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CARACTICIUZACIÓN MO.LBC'ULAR DE LAS ADENIL CICLA&AS DE 
Rhfs Jr'unaetH 

Las bactertas de Ja familia Rhtzoblaceae son capaces de reducir el nitrógeno 
atmosfertco durante una relación stmbtótlca con plantas leguminosas. En esta 
compleja Interacción, el patrón de la expresión génica en an1bos organisn1os sufre 
cainbtos drásticos. La naturaleza de las señales involucradas con este proceso 
diferencial de la expresión génica no han sido aclaradas. En otras bacterias Gram 
negauvas como E. colt. el AMPc y su proteína receptora (C.RP). fonnan parte de un 
sistema mulUgénlco de regulación. el cúal tiene por función regular la 
transcripción de un amplio número de operoncs involucrados con numerosas 
funciones celulares. como la regulaclón de la represión catabóUca. En algunas 
especies de Rhtzobiurn.. el AMPc se ha bnpllcado en el control de funciones celulares 
tales como: represión catabóUca. regulación de la asimilación de amonto durante Ja 
simbiosis. regulación del metabolismo de hidrógeno. etc. Sin embargo. la carencia 
de cepas de RhizobtUITl deficientes en la síntesis de AMPc ha ilnpedido discernir en 
forma precisa el papel del nuclcóttdo en estas bacterias. La adenil ciclasa. producto 
del gen cya es la enzima encargada de sintetizar el AMPc. En el presente trabajo 
presentamos la clonación de tres distintos genes cya de R. etli por n1edJo de Ja 
completJnentacfón de una cepa mutante de E. colt cya- con ADN procedente de un 
banco geriómico de la cepa CE3. Inicialmente se aislaron cuatro cósmfdos que 
permiten el crecimiento de la mutante en lactosa. No obstante que Jos cuatro 
cósmldos (pTS934. pTS933. pTS1179 y pTS1190) presentaron patrones de 
restricción distintos. experimentos de hibridación permitieron determinar que los 
cósmidos pTS933 y pTS 1190 estan sobrelapados. ya que comparten al menos dos 
fragmentos EcoRJ de 2 y 1.2 kb. A partir de estos cósmldos se delimitaron las 
clonas pE2. p33.10 y pSX3.7. que contienen fragmentos EcoRI de 2. SaU de 2.8 y 
Smal/X71ol de 3.7 kb. respectivamente. Estas clonas le confieren a la mutante la 
capacidad de crecer en lactosa. ser móviles y recuperar la senstbllidad a fosfomicina 
y sertna. Las cepas con1plementadas fueron capaces de sintetizar y acumular AMPc. 
La secuencia de la clona pE2 permitió idenUflcar un marco de lectura abierto que 
codifica una proteina de 364 residuos de ain.lnoáctdos que tiene una similitud del 
74% y una identidad del 54% con el gen cya2 de R. melilotL ademas de presentar 
firmas descritas en otras adenil ciclasas. La Inserción de un casette l<nl-lacZ en la 
clona pE2. permitió Ja generación de una mutante cya- de R. ecli. Esta mutante no 
presentó diferencias con Ja cepa silvestre en los fenotipos analizados. Estos 
resultados indican que la adenfl ciclasa codificada en la clona pE2 no es esencial 
para el crecimiento de R. etU en vtda Ubre. 



Dn'llODUCC261f 

Las adenll cfclasas son las enzimas que slntettzan el AMPc (éldenosln 3º.5"­
monofosfato cicUco). El AMPc es una mo16cula que Uene un papel universal en la 
regulación de Importantes procesos biológicos. Se le ha descrito tanto en 
procariontes como en eucarlontes. y sólo en plantas y arqueobactertas su 
existencia permanece en discusión. En bacterias. el AMPc participa en la 
regulación de diversos proceSos celul~s Via CRP {proteína receptora del A1\.1Pc). En 
eucartontcs. el AMPc funciona como un segundo mensajero que media la respuesta 
celular a estímulos ambientales como las hormonas. Distintos receptores de 
hormonas se encuentran acoplados a las adenU ctclasas a través de proteínas G. 
Las adenll clclasas incrementan los niveles intracelulares de AMPc luego de ser 
activadas por las proteinas G. El AMPc activa a· proteincinasas generalmente 
constituidas por tetrámeros de dos subunidades regulatorias, capaces de unir 
AMPc. y de dos subunldades catalíticas. La unión del AMPc a las subunldades 
reguladoras induce la disociación de la holoenzlma. y Ubera las subunidades 
cataliUcas activas. las cuales, vía rosfortlactón de proteinas especificas. actúan 
como efectores de actividades enzUnáUcas y en la expresión de genes. 

La importancia del AMPc y su amplia distribución 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 reacción que utiliza ATP como 
substrato. Esta reacción Introduce un enlace fosfodfester entre los extremos 3' y 5' 
del azúcar del nucleóttdo. La degradación del AMPc corre a cargo de una enzima 
Cosfodfesterasa de AMPc. que rompe el enlace fosfodiester para producir adenoslna 
s--monofosfato (AMPJ. En la célula los niveles del AMPc están regulados por Ja 
actividad de ambas enzimas y por su excreción al medio. En Escherichia coli, la 
síntesis, aún más que la degradación. es el factor determinante en la concentración 
intracelular del AM"Pc (Magasantk y Nefdhardt, 1987). 

Son escasos los reportes que describen aspectos estructurales de las AC. 
principalmente porque se sintetJzan a muy baja concentración y son nluy 
Inestables durante su purificación. Stn embargo. ha stdo posible clonar y 
secuenciar el gene cya que codifica para la AC en distintos organismos. desde 
bacteJ1as hasta vertebrados superiores. A partir de Ja secuencia proteica deducida 
se han logrado identificar características Importantes de esta fa..inlUa de proteínas. 
Danchln ( 1993 A) clasifica las distintas AC descrttas en tres clases de acuerdo a 
características comunes presentes en la secuencia proteica: la clase l Ja forman 
enzimas relacionadas con tas AC entcrobacterlanas, la clase 11 la componen las AC 
toxicas aisladas de bacterias patógenas: y la clase 111 se encuentra constituida por 
ciclasas de eucariontes y de algunos procariontes. 
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C.._ •· .... AC eaterobactertaa.a 
La.a enzimas de la clase 1 son proteinas presentes en bacterias Gram 

negativas. como E. colt. Sabnonella thyphhnurturn. Envlnia chrysanthemi. Yersil1ia. 
intermedia. Yerstnta pestts. Past.curella multoctda. Aereomonas hydrophtla !J 
Hae1110phau.s tr¡Jluenzae rI"abla 1). Estas proteinas están representadas tiplcamente 
por la AC de E. coll. la cual consta de 848 residuos de amtnoáctdos, uene un punto 
tsoeléclrlco de 6.1. y es rica en residuos de clstetna e hlstldtna. Estas proteínas 
presentan dos dominios funcionales. el dominio catalitlco ubicado en el extremo 
antlno terminal. y el dominio regutator1o ubicado en el extremo carboxilo terminal. 
el cual se regula por la proteína membranal lllGk. componente del sistema de la 
fosfotra.nsferasa de azúcares (PrS). El análisis de predicción de estructuras 
secundarias rnuestra que Jos primeros 395 residuos de aminoácidos, que 
corresponden al dominio cataliUco, presentan un 42 % de a-hélices, mientras que 
el resto de la molécula sólo presenta un 19 % de a-hélJces. El perfil de hidropatía 
no revela características típicas de proteinas de membrana (Danchin. 1993 A). 

Por otra parte, mientras que los genes enterobactcrlanos conservan 
características idénticas a las descritas para el gen de E. coli. como lo son: un 
atípico codón de inicio ('TI"G). dos promotores en la región reguladora, un motivo 
conservado de 18 nucleóUdos que sobrelapa con el sitio de unión a rtbosoma y que 
podría estar Involucrado en algún proceso de control lraduccional. asi como los 
genes corriente arriba y abajo (heme y cyaY. respectivamente). Los genes de P. 
multocida. A. hydrophUa y H. influenzae, presentan diferencias en lo referente al 
entorno genético y carecen del motivo de 18 nucleóUdos. Estos datos indican que 
la regulación de la actlvtdad enz1InáUca de esta clase de enzimas está cansen.rada 
en las bacterias entéricas. mientras que la expresión de los genes cya. podría ser 
diferente en las distintas bacterias (Danchin, 1993 A). 
Cla.e U. Laa AC toz:la .. 

La clase ll la componen las AC de las bacterias patógenas Bortedella 
pertussts. B. broncltiseptica y BaciUus a.nthracis (Tabla l). En estos organismos Ja AC 
son toxinas que contienen un dominio catalítico activable por caln1oduUna (CaM}. 
proteína presente sólo en eucartontes (LepJa. 1982: Goldhammer y Wolff. 1982). 
Estas bacterias excretan la toxina que posteriormente se introduce en el hospedero 
eucartonte. Una vez dentro. el dominio catalítico de la AC se activa por CaM y 
aumenta los nivele~ de AMPc, lo cual desajusta dfsttntos procesos celulares 
(Hansk.I y Forfel. 1985: Wefs y Hewlett. 1986}. 

El gen cyaA de B. pertussis codifica una proteína de 1706 residuos de 
aminoácidos con un peso aproximado de 200 kD. Los primeros 400 residuos de 
aminoácidos del amino terminal contienen la acttvtdad de ciclasa dependiente de 
CaM. mientras que el resto de la n1olécula contiene el dominio responsable de la 
acUvidad hemolítica de la toxina. razón por la cual a esta proteina se la ha dado el 
nombre de ciclolistna (AC-Hly) (Glaser et aL. 1988). Se desconoce el mecanismo 
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mediante el cual la AC-Hly se introduce en el hospedero. sin embargo. se cree que 
extste algún receptor en la membrana de la celula eucartonte que permite el 
transporte de la toxina. El gen cyaA de B. bronchtseptk:a coclifica una proteína de 
1705 residuos de aminoácidos que tiene un 98 ºA> de identidad con la AC-Hly de B. 
pertu.ssts. Ambas adenll ctclasas conservan dominios idC-nllcos para la actividad AC. 
unión a CaM. y unión a ca2+ (Betsou et aL. 1995). 

El gen cya de B. a.nthracts. que codifica la toxina conocida como íactor de 
edema (EF). se encuentra en un plásmldo junto con los genes que codifican para la 
tox:lna llamada factor letal (LFJ y la proteína acarreadora .. antígeno protector .. (PA). 
PA es una proteína extracelular de 83 kD que se requiere para la lnternallzación de 
EF y LF en la célula hospedera. se piensa que PA se une a receptor de membrana en 
la superficie de la célula eucartonte y que posteriormente contacta a LF o EF 
íormando un complejo que es lntemalizado por endocltosis. La AC de B. anthracis 
es una proteína de 800 residuos de aminoácidos con un punto lsoeléctrico de 5.9 y 
un peso aproximado de 89 kD que muestra tres segmentos detlnidos. Et primero. 
Iniciando por la reglón amino terminal. es un péptido señal. que permite la 
excreción de la proteína: el segundo corresponde al dominio de unión a PA. y en el 
tercero. ubicado al centro del pépUdo. se encuentra el dominio responsable de la 
actlvtdad de AC. finalmente. en el extremo carboxilo terminal se encuentra una 
reglón de función desconocida CI"lppetts y Robertson. 1988: Danchln. 1993 A). 
C1-e ID. Laa Clclaa .. UnlYe...alea 

La clase 111. también conocida como la clase .. Unlversar. está constituida por 
adenll y guantl ciclasas de procariontes y eucartontes. Desde un punto de vista 
e~tructurat se han descrito dos grupos principales de guanll ciclasas (GC). El 
primer grupo lo constituyen proteinas multimt!ricas transmembranales que 
presentar. tres dominios: un dominio con actividad de cinasa. un dominio 
catatillco y un dominio receptor de pt!ptidos natrturéticos (péptldos de tamaño 
variable. entre !¿8 y 152 residuos de aminoácidos. que funcionan como horn-ionas 
en organismos superiores y cuyo papel se vincula a la regulación de fluidos 
corporales). El segundo grupo lo íorman enzimas heterodtméricas cltoptasmiltlcas 
que contienen dos subunidadcs de 78 y 82 kD, cada una posee un doininio 
catalítico carboxUo terminal y un grupo prostéUco heme. En el caso de las AC se 
han descrito dos grupos principales. clasificados en base a su composición 
estructural. El primer grupo lo forman proteínas que presentan duplicaciones del 
dominio C"atatittco en el mismo pCpUdo acoplado a varios St"~n-ientos 

transmembranales. tal es el caso de algunas ciclasas de mamíferos: el segundo 
grupo lo constituyen proteinas que presentan un único dominio catalitico en el 
extremo carboxilo terminal fusionado a una variedad de diferentes dominios con-io 
es el caso de la enzima de Saccharomyces cercuisiac (Danchln 1993 A: Bar¿u y 
Danchln. 1994). 

