (Ohmori e al.. 1993)
Patogénesis

Algunas bacterias patégenas como B. pertussis, causante de la tosferina, y 8.
anthracis, responsable de la enfermedad conocida como antrax., sintetizan una
adenil ciclasa téxica. La AC es liberada y posteriormente internalizada en las
células hospederas, aumentando indiscriminadamente los niveles de AMPc que
desajustan distintos procesos en las células eucariotas. Mutantes de B. pertussis
en la sintesis de la adenil ciclasa son avirulentas. Por otra parte. no se ha definido
st el AMPc tiene algun papel en la fisiologia de estas bacterias {Danchin, 1993 A).

Fotosintesis

En la bacteria fotosintética Rhodocyclus gelatinosus el AMPc reduce la
cantidad de pigmentos involucrados en la fotosintests, sugiriendo que el nucledtido
participa en la regulacidn de la expresién de genes involucrados con el proceso
fotosintético {(Murray et al. 1988). En la clanobacteria Anabaena cylindrica los
niveles de AMPc se Incrementan notablemente cuando las células crecidas en
condiciones de luz son cambiadas a obscuridad (Ohmort et al., 1988). En otros
reportes se describe como el AMPc interflere con la formacién de aparato

fotoslnteﬂco en Anabaena variabtis (Smith et al., 1981).
is de Celul
Thermomonospora curvata es una bacteria termofila que produce celulasa.
Una mutante sobreproductora de la celulasa produce elevados niveles de AMPe. Por

otra parte. cuando el AMPc se adiciona de forma exdégena a células en cultivo
estimula la produccion de la celulasa, sugiriendo que el AMPc esta involucrado en

1a sintesis de esta enzima (Wood et al., 1984)
Morfogénesis

Bacterias del género Arthrobacter presenta formas circulares cuando crecen
en fase exponencial y cambian su morfologia a bastones al entrar en fase
estacionaria. El AMPc inhibe este cambio de morfologia cuando se adiciona de
forma exégena (Hamilton et al.,, 1977). Concomitantemente, mutantes que no
presentan esta transiciéon de morfologia producen reducidos niveles de AMPc. Tales
evidencias sugieren que el AMPc participa en la regulacion de la morfologia en este

género de bactertas (Hamilton et al, 1978)
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ANTECEDENTES
La Fijaciéa Blolégica de Ni

La fijacion blolégica del nitrogeno es el proceso mediante el cual el nitrégeno
atmosférico es reducido a amonio, por la accion de la enzima nitrogenasa. Sélo
algunas bacterias son capaces de fljar nitrégeno y pueden hacerlo en vida libre
{Klebsiella pneumoniae, Azetobacter) o en simbiosis con plantas (bacterias
Rhizobiaceas). En este ultimo caso, las bacterias reducen el nitrégeno mediante
asocfaciones simbiéticas con plantas leguminosas. Este proceso requiere de la
formacién de estructuras radicales denominadas nédulos en las cuales se albergan
las formas bacteroidales directamente encargadas de la fijacién del nitrégeno.

La Represién Catabélica en Rhizobiaceasi®

En vida libre las distintas especfes de Rhizobium se encuentran confrontadas
con una enorme variedad de fuentes de carbono cuya cantidad y calidad puede ser
un factor limitante para su crecimiento. Dada la disponibilidad de diferentes
fuentes de carbono en el suelo. el control de la represién catabodlica en estas
bacterias es de gran importancia. Existen evidencias de fenémenos similares al de
la represién catabodlica descrito para E. coli en varias especies de Rhizobium. con la
diferencia de que en la mayoria de los casos reportados son los acidos
dicarboxilicos como el succinato. en lugar de la glucosa. los encargados de ejercer
el efecto represor.

Ucker y Signer (1978) reportan por primera vez para una especie de
Rhizobium, la existencia de un fenémeno similar a la represién catabdélica,
demostrando que en R. meliloti el succinato causa una inmediata reduccién en la
actividad de B-galactosidasa cuando se adiciona a células crecidas en lactosa. Arias
¥ colaboradores (1982) reportan que acidos dicarboxilicos, como el succinato y
malato. reprimen e}l catabolismo de la manosa en R. meliloti. Rohm y colaboradores
(1985) demuestran que el succinato reprime la respiracion de fenol de c¢lulas en
vida libre y bacteroides de Bradyrhizobium japonicum. Stowers y Elkan (1985)
describen que el succinato regula los niveles de distintas enzimas catabdlicas de
hexosas pertenecientes a las rutas metabdélicas de ED (Entner-Doudoroff) y EMP
(Embden-Meyerhof-Parnas) en B. Jjaponicum. Las enzimas encargadas de la
utilizacién del formato {(formato deshidrogenasa y RuBP carboxilasa) en B.
Japornicum estan sujetas a represiéon catabodlica por acidos dicarboxilicos, segun
reportes de Simpson (1979) y Manian (1982). En las investigaciones realizadas por
McGetrick (1985 A) se plantea que distintas fuentes de carbono, entre ellas
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, ejercen represiéon sobre Ia
fijacién de COz al reducir la actividad de la enzimma RuBP carboxilasa en R. melilotL
Mandal (1993 A) reporta que las enzimas de las rutas ED y EMP encargadas del

metabolismo de hexosas en R. ciceri son inductbles por la glucosa y estan sujetas a

represion catabélica por el succinato.



AMPFc en Rhizobium
Durante la fljacion de nitrégeno el patrén de la expresion génica en ambos

organismos sufre cambios drasticos. La naturaleza de las sefiales involucradas en
este proceso diferenctal de la expresion génica no estian del todo aclaradas.
Diversos procesos celulares son regulados por el complejo AMPc y CRP en bacterias
Gram necgativas como E. coll. El} AMPc ha sido detectado en algunas especies de
Rhizobtum, tncluso en el estado de bacteroide, implicandolo en €l control de
funciones celulares tales como: la regulacion de la asimilaciéon de amonio durante

1a b la repr bol y la regulaciéon del metaboltsmo de hidréogeno.
Durante la simblosis los bacteroides activan la sintesis de la nitrogenasa. al
is de las 1as encargadas de asimiar el

mismo tiempo que reprimen la sir
amonio. Upchurch y Elkan (1978) proponen que el AMPc intervierne en la

regulacién de la astmilacion de amonio en B. japonicum, ya que la adicién de 1 mM
de AMPc a un medio de cultivo adicionado con NH4Cl, reprime hasta cinco veces la
expresiéon de las tres enzimas involucradas con éste proceso {(glutamino sintetasa,
glutamato sintasa y glutamato deshidrogenasa). Esto indica que el AMPc podria
tener un papel en la simblosis puesto que modula la actividad de las enzimas
involucradas en la asimilacién de amonio (Upchurch y Elikan, 1978).

Por otra parte, se ha reportado que en bacteroides de B. faponicum la AC y la
fosfodiesterasa presentan patrones de actividad temporalmente distintos, es decir,
al cuantificar la actividad de ambas enzimas en el bacteroide. se encontré que la
actividad de la fosfodiesterasa disminuye conforme el nédulo se desarrolla. a la vez
que la actividad de la AC se incrementa. Lo anterior suglere que el AMPc tiene un
papel durante la simbiosis (Catenese et al., 1989).

Lim y Shanmugam (1979) reportan que en B. japonicum algunos
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos. como el malato o el succinato,
reducen la utilizacién de hidrégeno molecular (Hz). Cuando se agrega AMPc a
células creciendo en medios de cultivo con malato como unica fuente de carbono.
se supera la inhibicion ejercida por el malato sobre la toma de Hz2, lo cual indica
que posiblemente el AMPc tiene algan papel en la regulacién del metabolismo del
Hz. En el mismo reporte también se demuestra que las pozas del AMPc Intracelular
varian dependiendo de la fuente de carbono disponible, de forma similar a como
ocurre en E. coli. Los niveles del nucleétido fueron bajos cuando las células se
crecieron en malato, pero altos cuando se crecian en presencia de glutamato.
Posteriormente MacGetrick (1985 A) demuestra que se logra aliviar el efecto
represor del malato sobre la toma de Hz2 incrementando la dosis génica, es decir,
introduciendo una copia extra del gen cya de R. meliloti en su cepa de B._fjaponicum.

Cuando se crece en acetato a R. ciceri la adiciéon de succinato causa represion
sobre la actividad de la fsocitrato llasa, enzima de la ruta del glioxilato. La adicién
de AMPc exdgeno alivia substancialmente la represion ejercida por el succinato

{Mandal y Chakrabartty. 1993 B).
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Las AC en Rhizobium
Mediante la complementaciéon de cepas mutantes dc E. coli cya- se han

logrado clonar los genes que codifican para las adenilatos ciclasas de R. meliloti
(Kiely, 1983 y Archdeacon et al., 1995) y B. japonicuum (Guerinot y Chelm. 1984). En
el caso de R. melilot{, se han descrito dos adenil ciclasas distintas (AC1l y AC2).
codificadas por los genes cyal y cya2. respectivamente, Estas proteinas no
muestran gran similitud entre cllas ni con su homéologa en E. coli. La AC1 de R,
meliloti es una proteinna de 193 residuos de aminoacidos, mientras que la AC2 es
una proteina de 363 residuos de aminoacidos. ambas son significattvamente mas
pequenas que la correspondiente en E. coli, la cual es de 848 residuos de
aminoacidos (Roy y Danchin. 1982}). Por otra parte. mediante experimentos de
hibridacién se comprobé que el gen que codifica para la AC en B. japonicum no
muestra sirnilitud con el gen cya de E. coli.