4 



En el caso de las adenU ciclasas de origen bacteriano. se han clonado y 
secuenciado Jos genes codlflcantes en Anabaena ctllndrtca. Anabaena sp .• 
Brevtbactertuni Uquefactens, Sptrullna platensis, Streptomyces coelicolor, Stigmcúella 
aura.nttaca. y Rh.tzobtunt tneltlott.. Excepcionalmente en s. auranttaca. y R. melllotl se 
han descrtt:o dos AC pertenecientes a la clase 111 y codtOcadas por genes dJsUntos. 
mlent:ras que de Ja cepa PCC7120 de Anabaena sp. se han aislado cinco AC 
distintas que ta.nlbién pertenecen a clase 111 rrabla l). 

Tabla 1: Adend C&claaas Bact~rlanas 
Eseecfe Gen Clase Tania.illo en aa Referencias 

Escherlchla oall 
SabnoneUa thyphinwrlwn 
Er-wúUa chysanthemi 
YerstnU;z tntennedta. 
Yerstnta. pest:ts 
Pasteure«a. muUocida 
HearnophJlus "'1luenzae 
A~ hydrtph.tJa. 
BacUh.Ls antllTCICiS 
Bordelella pert«Ssts 
Bordetella bronchtsepUcQ 
Rhtzobtum meWotl 

Ana.ba.ena ct.lindrica 
Ana.baena sp. 

C!Ja -C!JQ 
cua 
C!JQ 
C!Ja 
C!Jª 
C!JQ 
C!JQ 
cyaA 
C!JaA 
cyal 
cya2 
"'Jª cyaA 
cyaBI 
cyaB2 
CIJaC 
cyaD 

Breutbaclert.wn liquefodens cya 
Splrulina platensis cya.A 
Streptomyoes coellcQlor cya 
Stigmatella auranttaca cyaA 

C<JaB 

• stn publicar 

EYolucf6n de Jaa adenll de..._ 

J 
1 
1 
J 
J 
J 
J 
1 
11 
11 
11 

"' 111 
JU 
JU 
111 
JU 
111 
111 
111 
111 
UJ 
111 
111 

848 
419 
851 
848 
850 
838 
843 
843 
800 
1.706 
1.705 
193 
363 
502 
735 
859 
860 
l.115 
546 
403 
494 
381 
212 
202 

Roy y DanchJn C 1982J 
Wangetal(19Bl) 
DanchJn y Lerucn ( 19SSJ 
Glaseretar 
Glasrretar 
Mcx.·k et al (1991} 
Doroclcz et. al (1993) 
Trotot erar 
Escuyer et al ( 1988) 
Glaser et al (1988) 
Betsou et al ( 1995) 
ffiely y o·cara ( l 983J 
Archdeacon et al ( 19951 
Katayama et al ( l 995J 
Katayama y Ohmor1 { 1997) 
Katayama y Ohmon { J 997J 
Katayam.a y Ohmon { 1997) 
Katayama y Ohmon C J 997) 
Kntaynma y otunon ( l 997J 
Pete~ et al (1991) 
Yashiro et al ( 1996) 
Oanchin et al ( 19938} 
LubochJnsky et al• 
LubochJnsky et al• 

Como se ha descrUo anteriormente. las AC constituyen una famUfa 
heterogénea de proteínas mulUdomfnJos agrupadas en tres clases perfectamente 
definidas por su caracterisUcas cataliUcas. Sin embargo. dentro de cada clase 
extste una gama de dominios asoctados·a] segmento cataliUco. que posiblemente 
ejercen diferentes acUvtdades reguJadoras. Lo anterior ha Uevado a postuJar que 
evoluUva.filente las adenU cJclasas son un claro ejemplo de Ja construcción modular 
de proteinas (Danchfn. 1993 A; Barzu y Danchin, 1994}. 

Dentro de las adenfl clcJasas. sin duda las enzimas de Ja clase l son las 
proteínas que tienen mayor slmUftud en cuanto a organización estructural y 
secuencia. mostrando en el peor de los casos un 55 o/o de similitud a nivel de 
aminoácidos. A n.lvel de ADN los cambios ocurren principalmente en Ja tercera 
posición de los codones. predominando las transverstones sobre las transiciones. 
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La comparacfón de Jas secuencias de aminoácidos de Jos dominios catalitJcos 
contra las secuencias reportadas en Jos bancos de datos no revela sJmJJftudes 
sfgnfOcatJv:as con alguna proteina descrita. Unfcamente se detecta una sfmUftud 
escasa con la subunJdad alf"a de ATPasas y en sus primeros 112 residuos se parecen 
Ugeramente a proteinas que unen pfrof'os(ato {como tRNA sfntetasasJ. Estas 
sfm.llar1dades son fnsuftcfentes para proponer que las adenU cJclasas de esta clase 
ttene su ortgen en las proteinas que unen ATP. Danchfn (1993 AJ empleó Ja 
secuencia del dornfnto catalftico de las enzimas de E. coll. S.. dtyphtrnurturn. E. 
chrysanthemt. Y. Intermedia. >~. pestis. y P. multoctda para generar un árbol 
flJogenéUco (Figura l). Las AC de E. coll y S. thyphirnurlurn. se encuentran en el 
rn.J.smo gn.Jpo. al igual que las proteinas de las dos especies de Yerstnia... La enztma 
de E. cluysa.n.themt es cJarainente distinta a ainbos grupos al fguaJ que la proteína 
de P. multocida. que es stn duda la más distante de la clase. Las relacfones 
fiJogenétfcas generadas cofncfden con Ja JlJogenfa propuesta por los ta...."Cónomos. 
para eJ grupo de las enterobactelias . 

.-..... r--------------- P. rnultocida 

.-----------~E.chrJ19anthenai 

...------ Y. pestis 

'------ Y. intennedia 

s. typhimurium 

E. coli 

Figura J: Arbol tllogeneuco de las adcnil clclasas de la clase l rTomado de OanchJn. J 993 AJ. 

En el caso de las AC de Ja cJase JI. se han descrito únicamente tres proteínas 
provenfentes de las bactenas patógenas B. anthracls (Gram posftfva). B. pertussis. y 
B. bronchisepttca (a.inbas Gram negatJvas). Un rasgo caracteristJco de estas enzimas 
es que se acuvan por CaM. protei.na típJcarnente eucartonte. Esta dependencJa por 
CaM las hace muy Jnteresantes ya que podria suger:frse que las AC de Ja clase IJ 
tienen un orlgen eucar:fonte (DanchJn. 1993 AJ. Desaíortunadamente. y pese a que 
se han descrito numerosas proteínas eucariontas dependJentes de CaM. se conoce 
muy poco acerca del mecanJsmo de acUvacJón por esta proteína. Por otra parte. no 

6 



obstante que las AC de B. anthracis y de B. pertussis no presentan gran slmtlftud u 
lo largo de todo el pépUdo. Ja comparación de las regiones catalíticas de ambas 
enztrnas permitió Ja ldenttficactón de cuatro regiones conservadas c-1ue 
aparenteinentc están involucradas con la catálisis y la actJvacfón por caln1odulfna. 
La primera región Uene una secuencia sfJntlar a la encontrada en estructuras de 
tallos y asas tipica de proteinas que unen ATP o GTP y se les involucra con la 
unión del nucJeótJdo. La segunda región. tlene slmJlltud con la región catalítica de 
las enztma.s 6-fosfofructoctnasas. Las otras dos regiones conseivadas no muestran 
sbnilltud slgntflcattva con alguna proteína descrita (Danchtn.1993 AJ. 

Sin duda. las enzimas de la clase 111 conforman el grupo más diverso dentro 
de la CamHia de las adentl ciclasas. La clase universal incluye a las AC y GC 
euca..r1ontas y a las AC procartontas. Tal como ocurre en las ciclasas de las clases l 
y 11. el dominio cataliUco de estas enzimas se encuentra asociado a diversos 
domtnfos que presentan distintas funciones. Sin embargo, la comparación de Jos 
dominios catalíUcos ha permitido la identlflcación de al menos cuatro secuencias 
especiftca.s para esta clase de enzimas. Estos motivos están probablemente 
Involucrados con la reacción de clcllzación más que con la discriminación del 
substrato (ATP o GTP) ya que estos mouvos se conservan en las adenfl y guanil 
ctcJasas. Beuve y Danchtn (1992) demostraron que mutaciones puntuales que 
abaten Ja síntesis de AMPc en una de las adenil ciclasas de R. meliloti le confieren 
la capacidad de sintetizar GMPc. La mutación no sólo permitió identificar 
secuencias Involucradas en Ja· actividad catalítica. si no que tanlbtén evidenció 
cómo es que una AC puede generar una GC. Ambos tipos de enzimas comparten 
como caracterisUca común el poseer un dominio catalítico único ubicado en la 
región carboxtlo terminal. Danchin propone, basado en estas evtdencfas. que 
aDlbas protelnas poclrian haberse originado de un ancestro común que presentaba 
acttvtdad de ciclasa de nucleóUdos purintcos trffosfatados. Así mtsmo~ sugiere que 
probablemente exJstió una proteína ciclasa con acth."idad dual que sintetizaba 
tanto AMPc como GMPc y que precede a la separación de Eubacterias y 
Eucartontes. Lo anter1or conduce a pensar que originalmente la función del AMPc 
podria diCerfr del papel actual de segundo mensajero. 

Aún resulta controversia) el establecer relaciones filogenéUcas entre las 
distintas clases de adenfl clclasas. alternativamente puede proponerse que no 
existe nt.nguna relación filogenéUca dentro de esta fa.intUa de proteínas y que se 
trata de un caso particular de evolución convergente. en el cual las dfsUntas clases 
de AC se or1g:inaron tndependfentemente. Los datos de crtstalografia de las AC. 
aunado a Ja determinación de un mayor número de secuencias de genes cya en 
distintas bacterias. permftfrá establecer filogenias convincentes (Danchln.1993 A). 
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11:1.. AMPe EN BACTERIA& ENTÉRICAS 
Le Red de Re ..... cl6D Global AMP<:-C-

Muchas acUVidades bacter1anas tnvolucran la partJctpacfón coordinada de 
gran cantidad de opcrones. Jos cuales están organizados en sistemas multJgénfcos 
de regulación denominados .. Redes de Regulación Global"" o -Redes Reguladoras-. 
En algunos sistemas de este Upo. la regulación de la expresión génica de Jos 
distintos operones controlados es llevada a cabo por una proteína reguladora 
común (actfvador o represor). Usualnlente las proteínas reguladoras tnteractuan 
cUrectamcnte con el ADN en secuencias part:Jculares comunes a todos Jos operones 
miembros de Ja red para llevar a cabo su función. acuvadora o represora segun sea 
el caso. A este conjunto de operones regulados coordtnadamente se les ha dado el 
nombre de -Regulón-. En otros sistemas Ja red está definida por un f"actor sJgmn 
alternativo que reprograma a Ja ARN polimerasa para que reconozca ünican1ente 
los promotores de los operones miembros de Ja red. En algunos otros casos se 
involucra tanto la participación de proteínas reguladoras como de f"actores sigma. 
Comúnmente. Jos operones de un regulón cod.J.flcan para distintas proteínas cuyas 
Cunctones estan relacionadas y pueden expresarse coordinadamente bajo 
c-trcunstancfas particulares dadas por caJnbJos en el ambiente. 

Entre las redes de regulación global Jnvolucradas en la respuesta de bacterias 
entCrtcas a la ltmitaclón de carbono se encuentra la red AMPc-CRP. cuyos 
elementos como lo indica su nombre son: el AMPc. el cual f"unciona como señal 
metabólica: la proteína CRP (proteína receptora del AMPc). también Uamada CAP 
(protelna acuvadora del cataboUsmo). o CGA (acUvador de genes catabóUcosJ que 
lleva a cabo la actividad reguladora. Los operones so1ncUdos a este tipo de 
regulación suelen ser. aunque no siempre. operones involucrados en la utfllzacJón 
de fuentes secunda.r1as de carbono y poseen en su región reguladora una secuencia 
nucleot.idlca comün para el reconocimiento y un.tón de CRP. En E. coli esta red es 
en parte responsable del f"enómeno conocido como .. Represión CatabólJca"". que 
aunado a otros Ccnómenos como Ja ""Represión Transitoria"" y Ja .. Exclusión 
Inducida .. conCorman el llamado ""Efecto Glucosa-. El ef"ecto glucosa describe Ja 
acción .tnhJbftorta que ejerce el metabolJsmo de la glucosa sobre el cataboUsmo de 
Cuentes secundar.tas de carbono. Por medio de este ef'ecto la bactelia asegura la 
pr.tor1dad de Ja glucosa como Cuente prtncJpal de carbono y energia. En la represJón 
transftorta se observa una severa fnhlbicJón de la síntesis de enzimas catabóUcas 
inducibles. ante la adición de glucosa a un cultivo de bacterias que crece en una 
fuente de carbono secundarfa. En la exclusión tnduc.tda. la presencia de glucosa 
impide la entrada de otros azúcares a la bacteria. al tnacUvar sus penneasas 
(Magasantk y Neldhardt. I987J. 
El complejo AMPc-C-

La proteina CRP se descubrió a prtnctpJos de los 70-s (Emmer et aL. 1970: 
Zubay et aL. 1970; Anderson et aL. 1971). sin embargo. es hasta Jnictos de los BO"s 
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que fue post ble clonar y secuenciar a crp. el gen codiflcador en E. coli (Alba et al .• 
1982). La cr1stalografla de rayos X determinó que CRP es una proteína 
hornodtnlér1ca constituida por subunidades de 209 residuos de a..ntinoácidos. con 
un peso aproximado de 23,619 O (McKay et al., 1982; Weber et aL, 1987). 

Cada subunidad posee dos dominios. El dominio amino terminal. 
constituido por los residuos 1 aJ 135. contiene tres a hélices y 8 hojas p plegadas 
en las que se encuentra los siUos de unión al AMPc (McKay et aL. 1982: Weber et 
al .• 1987). El dominio carbox:ilo tenninal incluye lo residuos 136 a 209 y se 
constituye pr1ncipa.lntente por tres a hélices y 4 hojas P-plegada. En este dominio 
se encuentra el motivo hélice-vuelta-hélice que interacciona específicamente con el 
ADN (Stelz et al., 1982; Schultz et al., J990J. 

Cada dúnero interacciona con dos moléculas de AMPc. como producto de esta 
interacción se inducen cambios conformacionales que alteran Ja orientación 
relativa de ambas suburtidades, esto permite que el complejo AMPc-CRP se una al 
ADN en secuencias especiflcas (Kypr y Mrazek. 1985). Actuahnente se sabe que Ja 
unión de una molécula de AMPc al dimero es suficiente para incrementar la 
especlficidad de CRP por el ADN (Fr1ed y Crothers. 1984: Heiduk y Lee. 1989). Los 
motivos hClice-vuelta-hélice de cada subunidad del complejo se unen a dos 
secuencias simCtr:icas del .ADN en dos surcos mayores consecutivos. Los operones 
dependientes de CRP presentan estas secuencias específicas a diferentes distancias 
corriente arriba del inicio de transcripción, que varian entre -40 y -200. La 
comparación de 26 sitios de unión conocidos denota una secuencia consenso 
palindrómlca de 22 pb (AAA:lld'.[QATCTAG~TTTJ. en la cual el motivo ::.a:;IQA 
está altamente conservado en todos Jos sitios examinados (Berg y VonHippeJ, 
1988). 
La rej(lllacl6n tr&D8Cripclonal mediada por el complejo .AMPc-CRP 

El complejo AMPc-CRP activa la transcripción de algunos promotores y 
reprime la de otros. Los mecanismos en aJTibos casos son muy distintos, aunque 
generalmente tanto en Ja activación como en la represión el nivel de regulación 
está. dado al inicio de Ja transcripción. No se conoce otra función para el complejo 
AMPc-CRP diferente del control de la transcripción, aJ menos en E. coll (Adhya y 
Cargos, J982J. 
AcU-cl6a 

La activación transcrtpcional mediada por el complejo AMPc-CRP puede 
realizarse por mecanismos directos e indirectos. El complejo AMPc-CRP participa 
dtrecta.ntente en la activación transcripcional de aquellos operones que presentan 
en su región reguladora sitios de unión a CRP cercanos al inicio de transcripción. 
Ejemplo de Jo anterior son los promotores ga.lPI. lacPl. y mal7PI. donde el silfo de 
unión de CRP se sitúa en los nucleóUdos -41. -65. y -70 corriente aITtba del inicio 
de la transcripción. respectivamente. Los tres sitios están separados del siUo de 
unión de la polimerasa por un número entero de giros helicoidales del ADN. Lo que 
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sugiere que CRP debe de encontrarse en una posición estereoespecUlca con respecto 
de Ja ARN polunerasa. quizás debido a que existen contactos CRP-ARN poltnterasa 
stmJlares en los tres casos, que son requeridos para la activación (Collado-Vides el 
aL. 1991). En estos casos la parUclpactón del complejo AMPc-CRP es suficiente 
para activar la transcripción por la ARN poUmerasa. La activación de aquellos 
promotores que pS"esentan el sttfo de unión de CRP a mayor distancia comente 
arriba del inicio de transcrtpción. genera.Intente depende de la partJcJpacJón de CRP 
y un segundo regulador. tal es el caso de los promotores de araB. m.alE. papL En 
estos casos la partJctpactón de CRP puede considerarse como indirecta (Kolb el aL, 
1993). Crothers y Stettz (1992) proponen un modelo para el mecantsnio de 
activación directa de los promotores de galPJ y lacPl con base en evidencias como: 
el doblarnlento entre 90ª y 130ª. dependiente de la secuencia de unión de CRP. que 
suCre el ADN debido a su interacción con el complejo AMPc-CRP (Dripps y WarteJI, 
1987): la existencia de Interacciones proteína-proteína entre CRP y Ja ARN 
poUmerasa (Pinkney y Hoggett. 1988): y finalmente el doblamiento del ADN 
ligeramente mayor de 180ª observado en complejos CRP-ARN poUmerasa-ADN 
(Zlnkel y Crothers, 1991). Tal modelo propone que JnJciaJmente la ARN poUmerasa 
localiza un complejo CRP-AON e Jnteractúa con éste para formar un complejo. 
cerrado. Para esto se requiere que la polfmerasa interactüe con el ADN corriente 
abajo del stUo de unión de CRP, probablemente en la regfón • l O. y que 
posteriormente establezca contactos con CRP. Ambas interacciones contribuyen a 
que en la región corriente an1ba del sitto de unión de CRP se forme una vuelta. El 
establecimiento de esta estructura intennediarta es esencial para Ja rormación del 
complejo abierto. La transición del complejo cerrado al complejo abierto es asistida 
probablemente por tnteraccfones entre Ja poUmerasa y CRP. En el complejo abierto 
se observa que Ja vuelta Inicialmente f'orrnada se curva de forma tal que atrapa en 
su interior a CRP y a Ja poUmerasa. Finalment~. la energía almacenada en el 
doblamiento, aunado a la propensión del ADN por extenderse, colaboran a 
desestabilizar Jos contactos CRP-A..ON y CRP-poUmerasa. contribuyendo de esta 
manera a que la poJfmerasa Jogre escapar del promotor. 

Crothers y Steftz (1992) concluyen que CRP activa la transcrtpcfón alterando 
uno o más parámetros del tnfcJo de la transcnpción: por ejemplo, al parUcfpar en 
Ja captura de la polfmerasa, f"avorece Ja formación del complejo cerrado. 
Posterforrnente, CRP acelera Ja tson1crfzacfón del complejo cerrado al complejo 
abierto. Finalmente, al estimular la tasa de escape de la poltmerasa. da paso a Ja 
formación de un complejo de Inicio estable que se acompaña de Ja perdida de la 
subunidad sigma. Kolb y colaboradores (1993) proponen que los distintos 
promotores son activados diferencfalmente por CRP. es decir, que en ciertos casos 
CRP altera pref"erentemente algunos parámetros del fnfcJo de transcripción que 
otros, dependiendo de Ja arquitectura global de la región promotora y de Ja 
distancia entre su sitio de unión al ADN y el tnlcfo de transcripción del gen. De 
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esta forma se propone que CRP colabora en •a captura de la polfmerasa, ul 
favorecer preferentemente la forrnactón del compJ~o cerrado en aquellos promotores 
que presentan su sitio de unión centrado en ·41 <"> -65. ITl.ás que en aquellos casos 
en que CRP se une en -70. 

En Ja acUvac•ón Indirecta el complejo AMPc-C:RP coopera con otras protefnas 
reguladoras en la activación de la expresión de c::tertos genes. Un ejemplo de este 
tipo de activación se presenta en la expresión del lllC"'e,gulón mal en E. colL El regulón 
lncluyf" al menos 5 operoncs (rnalS. rnalZ. ma.IPQ. P"711CllEF'G. TTJalK. LcunB y maLW'J. los 
cuales codtf"ican para protefnas requeridas para la ut:tUzactón de maltosa y 
maltodcxtrtnas corno fuentes de carbono. El trarl:sporte de maltosa in,·olucra al 
menos cinco proteínas. MaJF. MaJG. MalE. MaJK, y LamB. El catabolismo de estos 
substratos requjere dos cnzjmas especificas. la ~mJlomaltasa y Ja maltodextrina 
fosCorilasa. codificadas por los genes rna.lQ y miczZP, respecttvainente (Schwart.z. 
1987). La. •nducc•ón que ejerce la maltosa sobre Ka transcripción de los distintos 
operones es mediada por la proteína acUvadora. .l\ialT. El gen malT. así como 
algunos otros miembros del reguJón. dependen ta.xr.a.bién de la acUvacjón mediada 
por el complejo CRP-AMPc. La cepas mutantes en los genes cya. crp y malT. son 
Incapaces de crecer en maltosa. Jo que tnd•ca q-..ie la expres•ón del regulón se 
controla a nivel transcrtpcional por Jos dos act:::l.'V'""adores. La activación de los 
promotores que pertenecen a los operones malE y .-n.alK dependen de CRP y MalT. 
Los promotores de ma1E y rnalK son divergentes y s~ encuena-an separados por una 
reglón Jntergénfca de 271 pb en Ja que se localizan S slUos de un•ón a MalT y tres 
slUos de unjón a CRP. estos UlUmos localizados eC"'l.tre los sjUos 2 y 3 de unJón a 
MaIT. Los sitios l y 2 de unJón de MalT están c~rcanos al promotor de malE. 
m•entras que Jos slUos 3. 4. y 5 se acercan al pi:-oinotor de malK. Posterior al 
descubrfmjento de los sitios 3. 4. y S. se encontraiL.r<>n tres sHtos mfts (de menor 
afinidad}, que se sobrelapaban con los anteriores, a Io:s que llamaron 3 ·. 4 ·. y 5 ·. La 
presencia del complejo AMPc-CRP. ocupando Jos tre=s sitios correspondientes, Uene 
dos ef'ectos: IJ Incrementa la unión de MalT a Jos sitios 1 y 2 cercanos al promotor 
de mal.E, y 2) Desplaza las tres proteínas MaJT. qu~ orlglna.lmente se encuentran 
un•das en los sitios 3. 4. y S. ubfcandolas en los sltie>s 3·, 4·. y 5', desde donde son 
capaces de acUvar el promotor del gen maUC. En es.te cuso el papel de CRP es la 
reub•cacfón de MaIT de un slt.Io lnacUvo a un s•tto ac=t.f.vo (RJchet et aL, 1991). 
RepresJ6n 

Los mecanismos de represjón transcrtpclon.a.l. mediados por el complejo 
AMPc-CRP pueden ser considerados de dos tipos: dlrec-.:os e in.directos. La represión 
directa ocurre cuando Jos sitios de un•ón del comp:;i.ejo AMPc-CRP se sobrelapan 
con los sftlos de unjón de Ja ARN polimerasa. lntcd"jrtendo de esta forma con Ja 
unión de Ja poUmerasa en Ja reglón pron1otora del op.erón en cuestión. Ejen1plos de 
este Upo de represjón se presenta en la c.xpresjón dell gen cyc:z y del operón gaL La 
reglón reguladora del gen cya de E. coll posee tres p::romotores. de los cuales el 

11 



pron1otor encargado de Ja expresión del gen (cyaP2J presenta ~n la región operadora 
una secuencia de untón para el complejo AMPc-CRP. Estudios de .. footprintfng"" 
den1ostraron que el complejo se une en la reglón operadora del promotor cubriendo 
el ADN entre las posiciones -20 y +11. lo que impide que la poUmerasa logre haC'cr 
contacto con la reglón promotora (Roy et af .. 1983). La expresión del npei-On gal ele 
E. coli depende de dos prornot·:'.'lres (galPl y galP2) an1bos suj~tos al C"ontrol dcal 
complejo AMPc-CRP; mtentras que galPl se activa. el galP"..2 se repr1n1e. El sltto de 
unión del complejo AMPc-CRP en la reglón reguladora. del operón gal sobrf!"lapa con 
el galP2 bloqueando de esta manera el acceso de la pollmerasa a la reglón -35 de 
este promotor (Adhya 1987). 

La represión indirecta puede realizarse por distintos mecanismos. uno de 
ellos se presenta en la regulación del gen crp en E. colL La expresión de crp se 
autoregula por el complejo AMPc-CRP. La reglón reguladora del gen posee dos 
promotores divergentes y un sitio de unión para CRP f!'"n Ja postctón +42 en relactón 
con el in.Jcio de tra.nscrtpción del ARNm de crp: et complejo AMPc-CRP al unirse a 
este sitio activa el promotor divergente. en la cadena opuesta del f!en crp, 
generando Ja síntesis de un ARNm anUsenUdo. Aparentement<'" existe una 
competencia entre los dos promotores por la unión de Ja ARN poUmerasa. que ante 
la presencia de AMPc y CRP. se favorece Ja unión de la poltmerasa en el promotor 
divergente en la cadena contraria al gen crp (Hanamura y Alba. 1991). 