Los alineamicntos de las secuencias de distintas AC dernostraron.
sorprendentemente, que las proteinas de R melilott son mas parecidas a las adenil y
guanil ciclasas descritas en eucariontes, que a las enterobacterianas (Beauve et al.
1990 y Archdeacon et al, 1995), razdn por la cual se encuentran clasificadas. junto

con las ciclasas de eucariontes y de algunas procariontes, en la clase [II,
La clonacion de los genes cya de R. meliloti y de B. japonicum propicio la

construccion de cepas mutantes cya- en estas bacterias. Tanto la mutante sencilla.
como la doble mutante de R. melilot{ reducen la produccion de AMPc, pero no la
abaten (Boesten et al, 1988 y Archdeacon er al, 1995). Una situacién similar se
presentd en el caso de la mutante cya™ de B. _japonicurt. (Guerinot y Chelm. 1985).
Lo anterior indica que estos organismos poseen mecanismos alternativos para la
sintesis de AMPc. es decir, que posiblemente poseen mas de dos copias del gen cya.
(O"Regan et al.. 1989 y Archdeacon et al., 1995). Por otra parte se desconocen los
mecanismos que regulan la actividad de la AC en rhizobeaceas. Se ha descrito que
aparentemente carecen del sistema de fosfotransferasa (PTS), componente necesario
en Ja regulacion de la actividad de la AC en enterobacterias. Ademas dado el
reducido tamarno de la AC1 de R. melilott, es posible que ésta carezca del dominio

para la regulacion por PTS (Peterkofsky et al., 1993).
El CRP en Rhizobium
Existen evidencias que indican la existencia de CRP en Rhizobium. por

ejemplo, McGetrick (1985 B} demuestra que el operén de la lactosa de origen
entérico puede expresarse tanto en R melllott como en B. faponicuwmn. La expresion
del operén lac se ensayd cuantificando los niveles de B-galactosidasa en cepas
mutantes lac™ de R. melilotl y B. japonicurn crecidas en presencia de IPTG (isopropil-

B-D-tiogalactopiranésido. inductor del operén).
Wang y colaboradores (1993) presentan cvidencias que establecen que el

complejo AMPc-CRP reprime la expresion de dctA de R. meliloti en un sistema
heterslogo en E. coli. DctA es el transportador de acidos dicarboxilicos y forma
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parte del operén DctABD. En este experimento se monitorea la transcripeién del
gen dctA mediante una fusién con dctA-lacZ. La expresion de dctA se induce en Ia
presencia de succinato {como en Rhizobium), pero también ante glucosa y maltosa.,
siendo mayor en presencia de glucosa que con maltosa o succinato. lo que indica
que tal expresion diferencial es dependiente de la fuente de carbono empleada y que
posiblemente el complejo AMPc-CRP juega un papel en la regulacién de la
expresion del promotor de dctA. Para demostrar esta hipétesis se monitored la
expresion de dctA en cepas de E. coli cya™ y en una doble mutante cya- crp”. En
ambos fondos genéticos la expresion fue mayor que en la cepa silvestre. sin
embargo. en la cepa cya* la expresiéon disminuyd ante la adiciéon de AMPc exdgeno.
Estos resultados demuestran que el complecjo AMPc-CRFP tiene un efecto represor
sobre la expresion del promotor de dctA y que este efecto es dependiente del nivel de
AMPc. Posteriormente demuestran in vitro, mediante ensayos de retardo de la
migracién de ADN en un corrimiento electroforético. que el complejo AMPc-CRP se
une directamente a la regiéon promotora del gen dctA y que posiblemente
interacciona con los mismos sitios de unién de DctD. el activador natural del

operon.
El AMPc en Rhizobium etli

Rhizobium etli es la bacteria endosimbiética mas frecuentemente asociada a
raices de frijol aisladas de la region central de México (Martinez et al.. 1985). Son
bacilos Gram negativos aerébicos capaces de crecer en medio minimo
suplementados con acidos dicarboxilicos como Ia mejor fuente de carbono. La cepa
CE3, cepa tipo de ésta especie, se caracteriza por poseer seis plasmidos, cuyos
tamanos varian entre 120 y 750 kb y por la presencia de dos copias de los genes
nYyDK y tres de niF (Segovia ¢t al.. 1993) los cuales codifican para las enzimas
nitrogenasa y nitrogenasa reductasa. repectivaniente,

Mora y colaboradores (1993 A) reportaron que distintas especies de Rhizobium
disminuycn su crecimiento depues de ser subcultivadas en medio minimo, con un
patrén caracteristico de cada especie. R. etli CE3 al ser subcultivada en medio

minimo presenta un metabolismo que asemeja al fermentativo, en ¢l cual. el
simultaneamente se excretan aminoacidos, acidos

contenido de O2 se reduce,
organicos (algunos son intermediarios de ciclo de Krebs) y se acumula poli-B-

hidroxibutirato. El crecimiento de R. etll se mantiene constante cuando se inocula
a baja densidad o cuando se mantiene el O2 al 20 %. De igual manera la adicion de
suplementos al medio minimo como tiamina. biotina o AMPc permiten que R etli
CES3 continue creciendo ininterrumpidamente. Estos datos permiiten suponer que
en R. eili el AMPc podria ser una senal involucrada con el cambio de metabolismo

aerdbico a fermentativo.

Mora y colaboradores {1993 B) describen que en R. etli, ¢l succinato reprime
la utilizacién de glutamina en cultivos crecidos en presencia de ambas fuentes de
carbono, y que la adiciéon de AMPc en este medio de cultivo provoca que la
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en mayor proporcién que el succinato. Asi mimo, Ios niveles

&l sea oxidad
de AMPc lad do se crece a R. etli en medio minimo giutamina fueron

seis vecea mayores que cuando se crece en medio minimo succinato-amontio,
indicando que el AMPc puede ser una senal de deprivacion de carbono en estas

bactertaa.

OBJETIVO
No obstante que el AMPc se ha implicado en el control de diversas funciones
celulares en distintas esp de Rhizob la carencia de mutantes deficientes en

la sintestis de AMPc ha impedido discernir en forma precisa el papel del nuclestido
en estas bacterias. Por cs!a razdn. con la ﬁnalldad de contribuir al esclarecimiento
de la funcién del AMPc en b ias Rh el objetivo del presente trabajo se

circunscribe a la clonacion de los genes cya de R. etli y 1a consecuente generacion
de cepas mutantes.




METODOS

) Pplis ¥y condici de

En la tabla 4 se muesatran los pliamidos y las cepas empleadas en ecste
estudio. La cepas de E. coli se crecieron a 37°C en LB (Apéndice 1); medio minimo
M9 suplementado con la fuente de carbono clegida al 0.2 %6 (p/v) (Apéndice 2); y
agar MacConkey adicionado con la fuente de carbono seleccionada a una
concentraciéon de 1 %6 {(p/v) (Apéndice 3). Las cepas de R. etll se crecieron a 30°C en
PY (Apéndice 4) o medio minimo (Apéndice 5). Cuando fue necesario se utilizaron
los siguientes antibiéticos a las concentraciones indicadas: tetraciclina (Tc) a 10
ug/ml, carbenicilina (Cb) a 100 pug/ml, kanamicina (Km} a 30 ug/ml, estreptomicina
(Sm) a 100 ug/ml, gentamicina (Gm) a 30 ug/ml, espectinomicina (Sp) a 100 ug/ml.
El X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactésido) y el IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido) se usaron a una concentracién de 20 pg/ml. El AMPc se
adicioné en concentraciones finales de 1 mM y la tiamina a 10 ug/ml. Los
siguientes aminoacidos: serina. metionina. glicina y leucina. se adicionaron a la
concentracion final de 1 mM. Los cultivos en medios liquidos se mantuvieron a
30°C en agitacién constante a 200 rpm para R. etliy a 37°C en agitacién constante

a 250 rpm para E. coll
Tabla 4: Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepas y Plasmidos Descripcion Referencia
E. coli
HB101 F-. hsdS20. leuB6. proA2. thy-1. lacYl. Boyer y Roullan-Dussoix (1969}
SupE44. aral4d, galk2, xylS. rpsl20, recA13
DHSa F-. hsdR17, thi-1. gyrA. A (lacZYA-argF). Hanahan (1983}
sSupE44, recAl (oSOdA lacZ M15), relAa
SP8S0 relAl, spoTl. Aleya-1400):kan. thi-1 Shah et al. (1991}
CAB8445-1 relAl, spoTl. Alcrp-45). tht-1 Sauborin y Beckwith (1975)
w3llo Silvestre
R. etli .
CE3 Stlvestre CFN42, SmT Noel et al. (1984)
CcON18 CE3 cya- Este trabajo
CON22 CE3 cya- Este trabajo
Plismidos
pLAFR1 Céamido mobilizable RK2, Ter Friedman et al. (1982)
K Replicén ColE1, Apr Stratagene
pRK2073 Plasmido ayudante, Sp¥ Ditta et al. (1980)
pPWS233 Replicén mobilizable ColEl. GmY, Tcl, sacRB Sclbitschka er al (1993)
pPKOKG Interposdn lacZ- Kimr en pKOK4., Kinf. Cbr Kokotek et al. (1989)
Este trabajo

pSK/frag. EcoRl de 2 kb del césmido pTS933
PSK/frag. EcoRI de 2 kb del c6smido pTS1190 Este trabajo

p193
pl0 pPSK/frag. EcoRl de 10 kb del cosmido pTS934  Este trabajo
PSK/frag. Sall de 3 kb del césmido pTS934 Este trabajo
Este trabajo

p33.10
PSK/frag. Sall de 6 kb del césmido pTS1179
pSK/frag. Sall/Xhol de 3.7 kb del cos. pTS1179 Este trabajo
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Conjugacién bacterians
Se realizé una cruza triparental empleando como cepa receptora la mutante

SP850 (cya’) de E. coliy como donadoras las colonias HB101 de E. coli que albergan
el banco genémico de la cepa CES3 d= R. etll. El banco genémico lo constituyen 1200
césmidos derivados del plasmido plLAFR1 que posecen insertos de una longttud
promedio de 20 kb. El banco tiene representado tres veces cl genoma de la cepa
CES3. Se usd a el pRK2073 como plasmido ayudante.

Las cepas SP850 y HB101! (pPRK2073) se cultivaron durante una noche en 5 ml
de LB. Posterformente se plaquearon conjuntamente 100 pul de cada uno de estos
cultivos en placas de LB sin antibiético. Las 1200 colonias que conforman el banco
genémico se replicaron en estas placas y se incubaron a 37°C durante una noche.
Las transcojugantes se seleccionaron en placas de medio minimo M9 suplementado
con lactosa como unica fuente de carbono v los antibiéticos Km y Tc.