Otro ejemplo de represión efectuada por el AMPc y CRP se presenta en Ja 
expresión de ciertos genes. Involucrados con el catabolismo de nucleósidos. cuyos 
promotores se regulan negaUva.rnente por CytR. Todos lo promotores dependientes 
de CytR presentan stUos de unión a CRP localizados a 40 pb -upstream- del intcto 
de transcripción. La transcripción de estos genes se reprtme cooperativa.mente por 
la unión de CRP y CytR en secuencias cercanas a la rel!ión promotora. La unión de 
CRP favorece mediante Interacciones proteína-proteína. que el represor directo 
Cyt.R se una en la reglón operadora del gen reprimiendo su transcripción (Soganrd­
Andersen et aL, 1991). 

LAS FUNCIONES REGULADAS POR EL AMPc EN BACTEIUAS ENTÉRICAS 
Si bien es cierto que al AMPc se le describió inicialmente por su papel en el 

control de la represión catabólica en E. coli. actuatn1ente son cuantiosos tos 
reportes en que involucran al complejo AMPc-CRP en la regulación de otros 
procesos celulares diferentes (Tabla 2). Cabe menclon..l.r que al~unos reportes 
acreditan al AMPc papeles independientes de CRP. por ejemplo: Unden y Guest 
(1984) describen que E. coli requiere de AMPc pero no de CRP cuando crece en 
condiciones de anaerobfósts en un medio con glucosa. Observan que n1utantes 
deficientes en la síntesis de AMPc detienen su crecimiento bajo estas condiciones. 
mientras que n.1utantes defecUvas en CRP continúan creciendo. Por otra parte. se 
reporta que el AMPc interactúa con la proteína DnaA modlftcandola 

12 



alostérlcan1ente. estimulando su unión al origen de replicación (oriC) y 
favoreciendo la replicación del genoma de E. coll (Hughes et al.. 1988). 

Tabla 2: FuncJoncs reguladas por et AMPc en E. coll y S. typhlm.uriurn 
Genes Función Crtterio 
ansa L-Asparagtnasa lJ B. o. F. o 
appR Fosíatasa ácida D 
car Cloranfenlcol aC'C"Ultransferasa D 
ccd De-oxlclUdtna dean1tnasa ¡.· 
cidA catabolismo de N-AceUlglucosamtna O 
ctr Receptor del coUcina D 
cpdB Fosfodlestrrasa 2'.3'-clclica. A.F 
crp Proteina ~ptora del AMPc A. B. C, D. E. F 
cup Transporte de carbohldmtos B 
cya Adenll clclasa A. B. C. D. E. F 
dnaA Regulación de la replicación E 
e:.u...T Metabolismo de galactostdos D 
fadBC UUltzaclón de ácidos grasos B. F. O 
Jk:: Filamentaclón D 
fl.aAB Sfntests de flagelo D 
.flaD Síntesis de flagelo D 

i::- ~~::g:! ~=: :-.::~:g~ ~ l.n:~~:'de fierro g• F. O 
glpD Gllcerol-3-fosíato deshldrogenasa B. F 
glgC Sintesls de glucógeno E. O 
UuA Expresión de la trt!onlna desantlnnsa D. F. O 
ilvB Acetohldrox.iácldo :slnlasa 1 D 
rnelR Síntesis del acUvndor de la melóblosa E. F 
pck Expresión de la PEP Carboxilasa A. B. O 
sdh Operón de la succlnato deshldrogenasa F 
speC OrnlUna decarboxtlasa B. E 
I~ Trconlna dchldr.itasa B 
lcu.:A.B Producción de enterotoxlnas A. B. O, F. O 
tra Genes de transferencia en el plásmtdo F C 
tsJrC Proteína de la m~!Inbrana exterior c. D. a 
ubiG Síntesis de Ja ublqulnona A. O, O 
uxn CA MetaboJlsmo de gaJactósldos D 

Respuesta al ·Heat shock"' C 
Promotor P4 del pBR322 A. B 
Número de coplas del pJásmldu P4 B 
Formación del plll O, F 
Reducción del Uosulfato A 

Esta tabla es una modlflcaclón cJe Ja Tabla J presentada por Botsford y Harrnan ( 1992). 
Criterios: A.. Func-tón sensible a represión catabólica: B. Función afectada por la adición de AJ\f Pc: c. 
Cuanuflcactón de nucleótldos cicllcos: D. Evtdenctas genéticas apartlr de cepas mutantes cycr y c:rp-: 
E. Evidencias bioquímicas ·1n vttro"': F. Sitios de untón para CRP presentes en las reglones 
promotoras: G. Estudios ron fustonr-s de genc.-s rt"porteros. 

La repreal6n catabólica 
En el termino .. Represión catabólica- originalmente propuesto por Magasanlk 

(1961) se presuponía que como producto del metabolismo de la glucosa se 
producían elevados niveles de intermediarios metabólicos. algunos de cuales 
podrian causar alguna represión en la sintesis de enzimas catabólicas de fuentes 
secundarias de carbono en E. coli. Actualmente en distintos grupos de bacterias no 
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entéricas se han descrito numerosas proteínas cuya expresión está suj~ta al 
fenómeno de la represión catabólica. ejercida por fuentes de carbono diferentes a la 
la glucosa. En esta bacterias las funciones sujetas a represión catabólica se 
relacionan con diversos fenómenos como la btolunl.iniscencla. ta fotosintesis. ta 
esporulación. la motilidad. la biosintesis de toxinas y ta btosíntesls de pigntentos. 
etc. 

En E. coU. ta represión catabólica describe la represión pennanente de la 
síntesis de enzimas catabólicas aün en ta presencia de sus inductores apropiados 
por efecto del metabolismo de la glucosa. Para activar la síntesis de enzimas que 
intervienen en el catabolismo de fuentes secundarias de carbono. se requiere de la 
activación de los promotores pertenecientes a aquellos operones miembros de la red 
AMPc-CRP por medio del mecanismo descrito en la sección "*activación-. 

La presencia de glucosa en et medio Interfiere en la síntesis de AMPc en 
bacterias entCricas de la siguiente manera: como se ha 1nenclonado antertorn1ente. 
la síntesis del AMPc se lleva a cabo por la enzima AC. mientras que la degradación 
corre a cargo de una fosfodlesterasa de AMPc. La AC es una enzima -que se 
encuentra adosada a la membrana y cuya actividad se modula por una segunda 
proteína membranal denominada proteína llIOlc, tambiCn conocida corno proteína 
llA (producto del gen crr). Tal proteína es componente del sisten1a de la 
fosfotransferasa (P'TS) del complejo fosfoenolplruvato (PEP) y tiene por función 
introducir glucosa a la cClula (Figura 2). 

Se han propuesto al menos dos teorías para explicar la activación de la AC 
por la proteína JllOlc. La primer teoría propone que durante el transporte de la 
glucosa. la proteína 11101c fosforilada (lJIOlc-PJ cede su grupo fosfato a las moleculas 
de glucosa entrantes, quedando dicha proteína en un estado desfosfortlado. lo cual 
trae como consecuencia que la AC se inactive, debido a que aparentemente la AC se 
activa alostCricamente por la proteina n101c-r (Neidhardl et al .• 1990). La segunda 
teoría propone que tanto la AC como la glucosa se fosfortlan diferencialmente por 
la proteina lllClc. En ausencia de glucosa en el medio. la AC trafi ser fosforilada se 
activa e inicia la síntesis del AMPc. Por otra parte. en presencia de glucosa en el 
medio. la proteína J[JGlc fosforita preferencialmentc al azúcar entrante. quedando la 
AC desfosforilada e inactiva (Saler. 1989). Sin importar cual sea el mecanismo 
existente en la activación de la AC. la concentración de glucosa en el medio celular 
interfiere detennlnantemente en la acttvtdad de la enzima y por ende en los niveles 
celulares del AMPc. Finalmente. cuando la concentrac-ión 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 formación del complejo AMPc-CRP. El con1plejo AMPc-CRP puede 
entonces activar la síntesis de los operones miembros de la red en la presencia de 
sus inductores específicos (Saler. 1989). 
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(B) Activación en ausencia 
de glucosa 

Figura 2: Modelo propuesto por Sater ( 1989) que rsqucmattza como Ja glucosa. al tnterfer1r en 
la sintests del AMPc. regula tndlrectamente la expn .. ·stón de enzimas cat"'1bóltca.s de 
fuentes de ca.rl>ono secunda.nas rromado de Neldhardt et al .• 1990). 

(A) En presencia de glucosa. la adenll ctclasa se encuentra lnacu1.-a. no st· ~lntctlza 
AMPc y por Jo tanto no hay forrnaC"tñn de complejos AMPc-CRP. lo que lmptde la 
actJvactón de Jos operones blanco. 
(B) En au.sencta de glucosa. la adcnil ctclasa slntcttza Al\.1Pc, se fomian < on1plejos 
AMPC-CRP que se unen en secu~nrlas especiflcas en d AON. para ;..1<.:Uvar la 
tr.inscr:lpctón de Jos operones blanco. 

Vlrulen.cla 
Se obtuvterón mutantes cya- y crp- de S. typhimurium mediante inserciones 

del TnlO. An1bas cepas mutantes crecieron más lentamente que la cepa silvestre y 
son ·completamente avtrulentas en células intestinales de ratón en cultivo. Esto 
indica que se requiere del complejo AMPc-CRP para el desarrollo de Ja virulencia en 
esta especie (Curtiss y KeUy, 1987). 
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MOUUdad 
Se ha demostrado que en bactertas entéricas el complejo AMPc-CRP activa la 

expresión del operón flaAB y del gen flaD. cuyos productos se encargan de la 
sintests del flagelo. Cepas mutantes deficientes en la sinte"sfs de AMPc o CRP son 
tnmóvtles ya que no forman flagelos (Kutsuka.ke et aL. 1990) . 
. Ami•• atlo1I• 

Cuando E. coll crece en condtcfoncs anaeróbicas expresa de novo n1ás de 50 
proteinas especificas. algunas de ellas están relacionadas con Ja respiración 
anaeróbtca y las otras son especffjcas del rnetaboUsmo f"ennentath·o. Se ha 
demostrado Ja pa.rtJ.cfpactón del AMPc y CRP en la expresión de algunas de estas 
proteínas. por ejemplo: Ja enzima L-aspara.gtnasa 11 dependiente de FNR también 
depende de AMPc y CRP. puesto que mutantes cya- o crp- alteran su expresión 
(RusseU y Yamazaki, 1978). 
Dl--Celular 

Distintos reportes proponen que el AMP y CRP Intervienen en el proceso de la 
divtsión celular en E. coli. ya que se ha visto que Ja expresión de genes \."'itaJes 
involucrados en este proceso. tales como sfiA. sfi.C y fls. requieren del complejo 
AMPc-CRP (Holtje y Nann.lnga, 1984: Kumar et aL. 1981). 
P-..e Jtatactonarta 

Las bacterias entran en fase estacionarla cuando se encuentran en 
condiciones ambientales adversas. como lo es la lfmitación de algún nutrimento 
esencial. En esta fase las bacterias presentan cambios morfoffsiológicos 
relacionados con rnodiflcaciones en el patrón de Ja expresión génica. En E. coli la 
11.Jnitaclón de un determinado nutrimento induce una respuesta especifJca. Los 
sistemas de regulación involucrados CAMPc/CRP para carbono. NtrB/Nt.rC/CJS-t para 
nitrógeno, y PhoR/PhoB para fósforo). controlan la síntesis de una gran cantidad 
de proteínas especificas para cada Upo de depr1vac!ón (Hengge-Aronis. 1993J. 
Durante la deprivacJón de carbono se induce Ja síntesis de novo de treinta 
proteínas con distintos patrones temporales de expresión, algunas de las cuales 
han mostrado ser de importancia para Ja sobrevtvencla de la bacteria. Veinte de 
estas proteinas están bajo el control del complejo AMPc-CRP. Los genes que 
codifican a estas proteínas se han llamado genes cst. Se pJensa que están 
relacionados con Ja preparación de Ja bacteria para escaparse de la deprtvación. 
puesto que muchos de estos genes codifican para proteinas catabólicas y 
transportadoras de fuentes de carbono (Siegele y Kolter, 1992). 

EL AMPc EN BACTERIAS NO ENTÉRICAS 
En 1985 BtvUJe y Guiso presentan evidencias de la existencia de ru"1Pc en 

doce diferentes bacterias Gram negaUvas. algunas de las cuales no son entertcas y 
reportan que la regulación de la concentración del AMPc en f"unción de las 
condiciones del crecimiento, es st.rnJla.r a la descrita para E. colL Tarnblé-n. mediante 
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el empleo de ensayos radtotnmunológlcos, describen ta presencia de CRP en 
algunas de las bacterias empleadas en su estudio. Por otra parte. pese a que el 
AMPc se ha det.ectado en una amplia variedad de bacterias. con pocas excepciones 
se ha estudiado a fondo el papel del nucleóUdo en los distlntos procesos celulares 
en los que se le ha involucrado. Aai ntlsmo, no se ha logrado establecer 
categórtcan¡cnte si es que et AMPc actúa en combtnactón con CRP en la regulación 
de estos fenómenos crabla 3). Excepclonabnent.e en bact.ertas no entértca.s como 
Haemophllus tnfluenzae y Vibrloftschert al complejo AMPc-CRP. más que relacionarlo 
con el fenómeno de la represión catabólica. se ha acreditado su participación en et 
desarrollo de la competencia y en la lumlnlscencla. respectlvaniente. 

Bacteria 
Sa.lmoneUa lyphtrnurtwn 
En.vinta chrtJsanthemt 
Chlamydta trachomatts 
KlebsJeUct aerogenes 
Ktcbsi.clla pneumontae 

Tabla 3: El AMPc en bacterias 
Función 
Vtrulcncla 
Expresión de la pect.ato Uasa 
Regulación del desarrollo 
Inducción del opcrón hut 
Metabolismo de nitrógeno y regulación 
de enzimas del ciclo de Krebs 

Criterio 
A. B. C. D. E. F 
A. B 
B 
B.E 
A. B 

SerTatta rnaroesnces Catabollsmo de carbono B. e 
BordeteUa pertu.ssl.s Patogentcldad D 
BordeteUa brocltLscpUca Patogcntcldad O 
Ba.cillus a.ntract.s Patogentctdad D 
LegloneUa pnewnopltUa Desarrollo celular B 
VU>riO spp. Btolumtntscencta y pruducctón de pretensas A.. B. C, D 
Pseudornonasfluorescen.s Producctón de anubtóUcos A. B 
Rhodocycius gelati.110.sus Rc¡.i;ulac1611 de genes fotostntc!Ucos B. C. 
Anabaena spp. Formación del aparato fotoslntetlco B. C. O 
StTeptomyces spp. Esporulactón y sintcsts de celulo~ B. e 
7l'tennornonospora. cunx:Ua Producción de celulosa B. c. 
ClostrU:Uum botulínum Esporulaclón A.. B. C 
Photobacterlum spp. Expresión del gen ompH A.. B 
SpCruUna. platensts Movtlldad B. c. O 
Mycopla.sma pneunwnta.c Represión catabólica B 
Mycobactertum smegma.tts Síntesis de ácidos grosos B 
Nooard.i.a. salmonicolor Regulación de la lsocttrato ltasa B. C 
AlcaUgenes eutrophicus Expresión de la htdrogenasa B 
Arthobacter crystallopotetcs Morfogéncsts B. C 
Myxobactertas Fonnaclón de esporas y del CUt"rpo fructífero B. C 
Nostoc mucorum MorfoJl,í-nests B 

Esta tabla es una modtncnclón de la Tabla 2 presentada por Botsford y Hannan ( 1992). 
Criterios: A. La glucosa reprime la sintcsts de enzimas: B. Función afectada por la adición de AMPc: 
C. Cuantificación de nur:leótldos cíclicos: O. Evidencias genéticas. locus cyay/o aparentes mutantes 
cya.· y cr1:r: E. Ev1denc1as de la expresión de genes 00ln vttro00

: F. Sitios de unión para CRP presentes en 
las regtones promotoras. 

Lumlnlacencla 
Cepas mutantes de V. Jlsherl cya· o crp· producen niveles reducidos de 

turninlscencla. Adlclonalrnente. el análisis de secuencia de la reglón reguladora del 
tos genes lux {encargados de la lurnlnlscencla) revelan un posible sltlo de unión de 
CRP. evidenciando que el complejo AMPc·CRP regula el desarrollo de la 
lumlniscencla en esta bacteria (Dunlap. 1989). 
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Dellaft'OUo de la Competeacl• 
H. lr¡fluenzae es una bacteria Ora.ni negativa capaz de desa.JTOUar competencia 

y ser transformable de manera natural. Mutantes de H. iTJ/b.u?nzae deftcientes en la 
sfntests de AMPc o CRP no desarrollan competencia. además de que presentan un 
CenoUpo pletotróplco en la Cennentactón de cas-bohldratos (Ooroctcz. 1993). 

-~ . 
En Ja cfanobacter1a ftla.ntentosa S. platensts. el AMPc adicionado de n1anera 

e.xógena funciona como un factor que estimula la motJUdad celular al participar 
dlrect:a..rnente en Ja fonnactón de la capa mucllagtnosa que permite el desltzamfento 
de la bacteria (Ohmori ecaL. 19931 

-tos•-
Algunas bacterias patógenas como B. pertu.ssts. causante de la tosferlna. y B. 

anthracls, responsable de Ja enfermedad conocJda como ántrax. sintetizan una 
adenU ctclasa tóxJca. La AC es Uberada y posterJonnente internaUzada en las 
células hospederas. auznentando :lndtscrimtnadamente Jos ntveles de AMPc que 
desajustan dJsUntos procesos en las células eucat1otas. Mutantes de 13. pertussts 
en la síntesis de la adenU cicJasa son avtrulentas. Por otra parte. no se ha deflnJdo 
si eJ AMPc tiene algún papel en la fisiología de estas bacterias (Danchin. 1993 A). 
Fotoúnte819 

En la bacteria fotosfntettca Rhodocyclus gelartnosus el AMPc reduce la 
cantidad de pigmentos involucrados en la fotosintests, sugiriendo que el nucJeótido 
participa en Ja regulación de la expresión de genes involucrados con el proceso 
fotostntétfco (Murray et al. 1988). En la clanobactei·ia Anabaena cylindríca los 
niveJes de AMPc se Incrementan notablemente cuando las células crecidas en 
condiciones de luz son cambiadas a obscuridad (Ohmorf et al.. 1988). En otros 
reportes se descrtbe como el AMPc tnterfJere con Ja formación de aparato 
fotostntéUco en Anabaena vartabUis (Srntth et. aL. 1981). 
Súate•I• de C..lulaea 

7'1ennomonospora curuata es una bacteria tennófUa que produce cclulasa. 
Una mutante sobreproductora de ta celulasa produce elevados niveles de AMPc. Por 
otra parte. cuando el AMPc se adlclona de forma exógena a células en cultivo. 
esttmuJa la producción de Ja celulasa. sugiriendo que el AMPc está involucrado en 
Ja síntesis de esta enzima (Wood et al .• 1984). 
Modo•6neela 

Bacterias del género Arthrobacter presenta formas circulares cuando crecen 
en Case exponencial y cambJan su morfología a bastones al entrar en rase 
estacionaria. El AMPc inhibe este cambfo de n1orfología cuando se adtcfona de 
forma exógena (HamUton et al.. 1977). Concornstanten1ente. mutantes que no 
presentan esta transición de morfología producen reducidos niveles de AMPc. Tales 
evidencias sugieren que el ~Pe participa en la regulación de Ja moñologia en este 
género de bacterias (HainUton et aL. 1978). 
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ANTBCSDBNTES ... ~ .... ._.., .... ··~ 
La Ojacfón blológjca del nitrógeno es el proceso rnecUante el cual el nitrógeno 

atntosfér1co es reducido a a.monto. por Ja acc.tón de Ja enzima nftrogenasa. Sólo 
algunas bactertas son capaces de fijar nitrógeno y pueden hacerlo en Vida Ubre 
(Klebslella pneumontae. Azetobacter) o en simbiosis con plantas (bacterias 
Rhizobfo.cea.s). En este ultimo caso. las bactertas reducen el nftrógeno mediante 
asoc.tacJones stmbtótfcas con plantas leguminosas. Este proceso requiere de Ja 
formación de est.nacturas radicales denornJnadas nódulos en las cuales se albergan 
las formas bactcrotdaJes directaJn.ente encargadas de la fijación del nitrógeno. 
La Re-'6• Catab6Uca en Rla~.19 

En vtda libre las distintas especies de Rh'izoblum .se encuentran confrontadas 
con una enorme variedad de fuentes de carbono cuya ca.ntfdad y calidad puede ser 
un factor lfmitante para su crecimiento. Dada la disponibilidad de diferentes 
.fuentes de carbono en el suelo. el control de la represión catabólica en estas 
bacterias es de gran importancia. Existen evidencias de fenómenos sJmtlares al de 
Ja represión catabólJca descrito para E. coll en varias especies de Rhizobium. con Ja 
diferencia de que en la mayoría de Jos casos reportados son Jos ácidos 
cltcarboxilt.cos como el succinato. en Jugar de Ja glucosa. los encargados de ejercer 
el efecto represor. 

Ucker y Stgner (1978) reportan por primera vez para una especie de 
Rhizobium. la existencia de un fenómeno stmUar a la represión catabóltca. 
demostrando que en R. mellloti el succinato causa una inmediata reducción en la 
acUvtdad de j3-galactostdasa cuando se adtctona a células crecidas en lactosa. Arias 
y colaboradores (1982) reportan que ácidos dtcarbox:iUcos. como el succtnato y 
malato. reprimen el cataboHsmo de la manosa en R. mellloti. Rohm y colaboradores 
(1985) demuestran que el succlnato reprhne la respiración de fenoJ de células en 
Vida Ubre y bacterotdes de Bradyrhi.zobium Japonicurn. Stowers y EJkan ( l 985) 
describen que el succinato regula los niveles de distintas enzimas catabóltcas de 
hexosas pertenecientes a las rutas metabólfcas de ED (Entner-Doudoroff) y EMP 
(Embden-Meyerhof-Parnas) en B. Japonicum. Las enzimas encargadas de la 
uUlfzación del f"ormato (fonnato deshtdrogenasa y RuBP carboxflasa) en B. 

Japonicum están sujetas a represión catabólica por ácidos dicarbox:iUcos, según 
reportes de Slmpson (1979) y Manlan (1982). En las tnvesugaciones realiza.das por 
McGetrick (1985 A) se plantea que disUntas .fuentes de carbono, entre ellas 
intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxíltcos, ejercen represión sobre la 
fijación de C02 al reducir la acUvtdad de la enzima RuBP carboxilasa en R.. melUotL 
Manda) (1993 A) reporta que las enzimas de las rutas ED y EMP encargadas del 
metaboUsmo de hexosas en R. cicert son lnductbles por la glucosa y están sujetas a 
represión catabólica por el succlnato. 
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11:1......- ea .Rlllsalriuna 
Durante la Ojactón de nitrógeno el patrón de Ja expresión génica en ambos 

organismos sufre ca.rnblos drásticos. La naturaleza de las sei'llales tnvolucradas en 
cate proceso diferencial de la expresión génica no están del todo aclaradas. 
Diversos procesos celulares son regulados por el complejo AMPc y CRP en bacterias 
Grarn negativas como E. colL El AMPc ha sido detectado en algunas especies de 
Rhtzobtum. incluso en el estado de bacterolde, Implicándolo en el control de 
funciones celulares tales como: Ja regulación de la astntUaclón de anionto durante 
la simbiosis. la represión catabólica y la J"'CRUlaclón del metabolismo de hidrógeno. 

Durante la shnblosls los bacteroidcs acUvan la síntesis de la nitrogenasa. al 
mismo Uempo que reprimen la síntesis de las enzimas encargadas de aslmiar el 
amonio. Upchurch y Elkan (1978) proponen que el AMPc lntervterne en la 
regulación de la asimilación de amonJo en B.Japontcum.. ya que la adición de 1 mM 
de AMPc a un medfo de cultivo adicionado con NH4CI. reprtme hasta cinco veces Ja 
expresión de las tres enzimas Involucradas con éste proceso (glutamfno slntetasa. 
glutain.ato slntasa y glutamato deshldrogenasa). Esto fndtca que el AMPc podría 
tener un papel en la simbiosis puesto que modula la actividad de las enzimas 
involucradas en Ja ashntlacfón de antonfo (Upchurch y Elkan, 1978). 

Por otra parte. se ha reportado que en bacterotdes de B.Japonicurn la AC y la 
fosfodfesterasa presentan patrones de acUv:tdad temporalmente distintos. es decir. 
al cuantificar Ja actividad de ambas enzimas en el bacterofde. se encontró que la 
actividad de Ja fosfodiesterasa dtsn1f.nuye conforme el nódulo se desarrolla. a la vez 
que la actividad de la AC se incrementa. Lo anterior sugiere que el AMPc tiene un 
papel durante la simbiosis (Catenese et aL. 1989). 