Prep ién de célul por Clorurc de Calcio

Las cepas de interés se crecferon en 10 mi de LB en agitacion a 37°C durante
una noche. Posteriormente. 1 ml de cada cultivo se inoculé en 100 ml de LB y se
crecid en agitaciéon a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una denstdad éptica de 0.3
leida a 540 nm (D.O. 540 nm}. El cultivo se centrifugé durante 5 minutos a 10.000
rpm en un rotor Beckman tipo JA-14, en seguida, las células se resuspendieron en
50 ml de CaClz 0.1 M frio y se mantuvieron en hielo por 30 minutos.
Posteriormente, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 10,000 rpm ¥ se
resuspendieron en 8.7 ml! de CaCiz2 0.1 M frio y 1.3 ml de glicerol al 100 %. Se
alicuotéd 200 ul de células y se mantuvieron en congelacion a -70°C (Modificado de:

Maniatis et al.,, 1989).

Tr ¢ 16n de célul P

A 200 ul de células competentes, previamente descongeladas, se les agregd
entre 100 y 200 ng del ADN plasmidico de interés, en seguida, se incubaron en hiclo
por 30 minutos y posteriormente se sometieron a un choque térmico a 42°C durante
2 minutos. Se adicioné 1 ml! de LB y se mantuve en agitacién a 379C durante 1
hora. Posteriormente se plaqueé 200 ul de la mezcla de transformacion en placas de
LB con cl antibidético adecuado y se incubdé a 37°9C hasta obtener las colonias

transformantes (Modificado de: Maniatis et al., 1989 ).

Purifl 16n de ADN genémi

Se partio de un cultivo en fase logaritmica (14 hrs) de la cepa de interes.
posteriormente se centrifugé el cultivo en tubos Eppendorf, durante 30 segundos y
se descarté el sobrenadante. Las pastillas se resuspendieron en 1 ml de TE
(Apéndice 6) y se centrifugé por 30 segundos y se descarté el sobrenadante. Las
pastillas se resuspendiecron en 0.4 ml de TE y se les agregé 0.4 ml de una solucion
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de RNAasa de 10mg/ml. En seguida se agrego 50 pl de SDS 10% y 50 ul de
proteinasa K 2.5 mg/ml. La mezcla se incubé a 37°C durante 1 hr. El lisado claro
resultante se pasé 3 veces a través de una jeringa insulinica. Se anadio 400 ul de
fenol saturado y 400 ul de cloroformo. se agité con ayuda del vortex durante 12
segundos y se centrifugd por 10 minutos a velocidad mdaxima. Se realizaron tres
extracciones de la fase acuosa con 400 ul de fenol saturado y 400 ul de cloroformio.
Despues. la fase acuosa se extrajé con 2 volumenes de cloroformo. A la fase acuosa
se le agregd 1/10 del volumen de acetato de potasio 3 M y 2 volumenes de etanol
absoluto. Finalmente, la pastilla de acidos nucléicos se secd utilizando una bomba
de vacio y se disolvio en 500 ul de agua (Modificado de: Maniatis et al.. 1989).

Purificacién de ADN plasmidico

La purificacién de plasmidos se realizé por el método de lisis alcalina. de la
siguiente manera: se partié de un cultivo saturado de la cepa que porta el plasmido
de interés, se transfirié 1.5 mil del cultivo a un tubo Eppendorf y se centrifugé a
maxima velocidad durante 20 segundos. en seguida, se decanté el sobrenadante. La
pastilla se resuspendidé en 0.5 ml de Buffer TE (50:20) (Apéndice 6). después se
centrifugé a maxima velocidad durante 20 segundos y nuevamente se decantd el
sobrenadante. La pastilla celular se resuspendié en 100 ul de la solucion I (Apéndice
7) y después se le agregd 200 ul de la solucion 11 (Apéndice 8). La mezcla se incubo
en hiclo durante 5 minutos y después se agregé 150 ul de la solucion 11 (Apéndice
9). de nuevo se incubdé en hielo durante 5 minutos. La mezcla se centrifugd a
velocidad maxima por 10 minutos y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf. Al sobrenadante se le anadié 400 pl de fenol saturado y 400 pl de
cloroformo. se agité con ayuda del vortex durante 12 segundos y se centrifugé por
10 minutos a velocidad maxima. Con la fase acuosa se repitio la operaciéon anterior.
A la fase acuosa se le adicioné 1 ml de etanol absoluto y se mezclé agitando por
inversién. posteriormente. se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente,
en seguida. se centrifugé durante 10 minutos a velocidad maxima. Se desecho el
sobrenadante y a la pastilla se le adregé 0.5 ml de etanol al 70 %. se agito
brevemente con ayuda del vortex y se centrifugé a velocidad maxima durante 5
minutos, después se desecho el sobrenadante. Finalmente. la pastilla de acidos

nucléicos se secd utilizando una bomba de vacio y se disolvidé en 10 pl de agua
{Modificado de: Maniatis et al., 1989).

= - de subcl 16

En la clonacion de los distintos fragmentos de ADN se utilizo el vehiculo
pBluescriptliSK(+) (pSK). Este plasmido de 2961 pares de bases (pb) conticne el gen
de la B-lactamasa, que confiere resistencia a carbenicilina, posee tanto el origen de
replicaciéon f1 del fago M13 como el origen colE1l que le permite replicarse en E. coll
Dado que el pSK contiene parte de lacZ. incluyendo su promotor, posibilita el tipo
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de complementacién a en aquellas cepas de E. coll que poseen una mutacién
particular denominada lacZAM15. En las cepas de este tipo que portan el pSK el

fenotipo lac* sec identifica facilmente ya que forman colonias azules en placas de LB
con IPTG y X-gal (substrato cromogé »). Debtdo a que el sitio multiple de

clonacion se ubica dentro de lacZ, la insercién de fragmentos de ADN extrafio en
esta regién resulta en la perdida de la a-complementacién. Las bacterias portadoras
de estos pliasmidos recombinantes producen colonias blancas en placas de LB X-gal

e IPTG.

La clonacién de los fragmentos de ADN se realizé de la siguiente manera: 1)
Inicialmente se digiricron con la misma ecnzima de restriccion. o con enzimas
compatibles, el ADN del vehiculo y de la clona que contiene los fragmentos de
interés. Usualmente 1 ug de ADN se digeria con 5 unidades de enzima en un
volumen final de 20 ul durante 4 horas. Cuando se realizaron digestiones parciales
generalmente se digirié por separado 1 ug de ADN con 0.1, 0.2, 0.4, 0.8. y 1 unidad
de enzima durante 10 minutos, posteriorrnente, deteniamos la reaceién incativando
la enzima a 70°C por 15 minutos. Las digestiones se analizaron en corrimientos
electroforéticos en geles de agarosa al 1 % TAE (Buffer Tris-Acetato-EDTA) (Apéndice
10). Cuando fue necesario, los fragmentos de ADN de interés se purificaron
directamente del gel empleando el kit "“DNA Purification System”™ de Promega. 2)
Posteriormentie, ambas digestiones se ligaron en reacciones de 50 ul. usando una
unidad de enzima ligasa de ADN T4. Usualmente, las concentraciones de ADN del
vector y del inserto fueron de 100 y 500 ng. respectivamente. Las condiciones para
las reacciones de digestién y de ligacion dependieron de las especificaciones que
recomiendan los fabricantes de las enzimas. Generalmente, las reacciones de ligasa
se precipitaron con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de
etanol absoluto. en seguida. ¢l ADN precipitado se lavo con etanol al 70 %6 y se secé
empleando un bomba de vacio. El ADN se resuspendié en 10 il de agua y se tomé
parte para transformar la cepa DHSa de E. coli. Se seleccionaron en estos casos
colonias blancas que crecieron en placas de LB Cb, X-gal e IPTG. A estas colonjas se
les extrajo el ADN plasmidico y se analizé su patrén de restriccion con la enzima
correspondiente.

Ensayos de hibridacién

Los filtros de nitrocelulosa se prepararon rutinariamente de acuerdo al
protocolo descrito por Maniatis y colaboradores (1982). Para el marcaje radioactivo
(dCTP, x-32P} de la sonda se emipled el kit "Megaprime DNA Labelling svstem”™ de
Amersham. Los (ragmentos de ADN empleados como sondas se purtficaron
utilizando ¢! kit “DNA Purification System”™ de Promega. S¢ hibridé durante una
noche a 65°C con el buffer "Rapid-Hyb" (Amersham) y posteriormente se lavaron los
filtros a 65°C con una solucién salina citratos (SSC) al 0.1 X (Apéndice 11) y SDS
al 1 %. Las placas autoradiograficas se expusieron por 12 horas untes de revelar.
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n. N 16n de p £ .
La concentracién de proteina total en los cultivos se determiné por el método
de Lowry y colaboradores (1951). usando albumina sérica bovina como estandar.

Dinkmi de
Las cepas se crecieron durante una noche en 100 m! de LB con los

antibiéticos correspondientes. Los cultivos se centrifugaron por 10 minutos a
10,000 rpm en un rotor Beckman tipo JA-14, posteriormente se lavaron las células
un par de ocasiones, con solucién salina estéril, para eliminar el medio rico
restante. En seguida, las células se resuspendieron en 10 ml de solucién salina
estéril y se cuantificé la D.O. 510 nm de una diluciéon 1:10 del concentrado celular.
* Los medios para realizar las dinamicas de crecimiento se inocularon a una D. O,

inicial de 0.0S5.

El volumen de cultivo requerido para inocular se calcula con la siguiente
formula: volumen requerido = ((0.05)(0.1)/D.0.)}*100, donde:

0.05 = D. O. a la que se deseca inocular.

0.1 = volumen expresado en ml que se tomo para medir la D.O. del

cultivo concentrado.

D.O. = densidad éptica a la que se encuentra el cultivo concentrado.

100 = volumen expresado en ml del medio a inocular.

Una vez inoculados los medios deseados se procedi¢ a tomar una muestra de
1 ml y se cuantificé la D. O. inicial. A distintos Intervalos de tiempo se tomaron
muestras de 1 ml de los culidvos ¥ se cuantificé su D. O.

Cuantificacién del AMPc
El AMPc total acumulado por las distintas cepas se cuantificé utilizando el

Kit “Ciclic AMP [3H] assay syvstem™ (Amersham) que se basa en el ensayo
radioinmunolégico descrito por Steiner y colaboradores (1969). En este método,
moléculas de AMPc radioactivo {en una concentraciéon fifa) y no radioactivo se unen
competitivamente a una proteina que tiene gran afinidad y especificidad por el
nucledtido. La cantidad del complecjo formado por la proteina y el AMPc radioactivo
es inversamente proporcional a la cantidad de AMPc no radioactivo del ensayo en la
muestra problema. De tal manera que cuantificando la radioactividad secuestrada
por la proteina es posible calcular la cantidad de AMPc de la muestra.