Ltm y Shanmugam (1979) reportan que en B. Japonicum algunos 
intermediarios del cfc)o de Jos ácidos trtcarboxílfcos. como el malato o el succfnato. 
reducen la utilización de hidrógeno molecular (H2). Cuando se agrega AMPc a 
células creciendo en medios de cultivo con malato como única fuente de carbono. 
se supera la fnhlbtctón ejercida por el malato sobre la toma de H2. lo cual fndtca 
que posiblemente el AMPc tiene algún papel en la regulación del metabolismo del 
H2. En el mismo reporte ta.nlbten se demuestra que las pozas de) AMPc intracelular 
varian dependiendo de la fuente de carbono disponible, de forma slmflar a como 
ocurre en E. coli. Los niveles del nucleótfdo fueron bajos cuando las células se 
crecieron en malato, pero altos cuando se crecían en presencia de glutan1ato. 
Posteriormente MacGetrfck (1985 A) demuestra que se logra aliviar el efecto 
represor del malato sobre la toma de H2 incrementando Ja dosis génica, es decir, 
introduciendo una copia extra del gen cya de R. m.ellloti en su cepa de B.JaponicurTL 

Cuando se crece en acetato a R. ctceri la adición de succlnato causa represión 
sobre la actividad de la Jsocitrato Jlasa, enzima de la ruta del glloxtlato. La adición 
de AMPc exógeno alfvta substancialmente la represión ejercida por el succlnato 
(Mandal y Chakrabartty. 1993 B). 
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Laa AC en Rhizobium 
Mcdjante la c-omplementacjón de cepas mutantes de E. coli cya- se J1an 

logrado clonar los genes que codUlcan para las adenUatos cJclasas de R. meliloti 
(KJeJy. 1983 y Archdeacon et al., 1995) y B.Japontcum (Guerinot y Chelm. 1984). En 
e-1 caso de R. melilott. se han descrito do~ adenil cfclasas distintas (AC l y AC2). 
codificadas por los genes cyal !J cya2. respectivamente. Estas proteínas no 
muestran gran sfmtlitud entr~ C"llas nJ con su homóloga en E. colL La ACl de R. 
meliloti es una proteinn de 193 resJduos de anihloácjdos, rnJentras que la AC2 es 
una proteína de 363 residuos de amtnoácJdos. ambas son stgntflcaUva.zncnte más 
pequeñas que la correspondiente en E. colt. la cual es de 848 residuos de 
aminoácidos (Roy y Danchin, 1982). Por otra parteo. n1edfante experimentos de 
hibr:ldación. se comprobó que el gen que codifica para Ja AC en B. Japonicum no 
muestra similitud con el gen cya de E. colL 

Los alineamientos deo las secuencias de distintas AC demostraron. 
sorprendentemente. que las proteínas de R. mellloti son más parecidas a las adenH y 
g:uantl ciclasas descritas en eucanontes. que a las enterobacterfanas (Beau\•e et al. 
1990 y Archdeacon et al. 1995), razón por la cual se encuentran clasificadas. junto 
con las ciclasas deo eucartontes y de algunas procariontes. en la clase UI. 

La. clonación de los genes cya de R. meliloti y de B. Japonicum propició la 
constn.Jcción de cepas mutantes cya- en estas bacterias. Tanto la mutante sencilla. 
como la doble mutante de R. meliloti reducen Ja producción de AMPc, pero no la 
abaten (Boesten et aL. 1988 y Archdeacon et al, 1995J. Una situación shnJJar se 
presentó en el caso de 1a n1utante cya- de B.Japonicum.. (Gucrinot y Chelm. 1985). 
Lo a..ntertor indica que estos organismos poseen mecanismos alternativos para Ja 
slntesis de AMPc. es decir. que posiblemente poseen más de dos copias del gen cya. 
(0.Regan et al .. 1989 y Archdeacon et al .. 1995). Por otra parte se desconocen los 
mecanismos que regulan la actividad de la AC en rhfzobeaceas. Se ha descrito que 
aparentemente carecen del sistema de fosfot.ransferasa (PTS). componente necesario 
en la regulación de la actividad de la AC en enterobactertas. Ademas dado el 
reducido tainaño de la ACl de R. meliloti. es posible que ésta carezca del don1inlo 
para la regulación por P'TS (Peterkofsky et aL. 1993). 
El CRP en Rhizobiurn 

ExJsten evidencias que indican la existencia de CRP en Rhizobium. por 
ejt>mplo. McGetrtck (1985 B) demuestra que el operón de la lactosa de orJ.C?en 
entérico puede expresarse tanto en R. rnelilott como en B.JaponicUITL. La expresión 
del operón tac se ensayó cuantificando Jos niveles de 13-galactosjdasa en cepas 
mutantes Lac- de R. meliloti y B.Japonl.curn crecidas en presencia de lPTC {Jsopropil-
13-0-Uog&.lactopiranósido, inductor del operón). 

Wang y colaboradores ( 1993) presentan cVidencfas que establecen que el 
complejo AMPc-CRP reprime la expresión de dctA de R. mellloti en un sistema 
heterólogo en E. coli. DctA es el transportador de ácidos dfcarboxilJcos y íorma 
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parte del operón DctABD. En este expertn1ento se monHorea Ja transcripción del 
gen dctA n1ediante una fusión con dct.A-lacZ. La expresión de del.A se- Induce en la 
presencia de suc-cfnato (como en RhiZobiurn). pero tarnbJén ante glucosa y n1altosu. 
sJendo mayor en presencia de gluc-osa que con maltosa o succinato. lo qut" indfra 
que tal expresJón diferencfaJ es dependit"nte de Ja fuente de carbono en1pleada y que 
posJblemente el compl~fo AMPc-CRP juega un papel en la regulación de Ja 
expresión del promotor de dctA. Para demostrar esta hipótesis se n1onttort"ó Ja 
expresión de dctA en cepas de E. coli cya- y en una doble mutante cya- crp-. En 
ambos fondos geneUcos Ja expresión fue mayor que en Ja cepa sflvestre. sin 
embargo. en la cepa cya· Ja expresión dJsminuyó ante la adición de AJ\.fPc cxógeno. 
Estos resultados demuestran que el complejo AMPc-CRP llene un efecto represor 
sobre la expresión deJ promotor de dctA y que este efecto es dependiente del nivel de 
AMPc. Posteriormente demuestran in vitro, mediante ensayos de retardo de la 
mJgracfón de ADN en un corrtmfento electroforétfco. que el comple.to AMPc-CRP se 
une directamente a la región promotora del gen dctA y que posiblemente 
tntcracclona con los mismos sJtfos de unión de DctD. eJ activador natural dcJ 
operón. 
El AMPc ea Rltiaobium e~li 

Rhizobiurn etli es la bactelia endosiJ'nbtóUca más frecuentemente asociada a 
raices de frijol aisladas de Ja región central de Méx1co (Martfnez et al.. 1985}. Son 
bacilos Gram ne~éltfVos aeróbicos capaces de crecer en medio mfnfmo 
suplementados con ftcfdos dicarboxílicos como Ja mejor fuente de carbono. La cepa 
CE3. cepa Upo de ésta especie, se caracteriza por poseer seis plásmidos. cuyos 
~aniarl:os vartan entre 120 y 750 kb y por Ja presencia de dos coptas de Jos genes 
n.ljDK y tres de nljl-í (SegovJa et al .• l993J los cuales codifican para las enzimas 
nitrogenasa y nftrogenasa reductasa. repcctJvan1ente. 

Mora y colaboradores ( 1993 A) reportaron que dfsUntas especJes de RltiZobium 
disminuyen su crecimiento depues de ser subcuJU\·adas en medJo minimo. con un 
patrón caracterisUco de cad.a especie. R. etli CE3 al ser subcuJUvada en medio 
mínimo presenta un metabolismo que asemeja al fermentativo. en el cuaJ. el 
contenido de 02 se reduce. sJn1ultancamentc se excretan amfnoácldos, ácidos 
orgánicos (algunos son fntennedlarfos de ciclo de Krebs} y se acumula polf-B­
htdroxfbutirato. El crecfn1iento de R. elll se n1antJene constante cuando se inocula 
a baja densidad o cuando .se mantiene el 02 al 20 %. De fgual .rnanera Ja adición de 
suplementos al medio minimo como Uamfna. bioUna o AMPc pennftf:"n que R etli 
CE3 conttnue creciendo IninterrumpJdamente. Estos dalos penuJten suponer que 
en R. clli el Al\if Pc podrJa ser una señal Involucrada con el ca.inbio de mctabolf~tno 
aeróbJco a fermentativo. 

Mora y colaboradores (1993 BJ describen que en R. etli.. el succtnato reprJtne 
la utUtzacfón de glutamfna en cuJUvos crecidos en presencia de a.1J1bas fuentes de 
carbono, y que Ja adJcJón de AMPc en este medio de cultivo provoca que la 
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glutanUna sea oxidada en mayor proporción que el succtnato. Así nihno. Jos niveles 
de AMPc acumulad- cuando 11e crece a R.. etU en medJo rnb")Jmo glutanttna fueron 
seis veces mayores que cuando se crece en medio rnlnlrno succtnato-amonlo. 
indicando que el AMPc puede ser una setlal de deprivactón de carbono en estas 
bactenaa. 

08.ISTIVO 
No obstante que el AMPc se ha bnpUcado en el control de diversas funciones 

celulares en dlstln.tas especies de .Rhtzobüun. la carencia de rnutantcs deftclcntes en 
la stntcsls de AMPc ha impedido discernir en forma precisa el papel deJ nucleótldo 
en estas bactertas. Por esta razón. con la fl.naUdad de contnbutr al csclarccbnlento 
de Ja función del AMPc en bacterias Rhlzobtaceas. el objcUvo del presente trabajo se 
ctrcunscrtbe a la clonaclon de los genes cya de R. etll y la consecuente generación 
de cepas mutantes. 
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c.p.a ~te..i-. P'*-MD9 ~ coadloloa- de caltlYO 
En la tabla 4 se muestran los plásnUdos y las cepas empleadas en este 

estudio. La cepas de E. coU se crecieron a 37ºC en LB (ApCndlce 1): medio mínimo 
M9 suplementado con la fuente de carbono elegida al 0.2 % (p/v) (Apéndice 2): y 
agar MacConkey adicionado con ta fuente de carbono seleccionada a una 
concentración de 1 % (p/v) (Apéndice 3). Laa cepas de R. etU se crecieron a 300C en 
PY' (ApéndJce 4) o medio nllnirno (Apéndice S). Cuando fue neccsarto se utlJizaron 
los siguientes anubtóticos a las concentractones Indicadas: tctractcltna (Te) a 10 
pg/rnl. carbentclltna (Cb) a 100 pg/rnl. kanarntctna (Km) a 30 pg/ml. estreptomicina 
(Sm) a 100 µg/ml. gentamtctna (Gm) a 30 pg/ml. especUnomtctna (Sp) a 100 µg/ml. 
El X-gal (5-bromo-4-cloro-3-tndol-P-D-galactóstdo) y el IPTG (lsopropll-P-D­
Uogalactoplranóstdo) se usaron a una concentración de 20 µg/ml. El AMPc se 
adtclonó en conccntractoncs finales de 1 mM y la tiamtna a 10 µg/mL Los 
siguientes a.rntnoácldos: sertna. meuontna. glicina y leucina. se adicionaron a la 
concentración final de 1 mM. Los cultivos en medios líquidos se mantuvieron a 
300C en agttactón constante a 200 rpm para R. etli y a 37°C en agitación constante 
a 250 rpm para E. colL 

Tabla 4: Cepas bacterianas y plásmJdos. 

Cepas y PlásrnJdos Descripción 

E. coU 
HBlOI 

DH5a 

SP850 
CA.8445-1 
W3110 

R. etlí 
CE:3 
CONlB 
CON22 

Plásnl.ldos 
pLAFRI 
pSK 
pRK2073 
pWS233 
pKOK6 
pE2 
pl93 
plO 
p33.10 
pX6 
pSX3.7 

F-. hsdS20. leuBS. praA2. Uty· l. lacYl. 
supE44. ara14. gc:úK2. xylS. 1psl20. recA.13 
F-. hsd.RI7. tht-1. gyrA. A(lacZYA-cuyF,I. 
supE44. rec.Al. f4t80c:U ku:ZMI5). relA 
relA 1. spoTl • .:l.(cya-1400}::kan. th1- l 
relAI. spoTl. A(op-45). thi· l 
Silvestre 

Silvestre CFN42. smr 
CE3 cya· 
CE3cyc:r 

Cósmldo mobil.Jza.ble RK2. Ter 
RcpUcón ColE I. Apr 
Plá.srn.ldo ayudante. spr 
Replicón mobll1zable ColEl. cmr. Ter. sacRB 
Jnterposón lacZ- Kmr en pKOK4. fúnr". cbr 
pSK/frag . .EcoRI de 2 kb del cósmldo pTS933 
pSK/frag. EcoRI de 2 kb del cósmJdo pTS l 190 
pSK/frag. EcoRJ de JO kb del cósmldo pTS934 
pSK/frag. San de 3 kb del cósmtdo pTS934 
pSK/frag. San de 6 kb del cósmtdo pTS l 1 79 
pSK/frag. Sa.a/Xhol. de 3.7 kb del cos. pTSI 179 
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Co~-acl6a bacterillaa 
Se realizó una cruza trtparental empleando como cepa receptora la mutanLc 

SPSSO (cya-J de E:. coUy cOmo donadoras las colonias HB!Ol de E. coli que albe-raan 
el banco genómtco de Ja cepa CE3 de R. etlt. El banc-o genómfco lo constituyen l 200 
cósmtdos derivados del plásmfdo pL'\.FRl que posetan insertos de una longitud 
pron1edlo de 20 kb. El banco tiene representado tres veces el genoma de ta cepa 
CE3. Se usó a el pRK2073 como plásmido ayudante. 

Las cepas SP850 y HB!Ol (pRK2073J se cultlva.l"On durante unn noche en S n1l 
de LB. Postertorrnente se plaquearon conjuntamente 100 µI de cada uno de .;>"stos 
cultivos en placas de LB sin anttbióUco. Las 1200 colonias que conforman el banco 
genómico se replicaron en estas placas y se Incubaron a 37oc durante una nochP. 
Las tra.nscojugantes se seleccionaron en placas de medJo núnttn.o M9 suplementado 
con lactosa como única fuente de carbono y los antibióticos Km y Te. 

Pre_.cl6a de c61ulaa com_t_t_ por Cloruro de calcio 
Las cepas de interes se crecieron en 10 mi de LB en agnación a 37ºC durante· 

una noche. Poslerformente. J mi de cada cultlvo se inoculó en 100 mi de LB v se­
crec16 en agttaclón a 37ºC hasta que el cultivo alcanzó una densidad óptica de. 0.4 
leida a 540 nm (D.O. 540 nm). El cultivo se centrifugó durante S minutos a 10.000 
rpn1 en un rotor Becknlan Upo JA-14. en seguida. las células se resuspendieron c:-n 
50 mi de CaCJ2 0.1 M Cric y se mantuvieron en hielo por 30 minutos. 
Poster1ormente. las células se centrifugaron durante 5 minutos a 10,000 rpm y se 
resuspendJeron en B. 7 mi de CaCl2 0.1 M frio y 1.3 mi de glicerol al 100 %. Se 
aUcuotó 200 µl de células y se mantuvieron en congelación a -70ºC (Modificado de: 
ManJat.ls et aL. 1989J. 

Tra.n•f'ormact6n de c6lula• com.peteatea 
A 200 µl de células competentes. previa.mente descongeladas. se les agregó 

entre 100 y 200 ng del ADN plasmidico de interés. en seguida. se incubaron en hi~lo 
por 30 minutos y posteriormente se sometieron a un choque térmico a 42ºC durante 
2 minutos. Se adicionó 1 mi de LB y se mantuvo en agitación a 37ºC durante 1 
hora. Posteriormente se plaqueó 200 µJ de la mezcla de transfonnación en plac:as de 
LB con el antibiótico adecuado y se Incubó a 37ºC hasta obtener las colonias 
transfonnantes (Modificado de: Man.taus et aL. 1989 J. 

Purlflcacl6n de APN t(ea6mlco 
Se partió de un cultivo en fase logarttintca (14 hrs) de la cepa de interes. 

posteriormente se centrifugó el cultivo en tubos Eppendoñ. durante 30 segundos y 
se descartó el sobrenadante. Las pastillas se resuspendieron en 1 mi de TE 
(Apéndice 6J y se centr1fugó por 30 segundos y se descartó el sobrenadante. Las 
pastillas se .resuspendieron en 0.4 rnJ de TE y se les agregó 0.4 nt1 de una solución 
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de RNAasa de lOmg/ml. En seguida se agrego 50 µ1 de SDS 101'\k y 50 µ1 de 
proteinasa K 2.5 mg/rnl. La mezcla se incubó a 37ºC durante l hr. El Usado claro 
resultante se pasó 3 veces a través de una jeringa lnsulínlca. Se añadió 400 µ1 de 
fenol saturado y 400 µl de cloroformo. se agitó con ayuda del vortex durante 12 
!::>egundos y se centrifugó por 10 minutos a velocidad m .. ...x.irna. Se realizaron tres 
extracctoncs de la fase acuosa con 400 µ1 de fenal saturado y 400 µl de cloroformo. 
Despues. la fase acuosa se extrajó con 2 volumenes de cloroformo. A la fas~ acuosa 
se le agregó l / 10 del volumen de acetato de potasio 3 M y 2 volumenes de eta.u.al 
absoluto. Finalmente. la pastUla de ácidos nuclélcos se secó utilizando una bomba 
de- vaclo y se disolvió en 500 µl de agua (Modificado de: Manta.lis et aL. 1989}. 

Pudtlc:acl6n de ADN p ... mldlco 
La purificación de plásmldos se realizó por el método de ltsts alcalina. de la 

sl~utcnte manera: se partió de un cultivo saturado de la cepa que porta el plásmido 
de interés. se transfirió 1.5 tnl del cultlvo a un tubo Eppendorf y se centrifugó a 
tnáxtma velocidad durante 20 segundos. en seguida. se decantó el sobrenadante. La 
pastilla se resuspendió en 0.5 ml de Buffer TE (50:20) (Apéndice 6). después se 
centrifugó a máxima velocidad durante 20 segundos y nuevamente se decantó el 
sobrenadante. La. pastilla celular se resuspendió en 100 µt de la solución I lApi:ndtce 
7) y después se le agregó 200 µ1 de la solución 11 lApéndtce 8). La n1ezcla se incubó 
en hielo durante 5 minutos y después se agregó 150 µl de la solución 111 (Apéndice 
9). de nuevo se incubó en hielo durante 5 minutos. La mezcla se centrifugó a 
velocidad rná.xi.Ina. por 10 minutos y el sobrenadante se transfirió a un nuevo t.ubo 
Eppendorf. Al sobrenadante se le afiadió 400 µ1 de fenol saturado y 400 µ 1 de 
cloroformo. se agitó con ayuda del vorte.x durante 12 segundos y se cent.rifugó por 
10 minutos a velocidad má.x:.llna. Con la fase acuosa se repitió la operación anterior. 
A la fase acuosa se le adicionó 1 ml de etanol absoluto y se n1ezcló agitando por 
lnversión. posteriormente. se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente, 
en seguida. se centrlfugó durante 10 minutos a velocidad máxima. Se desechó el 
sobrenadante y a la pastilla se le a'Zregó 0.5 ml de etanol al 70 C}ó. se agitó 
brevemente con ayuda del vortex y se- centrifugó a velocidad nuixima durante 5 
minutos. después se desechó el sobrenadante. Finalmente. la pastilla de ácidos 
nucléicos se secó utlli.za.ndo una bomba de vacto y se disolvió en 40 µl de agua 
(Modificado de: Ma.ntatis e[ aL. 1989). 

Ezperiment.oa de •ubclouacl6n 
En la clonación de los distintos fragmentos de ADN se uttllzó el vehiculo 

pBluescriptllSK(+) {pSK). Este plásrnJdo de 2961 pares de bases (pb) contiene el gen 
de la 13-lactainasa, que confiere resistencia a carbentcilina. posee tanto el ortg~n de 
repllcactón fl del fago Ml3 como el origen colEl que le permite repllca.rse en E. coU. 
Dado que el pSK contiene parte de la.cZ. incluyendo su promotor. posibilita el Upo 
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de complementación a en aquellas cepas de E. coll que poseen una mutación 
particular denontlnada lacZAMlS. En las cepas de este Upo que portan el pSK el 
f"enotlpo tac+ se JdenUftca fácibnente ya que forman colonias azules en placas de LD 
con JPTG y X-gal (substrato cromog~nlco). Debido a que el silfo mu1Uple de 
clonación seo ubtca dentro de la.cZ. la tnserclón de fra~cntos de ADN extraño en 
esta. región resulta en la perdida de la a-complementación. Las bacter1as portadoras 
de estos plásmidos rccombtnantes producen colonias blancas en placas de LB X-gal 
e IPTG. 

La clonación de los fragmentos de .ADN se realizó de la siguiente manera: l) 
Inicialmente se digirieron con la misma enzima de restricción. o con enzimas 
compatibles, el AON del vehículo y de la clona que contiene los fragme-ntos de 
Interés. Usualmente 1 µ.g de ADN se digería con 5 unidades de enzima en un 
volumen final de 20 µ.I durante 4 horas. Cuando se realiza.ron digestiones parciales 
generalmente se diglr1ó por separado l µg de ADN con O. l. 0.2. 0.4. o.a. y l unidad 
de enzlnl.a durante 10 tn.1.nutos, postertormente, deteníamos la reacción Jnc-ativando 
la enzima a 70°C por 15 minutos. Las digcst.tones se anallZa.ron en corrin1fentos 
electroforéUcos en geles de aga.rosa al l % TAE (Buffer Tris-Acetato-EDTA) (Apéndice 
10). Cuando rue necesarto, los fragmentos de ADN de interés se purificaron 
dtrectainente del gel empleando el kit 00 DNA Purtflcalion System .. de Promega. 2} 
Postertormenle. ainbas dtgesUones se Ugaron en reacciones de 50 µl. usando una 
unidad de enzima ligasa de ADN T4. Usualtnente, las concentraciones de ADN del 
vector y del inserto fueron de 100 y 500 ng, respecUvan1ente. Las condiciones para 
Jas reacciones de digestión y de lJgación dependieron de las espectficaciones que 
recomiendan los fabricantes de las enzimas. Generalmente. las reacciones de Ugasa 
se precipitaron con 1 / l O del volumen de aceta.to de sodJo 3 M y 2 vol ümenes de 
etanol absoluto. en seguida. el ADN precJpttado se lavó con etanol aJ 70 % ~- se secó 
empleando un bomba de vacio. El ADN se resuspendfó en 10 J.-11 de ;:igua y se tomñ 
parte para transformar la cepa DHSa de E. colL Se seleccJonaron en estos casos 
colonJas blancas que crecieron en placas de LB Cb. X-gal e IP'TG. A estas colonias ~f" 
les extrajo el ADN plasmfdtco y se a.naUzó su patrón de restricción con la enzima 
correspondiente. 

ED8ayoa de hfbrldac16n 
Los filtros de nitrocelulosa se prepararon rutfnarfarnente de acuerdo al 

protocolo descrtto por Maniatfs y colaboradores (1982). Para el marcaje radioactivo 
(dCTP, cx-32P) de la sonda se en1pleó el kft -Megaprtme ONA LabeIUng system00 de 
AJnersham. Los fragmentos de ADN empleados como sonda~ se purtl"fcaron 
utilizando el kit -oNA PurtfJcaUon System- de Promega. St..• htbrtdü durante una 
noche a 65°C con el buffer .. Rapid·Hyb 00 (A111ersharnJ y posteriormente se lavaron Jos 
fl1tros a 65ºC con una solución salina citratos (SSCJ al 0.1 X (Apéndice l lJ y SOS 
al l º.lb. Las placas autoradlográ.flcas se expusieron por 12 horas untes de re,,.•t>lar. 
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De-de protelaa . 
La. concentración de protelna total en Jos cultivos se detenntnó por el método 

de Lowey y colaboradores (1951). usando albúmina sérica bovina como estándar. 

Las cepas se crecieron durante una noche en 100 mi de LB con los 
anUblóUcos correspondientes. Los culttvos se centrifugaron por 10 minutos a 
10.000 rpm en un rotor Beclanan Upo JA-14. posteriormente se lavaron las ci:lulas 
un par de ocasiones. con solución salina estértl. para eUmlnar el medio rtco 
restante. En seguida. las células se resuspendteron en 10 mi de solución salina 
estéril y se cuanUficó Ja O.O. ~o nm de- una dJluclón 1: 10 del concentrado cf"'lular. 

· Los medJos para realtza.r las dinámicas de crecimiento se Inocularon a una D. O. 
Inicial de 0.05. 

El volumen de cultivo requerido para Inocular se calcula con la siguiente 
formula: volumen rcquertdo = ((0.05)(0.1)/0.0.J•too. donde: 

0.05 = D. O. a Ja que se desea inocular. 
0.1 = volumen expresado en mi que se tomo para medir Ja O.O. de) 
cultivo concentrado. 
O.O. = densidad óptica a la que se encuentra el cultivo concentrado. 
100 = volun1en expresado en tn.l del medio a Inocular. 

Una vez inoculados los medios deseados se procedió a ton1ar una muestra de 
mi y se cuantificó la D. O. inicial. A distintos intervalos de tiempo se ton1aron 

muestras de 1 rnl de los culuvos y se cuantificó su D. O. 

Cuant.Ulcacl6n del AMPc 
El AMPc total acumulado por las distintas cepas se cuantificó utfllzando el 

Kit -cicltc AMP (3HJ assay system"" (Antershan1) que se basa en el ensayo 
radtotnmunológtco descrito por Steiner y colaboradores (1969J. En este método. 
moléculas de A.l'\r1Pc radioactivo (en una concentración fija) y no radioacU'\·o se unen 
competlttvamente u una proleina que tiene gran afinidad y especificidad por el 
nucleóttdo. La. cantidad del complejo formado por la proteína y el AMPc radfoactf'\ºO 
es inversamente proporcional a la cantidad de AJVIPc no radtoacUvo del ensayo en In 
muestra problema. De tal manera que cuantificando la radioactividad secuestrada 
por la protelna es posible calcular la cantidad de AMPc de la mueslra. 