Cada cepa fue precrecida en LB durante una noche, y posteriormente se
fnoculé. a una D. O. s40nm de 0.05. en medio fresco M9-lactosa adiclonado con
casaminoicidos al 0.1 %. Los cultivos se crecicron en agitacién constante hasta
alcanzar una D. O. 5410 am de 0.7. en segulida se¢ cosecharon 10 ml y se mantuvieron
en agua hirviente por 10 minutos. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a
5,000 rpm para remover rcstos celulares, posteriormente. se liofilizaron 2 ml del
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sobrenadante. Cada muestra se resuspendié en 200 nl de buffer del ensayo
(Apéndice 12) y se procedié a cuantificar la concentracién de AMPc de acuerdo con
el protocolo del kit.

Secuenciacién y andlisis del ADN

Distintas deleciones de los fragmentos de ADN a secuenciar se subclonaron
en el vehiculo pSK. La secuencia nucleotidica se determind en ambas cadenas,
utilizando el secuenciador automatico 373A de Applied Biosystems y el kit de
secuencia “Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” de Perkin Elmer. La
secuencia se generé a partir de los primeros untversales del pSK y de primeros
diseriados en base a la secuencia obtenida. Para el disefio de primeros se empled el
programa Oligo version 4. En el analisis de las secuencias de ADN empleamos los
programas de GCG versiéon 8.1 (Genetics Computer Group) y el paquete
computacional GeneWorks version 7.5 IntelliGenetics.



RESULTADOS

isl | e id 7.1 16n de fragmentos de ADN de R. etli que
complementan una cepa mutante cya” de E. coli

La estrategia emplecada para tdentificar los genes cya de R. etli consistié en
complementar la cepa mutante de E. coli SP850 (cya-) con c6smidos provenientes del
banco gendémico de la cepa CE3 de R. etli. Esta mutante no puede crecer en fuentes
de carbono alternativas como la lactosa debido a que la expresion del operon lac,
requerido para su utilizacién, esta bajo el control positivo del complejo AMPc-CRP.
Mediante una cruza triparental se introdujeron los 1200 césmidos del banco en la
cepa de E. coli SP850 y se seclecctionaron cepas capaces de crecer en lactosa. De esta
forma se identificaron cuatro césmidos que complementan el crecimiento de la
mutante en lactosa. a los cuales denominamos pTS934. pTS933, pTS1179 y
PTS1190.

C. 16n de las P cya- 1 d

Debido a que la mutacion en el gen cya tiene un efecto pleiotrépico en E. coli
y con la finalidad de determinar sl las cepas complementantes portan genes
homdélogos para la AC de R. etli, se analizaron distintos fenotipos cuya dependencia
por el complejo AMPc-CRP ha sido ampliamente documentada. Los fenotipos
examinados fueron: 1) El crecimiiento en distintas fuentes de carbono utilizando
placas de medio minimo M9; 2) Fermentacién de aztcares en placas de agar
MacConkey: 3} Sensibilidad a la fosfomicina: 4) Senstbilidad a una mezcla de
aminoacidos que inhiben el crecimiento de E. coli; y 5) Motilidad.
1) C: fmi en 1 £ de carbono
Como se ha mencionado anteriormente. en E. coli el catabolismo de fuentes
de carbono alternativas como la lactosa, maltosa, galactosa, etc.. dependen del
complejo AMPc-CRP. Por esta razén se examiné la capacidad de las cepas mutantes
cya- complementadas para crecer en placas de medio minimo M9 suplementado con
lactosa y maltosa como unicas fuentes de carbono. Las cuatro cepas
complementadas crecieron en el medio con lactosa y sélo las mutantes que portan
los cosmidos pTS933 v pTS1190 crecieron en el medio con maltosa (Tabla 5).
2) F tacién de en pl de agar MacConkey

Se examino la fermentacién de distintos azucares en placas de agar
MacConkey. El agar MacConkey es un medio rico que contiene el colorante rojo
neutro y carece de un azucar particular. Tal colorante funciona en bacterias como
un indicador de la fermentacion de azucares, debido a que vira de color en respuesta
.a la actdez del medio, gencrada por productos de la fermentacién. Con este medio es
posible monitorear cualitativarnente la capacidad de una cepa para fermentar un
azucar en particular. Las bacterias capaces de utilizar la fuente de carbono
suplementada se tornan rojas en contraste con aquellas que no lo logran que se
mantienen doradas. El agar MacConkey se suplementd con los sigulentes azucares:
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lactosa, maltosa, galactosa, arabinosa y xilosa. Las cuatro cepas complementadas
e las P que tienen los cosmidos pTS933 y
Ninguna de las cepas fermenté

fermentaron lactosa y vinic
pTS1190 fermentaron maltosa y galactosa.

arabinosa. ni xilosa {Tabla 5).
2) Sensibilidad a foafomicina
Antibisticos como la fosfc o el acid
por mecanismos de transporte propfos de fuentes de carbono (Alper y Ames, 1978).

La fosfomicina inhibe la sintesis de pared celular y sec transporta a la célula a través

de sistemas que normalmente transporstan L-a-glicerolfosfato y hexosas fosfato.
ambos regulados positivamente por el complejo AMPc-CRP (Koch et al.. 1964%;
Consecuentemente, las mutantes de E. coli cya® son

Winkler et al.. 1970).
resistentes al antibiético en bajas concentraciones. La sensibilidad a la fosfomicina
16 en placas de agar MacConkey

nalidixico se introducen a E. coll

de las cepas mutantes compl adas se
adicionado con lactosa y el antibiético a una concentracion final de 25 ug/mil. Las
cepas complementadas fueron sensibles a la fosfomicina, mientras que la cepa

mutante fue resistente (Tabla 5).
3) Sensibilidad a serina

Uzan y Danchin (1976) observaron que el crecimiento de E. coli se inhibe en
presencia de concentraciones elevadas de serina y que el mismo efecto se
incrementa cuando se confronta a E. coli con una mezcla de aminoacidos que
incluye: serina, metionina, leucina y glicina. El efecto preciso de la serina en el
crecimiento de E. coli no se ha aclarado del todo. Uzan y Danchin proponen que
existe alguna interrelacién entre las rutas metabdlicas que sintetizan los distintos
aminoacidos. En este sentido, la serina podria desbalancear la sintesis de
aminodcidos de cadenas ramificadas (1. e. isoleucina, valina, etc.), provocando la
auxotrofia de alguno de estos aminoacidos. Daniel y Danchin (1979} sugieren que el
complejo AMPc-CRP participa en la respuesta de E. col{ hacia la serfna. Observan
que mutantes cya” o crp- son resistentes a la inhibicién del crecimiento por serina.
Demuestran que el complejo regula positivamente la expresion de la acetolactato
sintasa y que mutantes cya- o crp-. Que no presentan esta actividad, acumulan el
2-cetobutirato precursor de la isoleucina. La sensibilidad a la serina de las cepas
cya- complementadas se examiné en placas de medio minimo M9 adicionado con
glucosa, como Unica fuente de carbono y una mezcla de los sigufentes aminoacidos:
serina, metionina, glicina y leucina. €1 crecimiento de las cepas complementadas se

inhibié por la serina (Tabla 5).
4) Motilidad
En bacterias entéricas el complejo AMPc-CRP regula la expresiéon del operon

JlaAB, que codifica para proteinas estructurales del flagelo. Por esta razdn, cepas de
E. coli cya™ o crp™ no son motiles. La motilidad de las cepas complementadas se

examinéd en placas de agar suave [Apéndice 13). Todas las cepas complementadas
5 Inmovil (Tabla 5).

fueron métiles, mientras que la te per
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Tabla 5: Complementacion de la cepa mutante cya™ de E. coll
Mecdice cmpleados

Cepas Agar MacConkey Mo Serina
Lactoaa Gal. Xilosa Lactosa
SP8so D D D D D - - - -+ -
SP830/pLAFR! D D D D D - - + - -
SP850/pTS933 R R R D D -+ - - - -
SP850/pTS934 R D D D D - - - - -
SP&850/pTS1179 R D D D D - - - -+
SPBS0O/pTSII00 R R R D D - + - - -
SP850/pSK D D D D D - - + + -
SP850/p33.10 R D D D D - - - - +
SP850/pE2 R R R D D - - - - +
SP850/pX6 R D D D D - -+ - - -
R rojas, + cr - no

D T
Las ccpas fueron crecidas en placas de M9 y agar MacConkcy adiclonando las fucntes de carbone listadus o

una concentracion final de 0.2% (M9) y 1% ( agar MacConkeyl.

La a la se en placas de agar MacConkey adicionado con lactosa al 1% y

25 mg por Htro del antibtético.

El efecto de la serina fue examinado en placas de M9
(serina, Qlicina y 1 auna

La motilidad fue examinada en placas de agar suave.

con gt y una de distintos
fAinal de !mM.

Anilisis de los P

Debido a que los distintos césmidos presentan diferentes capacidades para
complementar a las cepa mutante y con la finalidad de establecer si existe similitud
entre ellos, analizamos el perfil de restriccion de las cuatro clonas con distintas
endonucleasas. Los cuatro cé6smidos presentan patrones de restriccion distintos con
diferentes nucleasas. no obstante, con algunas enzimas presentan fragmentos
comunes de diferentes pesos moleculares. Tal es el caso del perfil de restriccién
obtenido con la enzima EcoRI, en el cual. los césmidos pTS933. pTS1179 y pTS1190
tienen en comun un fragmento de 1.1 kb, mientras que los césmidos pTS1179 y
pTS1190 comparten al menos dos fragmentos mas. de 1.7, y 2.6 kb. EIl plasmido
pTS934 posee en comun con el plasmido pTS1190 fragmentos de 1.5, 2.2, y 10 kb.
Por su parte, los plasmidos pTS933 y pTS1190 presentan fragmentos comnunes de 1.2
y2.1kb.

Para determinar si los cdsmidos aislados son distintos o si realmente
comparten fragmentos EcoRI que podrian corresponder a la misma zona genomica.
se realizaron hibridacfones cruzadas. utiizando como sonda a cada uno de los
cosmidos e hibridando contra el resto de ellos y contra el genoma total de R. etli
CE3. Al emplear como sonda al césmido pTS934 encontramos que éste no hibrida -
con el resto de los cosmidos. Lo mismo ocurre cuando utilizamos al césmido
PTS1179 como sonda. Sin embargo, cuando utilizamos como sonda al césmido
pTS933 o al pTS1190, observamos que ambos c6smidos comparten dos fragmentos
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EcoRl de 2.1 y 1.2 kb {(Figura 3). Por lo que suponemos que los cosmidos pTS933 y
PTS1190, apar sobrel o aon distintos a los césmidos pTS1179 y

pTS934. De tal modo que podriamos hablar de tres grupos de complementacion
distintos. Asi también podriamos afirmar por estos experimentos que los distintos
césmidos se encuentran representados en el genoma de la cepa CE3 de R. etli.

1 2 3 a I3
21 kb ol o - e
10 kb~ T -—
3 Kb — o -
2.5 Kb — e 4 —
2 Kb — L o -
1.2kb —e D > —
0.7 Kb — g

Figura 3: La digestién EcoRl del cosmido pTS933 fue hibridado contra si misma (carril 1).

contra las digestiones EcoRI de los cbsmjdoa pTS1 190 p'l‘5934. y PTS1179 {carriles
2.3y4. y EcoRI di otal de 1a cepa CE3
de R. etlt (carril 5). La senal de 21 kb que campanen los cuatro cosmidos
corresponde al vector.

Delimitacién del fr P bles de 1 ala cya
& a pTS1179 y pTS1190

de E. coli, apartir de los T . pT
La delimitacién de los genes contenidos en los distintos césmidos que

complementan a la mutante de E. coll cya~, y que potencialmente codifican para las
AC de R. etli, se realizé complementando la misma mutante con subclonas derivadas
de los cé6smidos aislados.
A) Ob i6n del plismido p33.10 a partir del c6emido pTS934

En el caso del césmido pTS934, inicialmente se subclonaron todos los
fragmentos de ADN de la digestién con EcoRI en el vector pSK: en seguida, se
examindé la capacidad de las cepas cya- transformadas con las distintas clonas,
para crecer en lactosa como unica fuente de carbono. La cepa cya™ que porta la
clona llamada pE10O logré crecer en lactosa, esta clona contiene un fragmento de
ADN de aproxtmadamente 10 kb. Posteriormente se realizaron digestiones parciales
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de la clona pE10 con la enzima Sall y se religaron en el mismo vehiculo para
obtener clonas derivadas que perdieran algun fragmento Sall, con tal reaccion se
transformo la cepa cya . Las colonias que poseen plasmidos que conservan el
fragmento de ADN que le permite a la cepa cya~ utilizar lactosa son azules en
placas de M9 lactosa. peptona de casecina y X-gal: mientras que aquellas colonias
que poseen plasmidos que perdieron tal fragmento son totalmente blancas. Se
extrajé ADN pl fico de 5 col azules y 5 colonias blancas. El patréon de
restriccion con Sall de los plasmidos que portan las colonias azules presentan en
comun un fragmento de aproximadamente 3 kb; éste fragmento no se encuentra en
ninguno de los plasmidos que portan las colonias blancas. El fragmento Sall de 3
kb se subcloné en el vehiculo pSK para formar la clona p33.10. Con esta clona se
transformo la cepa cya™ y las bacterias transforrnantes fueron azules en placas de
medio minimo M9 lactosa, peptona de caseina y Xgal. En resumen, la clona p33.10
le confiere a la cepa mutante de E. coli cya- 1a capacidad de utilizar lactosa.
B) Ob i6n del pli ido PEZ a partir del césmido pTSS33

Los fragmentos obtenidos de la digestién EcoRI del cé6smido pTS933 se
subclonaron en el vehicule pSK. Las clonas resultantes se usaron para transformar
la mutante cya“. posteriorente se examiné la capacidad de las transformantes
para fermentar lactosa en placas de agar MacConkey. Unicamente la clona llamada
pPE2, que porta un inserto EcoRI de 2.1 kb, le permitiéc a la mutante fermentar
lactosa.
C) Ob 16n del pli ido p193 a partir del cé6smido pTS1190

El fragmento EcoRI de 2.1 kb, procedente del cosmido pTS1190, se cloné en el
vector pSK generando la clona pl193. Esta clona se empleé para transformar la
mutante cya-. Las transforrmantes crecidas en placas de agar MacConkey-lactosa
fueron capaces de fermentar el azicar. Por los datos de hibridacion de los c6smidos
v el perfll de restriccion de las clonas pE2 y pl193. suponemos que este fragmento
EcoRIl, responsable del fenotipo lact* en la mutante, corresponde a la misma zona
genoémica compartida por los plasmidos pTS1190 y pTS933.
D) Ob 16n del pli ido pXS3.7 a partir del cé6smido pTS1179

Los fragmentos obtenidos de la digestién Xhol! del cosmido pTS1179 se ligaron
al vehiculo pSK. Con esta reaccién se transformo la mutante cya~. Las colonias
transformantes se crecieron en placas de agar MacConkey-lactosa, para
posteriormente seleccionar 5 colonias doradas y 5 colonias rojas. A estas colonias
se les extrajé el ADN plasmidico y se analizé su perfll de restriccién con Xhol. Las
colonias doradas poseian plasmidos con distintos fragmentos, mientras que las
colonias rojas contenian plasmidos idénticos. constituidos de un unico fragmento
Xhol de 6.7 kb, Esta clona, llamada pX6, se digirlé con Smal y se religé en el mismo
vehiculo generando la clona pXS3.7, la cual conserva un fragmento Smal-Xhol de
3.7 kb que le confiere a la mutante la capacidad de fermentar lactosa.
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Andlisis de los plismidos pEZ, p33.10, ¥y pSX3.7

Con la finalidad de deter a1 las distintas clonas delimitadas a partir de
los c6smidos complementantes presentan alguna homologia entre si, se realizé6 una
hibridacién en condiciones estrictas utilizando como sonda a la clona pE2. e
hibridando contra el resto de las clonas y contra el genoma total de R. etli CE3. En
la figura 4 observamos que el fragmento E2 no presenta homologia con ninguna de
las clonas. Estos resultados coinciden con los experimentos de hibridacién de los
c6smidos, por lo que podemos afirmar que a partir del genoma total de R. etli CE3
hemos delimitado tres fragmentos distintos de ADN que complementan una cepa

cya” de E. colL

Figura 4: El fragmento E2 fue hibridado contra ai mismo (carril 1), contra las clonas p10.
p33.10, pX6, pXS3.7 y pTS933 (carriles 2 al 6, respectivamente) y contra una
digestién EcoRI del genoma total de la cepa CE3 de Rhizobtum etlt (carttl 7).

tadas con los plismidos

[ o] i ién de las P

pPE2., p33. 10 y pX83.7

Las cepas mutantes cya- de E. coli complementadas con los plasmidos pE2,

pX6., yv p33.10 se caracterizaron bafo los criterios ya descritos. es decir, se
analizaron distintos fenotipos que dependen del complejo AMPc-CRP. Las cepas
complementadas con las clonas pE2, pX6, y p33.10 crecieron en placas de medio
minimo M9 suplementadas con lactosa, mientras que en placas de medio minimo
M9 suplementadas con maltosa sélo la cepa que porta la clona pE2 fue capaz de
crecer (Tabla 5). En placas de agar MacConkey las cepas complementadas con las
distintas clonas fermentaron lactosa mientras que la cepa portadora de ]la clona
pPE2 fermenté maltosa y galactosa. Ninguna de las cepas fernenté arabinosa md
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xilosa (Tabla 5). Las cepas complementadas, a diferencia de la cepa mutante, fueron
sensibles a la fosfomicina (Tabla 5). Concentraciones elevadas de la mezcla de
distintos aminoacidos no tienen efecto en el crecimiento de la cepa mutante, pero
inhiben el crecimiento de las cepas complementadas (Tabla 5). Finalmente, en
placas de agar suave las cepas complementadas fueron méviles, no asi la mutante
(Tabla S5).

Dindmica de imi de las cep )| das

Se realizaron dinamicas de crecimiento de las cepas complementadas con los
plasmidos pE2, p33.10 y pX6 en medio minimo M9 adicionado con lactosa. maltosa
o galactosa como unicas fuentes de carbono. Se tormaron registros del crecimiento
en los siguientes intervalos de tiempo: primer muestra a las 3 hrs, segunda muestra
a las 6 hrs, tercer muestra a las 12 hrs y cuarta muestra a las 24 hrs de iniciada la
dinamica de crecimiento. Debido a que no contamos con la cepa de E. coli silvestre
isogénica, emplearnos como control positivo a la mutante cya- crecida en presencia
de 1 mM de AMPc.

La figura 5 muestra las dinamicas de crecimiento de la cepa mutante y de las
cepas complementadas crecidas en medio minimo M9 adicionado con lactosa,
maltosa y galactosa corno tnicas fuentes de carbono. En medio minimo lactosa la
cepa mutante es incapaz de crecer mientras que el resto de las cepas alcanzan
denstdades opticas cercanas a 1 en 24 horas. Particularmente la cepa que porta el
plasmido pE2 crece tan bien como la mutante en presencia de AMPc. Ambas cepas
después de 12 horas de crecimiento alcanzan una D.O. de 1.0. mientras que las
cepas complementadas con las clonas p33.10 y pX6 en 12 horas alcanza una D.O.
aproximada de 0.3 y 0.2, respectivamente. Después de 24 horas de crecimiento, el
réndimiento final de las cepas complementadas y de la cepa mutante crecida en
presencia de AMPc es 10 veces mayor al rendimiento que alcanza la cepa mutante
cya-. En medio minimo maltosa la cepa complementada con la clona pE2 y la
mutante crecida en presencia de AMPc logran crecer, mientras que las cepas
complementadas con las clonas p33.10 y pX6, al igual que la cepa mutante, son
incapaces de crecer en este medjo. El crecimiento de la cepa complementada con la
clona pE2 presenta una fase lag que se prolonga al menos doce horas: a partir de
este punto aparentemente inicia su crecimiento exponencial, alcanzando después de
24 horas densidades opticas similares a las alcanzadas por la cepa mutante crecida
en presencia de AMPc. En el caso del crecimiento en medio minimo galactosa.
nuevamente la cepa que porta la clona pE2 crece tan eficienternente como la cepa
mutante en presencia de AMPc, a 12 horas de iniciada la dinamica la cepa
complementada alcanza una D. O. de 0.4, mientras que la cepa mutante
complementada con AMPc ha crecido a una D. O. de 0.5, finalmente a las 24 horas
ambas cepas presentan densidades dpticas cercanas a 1. Por su parte, tanto la cepa
mutante como las cepas complementadas con las clonas p33.10 y pX6 no logran
crecer en este medio aun después de 24 horas.
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Figura 5: Curvas de crecimienio de la cepa de E. coli cya” y de las cepas complementadas
crecidas en medio minimo M3 adicionado con distintas fuentes de carbono.
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Complementacién de una cepa mutante crp- de E. coli.

En 1990 de Crecy-Lagard y colaboradores describen una proteina de
Xanthomonas campestris, llamada CLP (por su parecido con la proteina CRP}.
involucrada con la patogenicidad de esta bacteria. Tal proteina complementa
parcialmente el fenotipo pleiotréopico de una cepa doble mutante de E. coli cya~ crp™.
debido a que funciona como un activador transcripcional que no requiere de AMPc
para activar la transcripcion de algunos operones dependientes del complejo AMPc-
CRP en E. coli. Con finalidad de establecer si las clonas de R. etl{ codifican una
proteina similar a la CLP de X. campestris, introdujirmos los plasmidos pE2, pX6 y
p383.10 en la cepa de E. coli CA8445-1 (crp’). Ninguna de las clonas complemento a
la cepa mutante.

Cuantificacién de los nivelos de AMPc en las cep Pl das

Se cuantificaron los niveles totales de AMPc en las cepas mutantes
complementadas con los plasmidos pE2, pX6 y p33.10. Se midieron las pozas de
AMPc de crecimientos en fase exponencial en medio minimo M9 suplementado con
lactosa y casaminoacidos. Debido a que la cepa cya™ no puede utlizar lactosa como
fuente de carbono. adicionamos casaminoacidos para sustentar el crecimiento de la
mutante. Mientras que las cepas complementadas acumularon diferentes
cantidades del AMPc. en la cepa mutante no se detectd el nucledétido. Ninguna de
las cepas complementadas acumulo tanto AMPe como la cepa stlvestre W3110. La
mutante transforrmada con la clona pX6 presenté mayor acumulaciéon de AMPc, 82.7
26 de lo cuantificado para la cepa silvestre. Por su parte, las cepas que portan los
plasmidos p33.10 y pE2 sdlo acumularon el 51.6 % y 25 %, del AMPc acumulado por
1a cepa silvestre. respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6: Niveles de AMPc en las cepas de E. coll cya~ complementadas
Niveles de AMPc
(pmol/mg de prot)

Cepas

ND

SP850 (cya’)
19.09 +/- 0.67

SP850/pE2
SPB50/p33.10 38.80 +/- 4.11
SP850/pX6 62.18 +/- 11.5

W3110 (silvestre) 76.12 +/- 16.32

Cada valor es el promedio de tres experimentos {ndependientes
ND= no detectado

S 4 leotidica del frag E2y ia p 1 deducid
Distintas deleciones y subclonas obtenidas del plasmido pEZ2 fueron
secuenciadas en ambas cadenas a partir de los primeros universales del vehiculo
PSK y de primeros internos disentados en base a la secuencia obtenida (Figura 6).
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Figura 6: Mapa de restriccion del fragmento E2. estrategia de secuencia y marco de lectura
ablerto que presenta homologxa con la prolema CYAZ de R. melilotl. Se indica el sitio
de insercién del en la generacion de las mutantes de R. etll

El analisis de la secuencia nucleotidica del fragmento E2 muestra un marco de
lectura abierto que codifica una proteina de 354 residuos de aminoacidos que tiene
una similitud del 74 % y una identidad del 54 9% con el gen cya2 de R. meliloti,
ademas de presentar cuatro motivos conservados entre las adenil y guanil ciclasas
de la clase III (Beuve et al., 1993)(Figura 7).
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Figura 7: Alinea e la pr CYA de R. etlt codlﬂcada en el fraemento E2 (A) y la
proteina CYA2 de R. meluott (B), utilizando el programa Bestfit (GCG). Los
aminodcidos idénticos estan sertalados con lineas (l)dy los similares con dos puntos
(:). La zonas sombreadas denotan el probable sitio de unién a ATP (gris) v cuatro
motivos conservados en las adenil y guanil ciclasas [(negro).
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Secuencis nuclotidica del fragmento 33.10
Al igual que en el caso de la clona pE2, se generaron deleciones 3 subclonas

del ptasmido p33.10 que posteriormente fueron secuenciadas en ambas cadenas a
partir de los primeros universales del vehiculo pSK y de primeros disenados en base
a la secuencia obtenida (Figura 8).
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Figura 8: Mapa de restriccion de la clona p33.10 y cstrategia de secuencia

No obstante que la clona p33.10 se ha secuenciado en su totalidad. ain no
logramos identificar un marco de lectura abterto, debido quizas a que la secuencia
presenta ambigliedades que estamos depurando. Por otra parte, anailisis de tipo
BLAST o FASTA aun no denotan homologia del fragmento 33.10 con alguna
secuencia reportada en las bases de datos. Asi mismo. no hemos identificado los
motivos, descritos por Beuve y colaboradores (1993}, que se conservan en las adentil
y guanil ciclasas de la clase . Sin embargo, en el primer marco de lectura
identificamos. por medio del programa MOTIFS de GCG. un motivo de unién a

ATP/GTP stmilar al que presentan las adentl ciclasas de la clase 11

Generacién de una cepa mutante cya” de R. etli

Con la finalidad de generar una cepa mutante cya- de R. etll. el fragmento E2
se subcloné en el vehiculo movilizable pWS233 suicida en Rhizobium (Selbitschka et
al., 1993}, generando la clona pWSE2. Esta clona se utllizé para interrumptr el gen
cya insertando, en ambos sentidos de la tramscripcion, un cassette Km-lacZ
(Kokotek y Lanz, 1989}, que forma fusfones transcripcionales, dando lugar a las
clonas pWSEZ2KE1l y pWSE2K62 (Figura 9 y 6). Dichas inserciones abaten la
capacidad de esta clona para complementar a la mutante de E. coli. Ambas
construcciones se emplearon en la obtencién de las respectivas cepas mutantes
{CON18 y CON22) cya- de R. etli. Medlante experimentos de hibridacion nos
sercioramos de que ambas mutantes presentan la insercién del cassette Km-lacZ en
el fragmento E2. En la figura 10 se muecstra la hibridacién del fragmento E2 contra
genomas totales de las cepas CE3. CON18 y CON22 digeridos con EcoRI.
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pWS233
8.5 kb

Figura 9: Construcciéon de los plasmidos pWSE2K61 y pWSE2K62
empleados en la generaciéon de las cepas cya- de R. etli
CON18 y CONZ22, respectivamente.
mammmy Fragmento E2 aampmmm Cassette Km-lacZ
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Ambas mutantes mno presentaron diferencias con la cepa silvestre de R. etll
CE3 en lo referente al crecimiento en distintas fuentes de carbono y nitréogeno,
adermzaxs de que fueron tan moviles como la cepa silvestre.

1 2 3

2.8 kb —» T amm— -— 2 _4 kb

2 kb e
. - -4— ] .2 kb

0.8 kb —» —

Figara 10: El fragmento E2 fue hibridado contra digestiones EcoRl de genomas
totales de las cepas de R. etlt CE3 (carril 1). CON18 (carril 2} y
CON22 (carril 3). La sefnal del carril 1 corresponde al fragmento E2,
mientras que las sefiales de los carriles 2 y 3 corresponden al fragmento
E2 interrumpido con las inserciones del cassette Km-lacZ, integrado en
ambos sentidos de la transcripciéon. Los genomas mutantes (carril 2 y 3)
presentan dos scﬁa.les debido a que el cassette posee dos sftlos EcoRI
intermnos. Todas la: corr den en tamano con los fragmentos

esperados (ver ﬂgura 9). i




DISCUSION Y CONCLUSIONES

En bacterias de la familia Rhizobiacea, el AMPc ha sido involucrado en el
control de diversos fenémenos tanto en vida libre (Upchurch y Elkan. 1978 Lim y
Shanmugam. 1979) como en simbiosis (Blanchint et al., 1993). Stn embargo, no se
han logrado obtener cepas mutantes de Rhizobium deficientes en la sintesis de AMPc
o CRP que permitan establecer en formna precisa el papel del nucleédtido en la
fisiologia de estas bacterias.

Con la finalidad de obtener cepas de Rhizobium deficientes en la sintesis de
AMPc, en el presente trabajo describimos la clonacién de tres genes distintos que
puatativamente codifican para adenil ciclasa en R. etli. La estrategia empleada
consistié en complementar el crecimiento de una cepa de E. coli cya". incapaz de
sintetizar AMPc, con césmidos de un banco gendémico de la cepa CE3 de R. etll
uUtilizando esta estrategta logramos aislar los cosmidos pTS933, pTS934, pTS1179 y
pTS1190: que le confieren a la cepa cya” de E. coli la capacidad de catabolizar
lactosa, es decir, las clonas complementan el fenotipo lac™. Debido a que las cepas
complementadas con los distintos césmidos exhibieron fenotipos no seleccionados
propios de cepas cyat tales como motilidad. sensibilidad a fosfomicina y a serina:
descartamos la posibilidad de que estas clonas codificaran proteinas con la
capacidad exclusiva de catabolizar lactosa. Asi mismo, al retntroducir los césmidos
aislados en la cepa mutante constatamos que estas clonas fueron las responsables
del fenotipo de complementacién observado, descartando de esta forma el efecto de
una segunda mutacién que suprimiera la mutacién inicial. Por otra parte,
experimentos de hibridacién evidenciaron que los césmidos pTS933 y pTS1190 son
sobrelapantes, ya que tienen en comun dos fragmentos EcoRI de 2.1 y 1.2 Kb,

Mediante deleciones y subclonaciones de los césmidos pTS933, pTS1190,
pTS1179, y pTS934 se obtuvieron las clonas pE2, pl93. pXS3.7 y p33.10,
respectivaunente,. las cuales contienen las secuencias responsables de complementar
a la cepa cya- de E. coll. No obstante que las clonas delimitadas se mantienen en
multicopia complementaron, al igual que los cdésmidos, solo parcialmente el
fenotipo pleiotropico de la mutante cya-.

El analists de hibridaciéon de las clonas delimitadas confirmé que los
fragmentos E2 y 193, que representan parte de la zona genémica que comparten los
cédsmidos pTS933 y pTS1190, son idénticos entre si ¥ que no muestran homologia
con las clonas p33.10 v pXS3.7. El mapa de restriccion de las clonas p33.10 y
pPXS3.7 es totalmente distinto. ratificando los resultados obtenidos en los
experimentos de hibridaciéon de los césmidos..

Ninguna de las clonas fue capaz de complementar una mutante crp- de E. coli,
excluyendo la posibilidad de que las clonas aisladas codificaran una proteina
reguladora homologa a CRP y cuya actividad sea independiente de AMPc (CRP*),
como la descrita en X. campestris (de Crecy-Lagar et al., 1990).
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Las cepas complementadas con las clonas pE2, pXS3.7 y p33.10, a diferencia
de la cepa mutante. fueron capaces de sintetizar y acumular AMPc en condiciones
de medio mintmo M9 suplementado con lactosa y casaminoacidos, Las evidencias
anteriores indican claramente que R. etll posee al menos tres sistemas
geneticamente distintos para la sintesis de AMPc.

Se han logrado clonar los genes cya de R. melioti (Kiely y O"Gara., 1983;
Archdeacon et al; 1995) y B. japonicum (Guerinot y Chelin, 1984) mediante la
complementacion de cepas mutantes de E. coli deficlentes en la sintesis de AMPc.
En el caso de R. meliloti, se han clonado dos genes distintos (cyal y cya2). ambos
genes complementaron parcialmente a la mutante de E. coli. El gen cyal le confirié
a la cepa complementada la capacidad para utilizar lactosa, maltosa. y manitol: no
asi arabinosa. xilosa, ni ribosa; mientras que el gen cya2 le permitié a la mutante
catabolizar maltosa, arabinosa. manitol, xilosa. ribosa y glicerol. Por su parte. el
gen cya de B. japonicuumn le permite a una mutante cya“ de E. coli fermentar maltosa.
arabinosa, ribosa, xilosa, y manitol, fue sensible a la fosfomicina e incluso recobroé
parcialmente la motilidad. Al igual que en los casos anteriores, los tres genes cya de
R. etli complementaron también parcialmente el fenotipo pleiotropico de la mutante
cya”. La razén por la que los distintos genes de Rhizobiwn descritos complementan
solo parcialinente a las cepas cya- de E. coli, puede vislumbrarse desde dos puntos
de vista distintos: 1) Porque los niveles de AMPc producidos por las distintos clonas
no son suficientes para activar todos los operones dependientes del complejo AMPc-
CRP en E. colt: 2) Porque las condiciones de crecimiento en las que se exarminan los
fenotipos de complementacion interfieren en los niveles de AMPc que producen las
distintas clonas en E. coll

Los operones dependientes del complejo AMPc-CRP presentan en su region
promotora une © varios sitios de unién a CRP, a los cuales se une el complejo para
activar su transcripcion. La diferente afinidad de estos sitios por el complejo AMPc-
CRP, jerarquiza la expresion de los distintos operones (Pyles y Lee.. 1996). En este
sentido es probable que los niveles de AMPc que producen las AC de Rhizobiwn sean
bajos y que por esta razén no se activen todos lo operones dependientes del
complejo. Bajos niveles de AMPc podrian explicarse como resultado de: A) Un
reducido nivel de expreston de los genes cya de Rhizobium en E. coli. dado
probablemente por diferencias en los mecanismos de transcripcién en armnbos grupos
de bacterias; B) Posiblemente las adenil ciclasas de Rhizobiaceas presentan
actividades disminuidas en E. coll, incluso podriamos pensar que tanto la expresion
como la actividad de las distintas adentil ciclasas en su fondo genético original sea
baja.

Guerinot y Chelm (1984) proponen que la diferencia en el espectro de

complementaciéon que presentan las cepas complementadas con los genes cyal de R.

meliloti y cya de B. japonicum, se debe a que los vectores en que se ubican ambos

genes se mantienen en E. coli en distinto mimero de copias. Mientras que la clona
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de R. melilott se encontraba clonado en un vehiculo de bajo numero de copias
(PRK290), el gen cya de B. japonicum estaba clonado en un vector de mediano
niamero de copias (pPBR322). Por esta razén, las cepas complementadas con el gen de
B. japonicum posiblemente producian mayores niveles de AMPc que les permitia
revertir un mayor numero de fenotipos que aquellas mutantes que portaban la
clona de R. meliotL El gen cya2 de R. meliloti, clonado en un vehiculo multicopia
(pUC18), complementd un mayor namero de fenotipos que el cyal. No obstante que
los niveles de AMPc acumulados por las cepas complementadas con las clonas de R.
meltotly B. japonicum se cuantificaron. no es posible hacer comparaciones ya que
tanto las condiciones del ensayo como las cepas complementadas son distintas.

Por otra parte, las tres clonas de R. etli complementaron los mismos fenotipos
cuando se mantenian en un vehiculo de bajo namero de copias (pLAFR1) o cuando
se subclonaron en un vehiculo multicopia (pSK). Por lo que suponemos que el
incremento en la dosis génica no tiene efecto sobre el espectro de fenotipos
complementados en la mutante de E. coll. Excepcionalmente, al evaluar la motilidad
de las distintas cepas observamos que las mutantes complementadas con las clonas
delimitadas presentaban un radio de motilidad mayor comparado al que exhibieron
las mutantes complementadas con los césmidos enteros. Por lo que podriamos
inferir que al menos en este fenotipo la dosis génica tuvo algun efecto.

Al cuantificar los niveles de AMPc totales en las cepas complementadas
observamos que: 1) Las cepas complementadas con las clonas pE2, p33.10 y pXS3.7

acumulan diferentes concentraciones AMPc, sin embargo. ninguna acumuléd tanto
AMPc como la cepa silvestre; 2) La mutante que porta la clona pE2. que
complementa los fenotipos mal” y gal”. acumula menos AMPc que las mutantes

complementadas con las clonas p33.10 y pXS$3.7, que no complementan los
fenotipos mal” y gal~. Asi mismo, las curvas de crecimiento muestran que en el
medio suplementado con lactosa la cepa complementada con la clona pEZ2 crece
como la mutante en presencia de AMPc:; mientras que las mutantes
complementadas con las clonas p33.10 y pXS3.7 presentan ttempos de duplicacién
mayores. JPor qué las cepas que portan las clonas p33.10 y pXS3.7 no
complementan los fenotipos mal” y gal- de la mutante si producen mayores
cantidades de AMPc que la cepa que porta la clona pE27?. Una alternativa a
considerar es que posiblemente las condiciones de crecimiento y en particular las
fuentes de carbono como maltosa y galactosa. regulan los niveles de AMPc
producidos por las cepas complementadas con las clonas p33.10 y pXS3.7.

Debido a que las cepas complementadas con las tres clonas son mgdétiles en
placas que tiene peptona como fuente de carbono. suponemos en primer instancia
que la sintestis de AMPc producida por las clonas pE2. p33.10 y pXS3.7 no depende
de la fuente de carbono. Sin embargo. existe la posibilidad de que la maltosa o la
galactosa repriman la sintesis de AMPc producido por las clonas p33.10 y XS3.7, sin
tener cfecto en los niveles de AMPc producidos por la clona pE2. En este sentido,
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seria interesante elaborar dinadmicas de crecimfento de las cepas complementadas
con las clonas p33.10 y pXS3.7 en medios suplementados con lactosa y maltosa o
con lactosa y galactosa. para observar sl el crecimiento de las distintas cepas se
inhibe en estas condiciones, 1o que corroboraria el efecto represor de la maltosa o la
galactosa en los niveles de AMPc productdos por las clonas p33.10 y pXS3.7. Esta
observacién sugiere Que E. coli posee proteinas que en presencia de maltosa o
galactosa reprimen la transcripcién de los genes contenidos en las clonas p33.10 y
pXS3.7. En E. coli, 1a presencta de maltosa en el medio es monitoreada por la
proteina MalT, activador del operon mal (requerido para el catabolismo de maltosa).
mientras que la galactosa es monitoreada por las proteinas reguladoras GalR y
GalS. que regulan el catabolismo de galactosa. En este sentido. es posible que la
presencia de maltosa o galactosa en el medio active a las proteinas MalT y GalR o
GalS, para que éstas repriman la expresion de los genes contenidos en las clonas
P33.10 y pXS3.7. Por otra parte cabria la posibilidad de que la maltosa o la
galactosa, incluso alguin metabolito producto del catabolismo de estos azncares.
inactive mediante una modificacién alostérica a las AC codiflcadas en las clonas
p33.10 y pXS3.7.

Por otra lado, el hecho de que las cepas complementadas con las clonas pE2.
p33.10. y pXS3.7 son médétiles en placas que carecen de una fuente de carbono como
lactosa, maltosa o galactosa, suglere que los genes contenidos en las distintas
clonas se expresan en E. coli a un cierto nivel y que esta expresion es independiente
de la fuente de carbono empleada. Del mismo modo puede considerarse que no
obstante que el AMPc sintetizado apartir de las clonas p33.10 y pXS3.7 es suficiente
para activar la expresion del operéon flaAB, es insuficiente para activar los operones
catabélicos de maltosa y galactosa. Sin embargo, dado que los distintos genes se
encuentran clonados en el vehiculo pSK, es probable que en presencia de lactosa, la
transcripcién de las clonas p33.10 y pXS3.7 esté dirigida por el promotor del operéon
lac (Plac) del vehiculo. Cabria mencionar que el AMPc acumulado por las distintas
cepas se cuantificé en presencia de lactosa y que probablemente por esta razon los
niveles de AMPc acumulados por las cepas que portan las clonas p33.10 y pXS3.7,
son mayores que los niveles producidos por la cepa que porta la clona pE2. Esto
explicaria porqué las cepas que portan las clonas p33.10 y pXS3.7. aun cuando
producen AMPc en presencia de lactosa, no catabolizan maltosa y galactosa. Para
determinar si el Plac esta transcribiendo los genes contenidos en las clonas p33.10 y
PXS3.7, podriamos reclonar los fragmentos 33.10 y XS3.7 en ambos sentidos en el
PSK y posteriormente realizar dinamicas de crecimniento de las cepas
complementadas con las clonas p33.10 y pXS3.7 y sus derivadas en medio minimo
suplementado con IPTG (inductor gratuito del operon lac) y maltosa o galactosa

como anicas fuentes de carbono.



No obstante que el AMPc esta involucrado en numerosos procesos celulares
en Rhizobilum, poco se conoce acerca del mecanismo que regula los niveles de AMPc
en este grupo de bacterias. En E. coli, los niveles extracelulares de glucosa regulan
las pozas de AMPc atraves del PTS, sin embargo, en Rhizobiurn no se ha descrito un
sistema homédlogo. Incluso medlante la comparacion de secuencias de la AC1 de R
meliloti y 1a AC de E. coll, Peterkofsky y colaboradores (1993) proponen que la ciclasa
de R. meliloti carece de un dominio para la regulacién por PTS. Por esta razén seria
interesante analizar si fuentes de carbono como la galactosa y la maltosa estan

involucrados en regular los niveles de AMPc en R. etlt
La secuencia nucleotidica de la clona pE2 nos permitié identificar un marco

de lectura abierto que codifica una proteina que tiene una similitud del 74% y una
identidad del 54% con el gen cyaZ2 de R. meliloti. El peptido de 354 residuos de
aminoacidos es ligeramente mas pequerio que la AC2 de R. meliloti. que mide 363
residuos de aminoacidos, y a su vez, mayor que la AC1 de R. melioti. que mide 193
residuos de aminoacidos. El anailisis de hidrofobicidad de la AC2 de R. rmeliloti
reportado por Archdeacon y colaboradores (1995) rmuestra que esta proteina
presenta en la regién amino terminal tres posibles dominios trasmembranales que
estian conservados en la proteina codificada en la AC de R. etli Tales dominios
podrian estar involucrados con censar estimulos ambientales que eventualmente
mediaran su actividad ({Archdeacon et al., 1995). En el dominio carboxilo terminal
se encuentra el centro catalitico propuesto por Peterkofsky y colaboradores (1993)
(Figura 8). representado por un sitio de unién a ATP, que consesvan las AC1 y 2 de
R. meliloti y la AC de R. etli. Beuve y colaboradores (1993) definen cuatro motivos
altamente conservados en las adenil ciclasas de la clase lII. Tales motivos se
encuentran conservados en la AC de R. etli (Figura 8), por lo que podriamos afirmar
que la AC de R. etli es un miembro de esta clase de ciclasas.

la secuencia obtenida aun presenta

En el caso de la clona p33.10,
ambigiiedades que estamos depurando y que por el momento nos han impedido
realizar un analisis concluyente. Distintos analisis de tipo BLAST o FASTA aun no

indican homologia del fragmento 33.10 con alguna secuencia reportada en las bases
por medio del programa MOTIFS de GCG, logramos

de datos. Sin embargo,
identificar en el primer marco de lectura un motivo de union a ATP/GTP. similar al
que presentan las AC de la clase II, lo que podria Indicar la presencia de una AC en
esta clona.
La clonacién de los genes cyal y cya2 de R. melilot! permitié la generacién de
Esta mutante acumula AMPc en

una cepa doble mutante cyal-cyal2~
concentraciones similares a los niveles alcanzados por la cepa silvestre y demostré

que los genes cyal y cyaZ no son esenciales para el desarrollo de R. meliloti en vida
libre ni en simbiésis (Archdeacon et al., 1995). En ese trabajo también se sugirié la
existencia de un tercer locus tnvolucrado en la sintesis de AMPc en R. meliloti Al
parecer la misma situacién se presenta en R. etli, ya que la mutante cya™ obtenida
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en este trabajo, no presenta alter en su cr 1to en vida libre. quedando
por establecer su fenotipo en simbfosis. La identificacién de tres genes cya de R. etli
posibilita la obtencién de cepas mutantes de Rhizobium deficientes totales en la
sintesis de AMPc, que permitiran establecer en forma precisa el papel del AMPc en
este importante grupo de bacterias.

La identificacién de distintas proteinas encargadas de sintetizar AMPc en R.
melilotl y R. etll obliga a cuestionarse: ¢Porqué Rhizobium presenta tres, o quizas
mas, adentil ciclasas distintas?. Rhizobium no es el unico genero de bacterias que
presenta mas de una AC. En Stigmatella aurantiaca se han descrito dos genes que
codifican para AC distintas que pertenecen a las ciclasas de la clase Il (Danchin,
1993 A}). En la cianobacteria Spirulina platensis se identificaron. mediante la
complementacion de una cepa de E. coli cya, tres clonas distintas que codifican
para adenil ciclasas. La secuencia de una de ellas describe una proteina con las
caracteristicas de las ciclasas de la clase III (Yashiro et al.. 1996). En la
clanobacteria Anabaena sp. cepa PCC7120 se describieron recientemente cinco AC
codificadas por genes cya distintos. Las cinco proteinas aparentemente pertenecen a
las ciclasas de la clase I (Katayama y Ohmori, 1997). No obstante, en ninguna de
estas bacterias, incluyendo a Rhizobiumn, se ha logrado involucrar a las distintas AC
con una funcién en particular. Dada la relevancia del AMPc en el control de
diversos procesos celulares en Rhizobium. asumimos que los niveles de AMPc deben
de estar rigurosamente regulados en esta bacteria. Una altermativa a este problema
podria ser tener distintas AC con diferentes capacidades para sintetizar AMPc, que
se activaran en condiciones de crecimiento particulares. Rhizobium es una bacteria
que tiene la capacidad de diferenciarse a bacteroide cuando entra en simbiosis con
una planta leguminosa. Este doble tipo de vida requiere de mecanismos especificos
que le permitan adecuar su metabolismo a las exigencias del medio. En este
sentido. no es arriesgado suponer que las distintas AC de Rhizobium le permiten
contender y regular diferentes procesos en distintas condiciones de crecimiento. En
el presente trabajo describimos la existencia de tres sistemas gencticamente
distintos para la sintesis de AMPc en R. etli. Sin duda la generacién de la cepa
triple mutante nos ayudari a comprender el papel del AMPc en Rhizobium, ademas
que nos permitira definir sl R. etli posee mias de tres sistemas alternativos para

sintetizar AMPc.
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SALIR GE LA BIBLIOTECA

PERAPECTIVAS
Continuando con el desaryvollo del proyecto se realizaran los siguientes

experimentos:

Depurar y analizar la secuencia del fragmento 33.10.

Secuenciar el fragmento XS3.7 y realizar ¢l analisis correspondiente.

Para determinar st existe un patrén diferencial de expresiéon de los genes cya
de R. etll, se construiran fusiones trascripcionales en las clonas p33.10 y pSX3.7
con el reportero lac?Z; éstas se emplearan para generar cepas mutantes cya- de R.
etlt. Se cuantificara la expresion de las distintos genes en diferentes condiciones de
crecimiento, en distintas fuentes de carbono y nitrégeno. para definir su papel en la
represion catabélica. en fase estacionaria y en la simblosis.

Construccién de una cepa triple mutante de R. etli, cuantificacién de sus

niveles de AMPe, caracterizacion fisiolégica y evaluacion de su fenotipo simbicético.
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APENDICES

1 LB
Peptona de Caseina 10 gr.
Extracto de Levadura 5 gr.
NacCl 10 gr.
Agua c.b.p. 1000 ml
{Solido: agar bacteriolégico 15 gr.})

2 M9
NazHPO4 6 gr.
KH2PO4 3 gr.
NacCl 0.5 gr.
NH4Cl 1 gr.
Agiar 15 gr.
MgS04.7H20 (1 M) 1 ml .
*Glucosa 20% (w/v) 10 mi -
Agua c.b.p. 1000 mi1

1ml

=* TYamina 1 mg/ml

{Solido: agar bacteriolégico 15 gr.)
* La glucosa puede ser sustituida por la fuente de carbono deseada en la misma

concentracién.
** la tiamina (estéril por flltracién) se adiciona después de autoclavear.

3 Agar MacConkey

Peptona de Caseina 17 gr.
Sales Billares 1.5 gr.
5 gx.

NacCi
Rojo Neutro 0.03 gr.

Cristal Violeta 0.001 gr.

Agar Bacteriolégico 13..5 gr.

Agua c.b.p. 1000 ml
4 PY

Peptona de Caseina 5 gr.

Extracto de Levadura 3 gr.

Agua c.b.p. 1000 ml

(Solido: agar bacteriolégico 1S gr.)
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5 Medio Minimo Rhizobium

MgSO4 0.1 ar
K2HPO4 0.22 gr
Ac. Succinico 1.18 gr
Agua c.b.p. 983 ml
Ajustar el pH 6.8
Autoclavear
Agregar:
CaCl2.2H2 O (1M) 1 ml
FeCl13.6H2 O (0.005 mg / ml) 1ml
NHaCI1 (10%9) 4.87 ml
(Solido: agar bacteriologico 15 gr.)
6 Buffer TE (50:20)
Tris-HC1 (pH 8) 2 M 2.5 ml!
EDTA (pH8)0.5 M 4 ml
Agua 93.5 ml
7 Solucién I
Glucosa 0.5 M 10 ml
EDTA{pH 8) 0.5 M 2 ml
Tris-HC1(pH 8) 2 M 1.2ml
Agua 86.7 ml
8 Solucién I
NaOH 10N 2 ml
SDS 20 % (w/v) 5ml
Agua 93 ml
9 Solucién IO
Acetato de Potasio 5 M 60 mi
Agua 40 ml
10 TAE
Trizma-base 4.8 gr.
Acido acético 1.1 ml
EDTA (pH 8) 0.5 M 20 ml
1000 ml

Agua c.b.p.




11 8S8C
Soluctéon 20X

NacCl 175.3 gr.
Citrato de sodio 88.2 gr.
Agua c.b.p. 1000 mi

(Ajustar el pH a 7 con NaOH)

12 Buffer de Ensayo para la cuantificacién del AMPc

Tris-HCI (pH7.5) 1 M 5 ml

EDTA (pH 7.5) 0.5 M 0.8 m!

Agua c.b.p. 100 mi
13 PL de Agar

Peptona de Caseina 1%

Cloruro de Sodio 0.8%

Agar 0.3%

Las cajas de petri se llenan casi hasta el borde.
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