Cada cepa fue precrecJda en LB durante una noche. y poslerionuente se 
Inoculó. a una D. O. 540nm de O.OS. en medio fresco M9-tactosa adJctonado con 
casaminoáctdos al 0.1 %. Los cultivos se crecieron en agitación constante hasta 
alcanzar una D. O. ~o nm de O. 7. en seguida se cosecharon 10 mi y se mantuvieron 
en agua hbv1ente por 10 minutos. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 
5.000 rpm para remover restos celulares. posteriormente. se UoftUzaron 2 mi del 
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sobrenadante. Cada muestra se resuspendió en 200 µl de buffer del ensayo 
(ApCndice 12) y se procedió a cuantificar la concentración de AMPc de acuerdo con 
el protocolo del kit. 

Secuenclacl6n y an6liala del ADN 
Distintas delectones de los fragmentos de ADN a secuenciar se subclonaron 

en el vehículo pSK. La secuencia nucleotidica se determinó en ambas cadenas. 
utilizando el secuenciador automático 373A de Applied Biosystems y el kit de 
secuencia .. Oye Tenntnator Cycle Sequenctng Ready Reaction .. de Perkin Elmer. La 
secuencia se generó a partir de los primeros universales del pSK y de primeros 
diseñados en base a la secuencia obtenida. Para el diseño de primeros se empleó el 
programa OUgo versión 4. En el análisis de las secuencias de ADN empleamos los 
programas de GCG versión 8.1 (Genettcs Computer Group) y el paquete 
computacional GeneWorks versión 7 .5 lntelltGenetics. 
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RBSULTADOS 

4 1• 1··•-to • ldeatUl.,..,16a de ,,...._••t- de ADl'lf de R. etH que 
co•ple,._tea - -pa --te .,_-de g_ eoH 

La estrategia empleada para tdentlflcar los genes cya de R. etU consistió en 
complementar la cepa mutante de E. colt SP850 (cya-) con cósrnldos provenientes del 
banco genórnlco de la cepa CE3 de R. etlL Esta mutante no puede crecer en fuentes 
de carbono alternativas como la lactosa debido a que la expresión del operón lac. 
requertdo para su uUU.za.clón. está bajo el control positivo del complejo AMPc-CRP. 
Mediante una cruza trtparental se introdujeron tos 1200 cósmtdos del banco en Ja 
cepa de E. coU SP850 y se seleccionaron cepas capaces de crecer en lactosa. De esta 
forma se Identificaron cuatro cósmtdos que complementan el crecimiento de la 
mutante en lactosa. a los cuales denominamos pTS934. pTS933. pTS 11 79 y 
pTS1190. 

caract:erlaacl6n de ... cepa. cya- complementacta. 
Debido a que la mutación en el gen cya tiene un efecto pleiotrópico en E. coli 

y con la finalidad de determinar si las cepas complernentantes portan genes 
homólogos para la AC de R. etll. se analiza.ron distintos fenotipos cuya dependencia 
por el complejo AMPc-CRP ha sido ampliamente documentada. Los fenotipos 
examinados fueron: 1) El crecin1.lento en distintas fuentes de carbono utllizando 
placas de medio mínimo M9: 2) Fermentación de azúcares en placas de agar 
MacConkey; 3) Sensibilidad a la fosfomicina: 4) Sensibilidad a una mezcla de 
a.ndnoácidos que inhiben el crcchniento de E. colt; y 5) Motilidad. 
1) Creelm.lento en d.l•tlntaa IUentea de carbono 

Como se ha mencionado anteriormente. en E. colt el catabolismo de fuentes 
de carbono alterna Uvas corno la lactosa, maltosa, galactosa. etc., dependen del 
complejo AMPc-CRP. Por esta razón se exa.nitnó la capacidad de las cepas mutantes 
cya- complementadas para crecer en placas de n1edio rninimo M9 suplementado con 
lactosa y maltosa como únicas fuentes de carbono. Las cuatro cepas 
complementadas crecieron en el medio con lactosa y sólo las mutantes que portan 
Jos cósrn..tdos pTS933 y pTSl 190 crecieron en el medio con maltosa (Tabla 5). 
2) Ferm.entacl6a de asúcare• en plac- de ..... MacConkey 

Se examinó la fermentación de distintos azúcares en placas de agar 
MacConkey. El agar MacConkey es un medio rico que contiene el colorante rojo 
neutro y carece de un azücar particular. Tal colorante funciona en bacterias como 
un indicador de la fermentación de azúcares. debido a que vira de color en respuesta 
a la acidez del medio, gent!rada por productos de la fermentación. Con este medio es 

. posible monitorear cuaUtaUvamente la capacidad de una cepa para fermentar un 
azúcar en particular. Las bacterias capaces de utilizar la fuente de carbono 
suplementada se toman rojas en contraste con aquellas que no lo logran que se 
mantienen doradas. El agar MacConk:ey se suplementó con los siguientes a.zúcaJ·es: 
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lactosa. maltosa. galactosa. arabtnosa y .xilosa .. Las cuatro cepas complementadas 
f"ennentaron lactosa y únfcanJente Jas cepas que tJenen los cósmfdos pT'S933 y 
pTSl 190 f'ermentaron maltosa y galactosa .. Ninguna de Jas cepas Cermentó 
a.rablnosa. nf xilosa (Tabla 5). 

2)-.... Uld-ª'-
.AntfhfótJcos como Ja f'osíotnfcina o el ácido nalidúd.co se introducen a E. coll 

por mecanismos de transporte propios de fuentes de carbono (Alper y Ames. 19781. 
La Cosf"onUctna tnhtbe la sfutests de pared celular y se transporta a Ja célula a través 
de sistemas que normalmente transportan L-a-glfcerolfosf"ato y hexosas Cosfato. 
ambos regulados posittvamcnte por el complejo AMPc-CRP (Koch et al.. 196-1; 
Winkler et al .. 1970). Consecuentemente. las mutantes de E. coli cya- son 
resistentes al antJbfóUco en bajas concentraciones. La sensfbilldad a la f'osfomicfna 
de las cepas mutantes complementadas se examinó en placas de agar MacConkey 
adicionado con lactosa y el antJbiótfco a una concentración final de 25 µg/ml. Las 
cepas complementadas fueron sensfbles a Ja f'osfomfcina. mientras que la cepa 
mutante f"ue resistente ITabJa 5). 

3) Se-'bllldad a --
Uza.n y Oanchin ( 1976) observaron que el crectm1ento de E. coli se inhJbe en 

presencia de concentracfones elevadas de serina y que el mismo ef'ecto se 
incrementa cuando se conf"ronta a E. colt con una mezcla de aminoácidos que 
incluye: serfna. rneUonfna, JeucJna y glfcfna. El efecto preciso de Ja serina en el 
crecfnúento de E. colt no se ha aclarado del todo. Uza.n y Danchtn proponen que 
existe alguna interrelación entre las rutas rnetabóUcas que sJntettzan Jos dtsUntos 
aminoácidos. En este sentido. la serina podría desbaJancear la sintesis de 
anitnoácJdos de cadenas ramtllcadas (i. e. Jsoleucfna. vaJtna. etc.). provocando Ja 
auxotrofia de alguno de estos a.nl.inoácJdos. Daniel y DanchJn {1979) sugieren que el 
complejo A.rdPc-CRP participa en Ja respuesta de E. colt hacJa Ja serJna. Observan 
que mutantes cya- o crp- son resistentes a Ja :lnh.Jblción del crecllnfento por ser1na. 
Demuestran que el complejo regula posftJvamente la expresión de la acetolactato 
sintasa y que mutantes cya- o crp-. que no presentan esta actividad. acumulan eJ 
2-cetobutirato precursor de Ja isoJeucJna. La sensJbiJJdad a la sertna de las cepas 
cya- complementadas se examinó en placas de medio mintmo M9 adJcionado con 
gJucosa. como única Cuente de carbono y una mezcla de Jos siguientes arninoácJdos: 
sertna. metfonina. gllctna y leucina. EJ crcclmtento de las cepas complementadas se 
tnhfbtó por Ja serina rrabla 5). 
4)MoUlidad 

En bacter:las entérlcas el cornpJejo AMPc-CRP regula la expresión del operón 
JlaA.El. que codifica para proteinas cstn.Jctura.les del flagelo. Por esta razón, cepas de 
E. coli cya- o crp- no son motiles. La motilidad de las cepas compJementadas se 
examinó en placas de agar suave (Apéndice 13). Todas las cepas complementadas 
Eueron móWes. mientras que la mutante permaneció inmóvil íl'abla 5). 
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Tabla 5: Complementación de la cepa mutante cya- de E. colL 
MC'dloe empleadoa 

Cepas Agar MacConkey M9 Fosfomlclna Ser1na Motllldad 
Lact.oea Maltoaa Oalactoea Ara.blnoaa Xlloaa Maltosa Lactosa 

SPSSO o o o o o 
SP850/pl.AFRJ o D o D o 
SP8SO/pTS933 R R R D o 
SP850/pTS934 R o o o o 
SPSSO/pTS 1 179 R o o o o 
SP8SO/pTSl 190 R R R D o 
SP850/pSK o o o o D 
SP850/p33. JO R o o o D 
SP850/pE2 R R R o o 
SP850/pX6 R o o D D 

O colonias doradas. R colonias rojas. + crecimiento. - no crecimiento 
Las cepa• fueron crecidas en placas de M9 y aga.r MaCConkey adJclonando las fuentes de carbono llstadu.s a 
u.na concentracton final de 0.2% (M9J y 1% ( a,tar MacConkeyJ. 
La scnalbiUdad a la fosfomJclna se exaintnó en placas de agar MacConkey adicionado con lactosa al 1 % y 
25 mg por Utro del an.Ub16Uco. 
El efecto de la sertna fue cxarnJ.nado en placas de M9 adicionado con glucosa y una mezcla de distintos 
ainlnoácldos (scrtna. meuonlna. IRltctna y lueclnaJ a una conccntracton final de 1 mM. 
La motilidad fue examinada en placas de agar suave. 

An6Uala de lo• c69mido• complementan.tea. 
Debido a que los distintos cósmtdos presentan diferentes capacidades para 

complementar a las cepa mutante y con la finalidad de establecer si existe similitud 
entre ellos. anaUzamos el perfil de restricción de las cuatro clonas con distintas 
endonucleasas. Los cuatro cósmldos presentan patrones de restrtccJón distintos con 
diferentes nucleasas. no obstante. con algunas enzimas presentan fragmentos 
comunes de diferentes pesos moleculares. Tal es el caso del perfil de restricción 
obtenido con la enzUna EcoRI. en el cual. los cósmidos pTS933. pTSl 179ypTSl190 
tienen en común un fragmento de 1.1 kb. mientras que Jos cósmidos pTSl 179 y 
pTS1190 comparten al menos dos fragJnentos más. de 1.7. y 2.6 kb. El plásmido 
pTS934 posee en común con el plásmido pTSl 190 fragn1entos de 1.5. 2.2. y 10 kb. 
Por su parte. los plásmidos pTS933ypTSl190 presentan fragmentos co1nunes de 1.2 
y2.lkb. 

Para determinar si los cósmidos aislados son distintos o si realmente 
comparten fragmentos EcoRI que podrían corresponder a la misma zona genómtca. 
se realizaron hibridaciones cruzadas. utUizando como sonda a cada uno de los 
cósmidos e hibridando contra el resto de ellos y contra el genoma total de R. etli 
CE3. Al emplear corno sonda al cósmldo pTS934 encontramos que éste no hibrida 
con el resto de los cósmidos. Lo mismo ocurre cuando uUUzamos al cósmido 
pTS1179 como sonda. Sin embargo. cuando utilizarnos como sonda al cósmido 
p'TS933 o al pTSI 190. observanios que aznbos cósmJdos comparten dos fragmentos 
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EcoRJ de 2.1 y 1.2 kb (Figura 3). Por lo que suponemos que los cósnUdos pTS933 y 
pTSl 190. aparentemente sobrelapados. son distintos a los cósmtdos pTSl 179 y 
pTS934. De tal modo que podria.JDos hablar de tres grupos de coDJplementactón 
distintos. Asf también podriamos aftnna.r por estos experimentos que Jos distintos 
cósnddos se encuentran representados en el genoma de la cepa CE3 de R. etli. 

1 2 3 4 5 

21 Kb -- - - --10kb -- - -
3Kb-- -- -2.5Kb-- -2Kb-- - .. -

1.2Kb --- -- - -
0.7Kb -- -Figura 3: La dlgesU6n EcoRI del cósmtdo pTS933 fue hlbl1dado contra si rntsma (carrU J J. 
contra las dlgestlones EcoRJ de los cósrnJdos pTSl 190. pTS934. y pTSl 179 (carrtlcs 
2. 3 y 4. ~pecttva.mcnte) y contra la dJgesUón EcoRI del genoma total de la cepa CE3 
de R. etlt (carrtl 5). La set'\al de 21 kb que campan.en los cuatro cósmldos 
corTCSponde al vector. 

Dellmltacl6a del ...._eato ,,..,.po....W.. de complementar a la mutante cyc:r 
de 11:. colf. apartlr de loa c6amldoa pT8834, pTS833, pTS1178 y pTS1180 

La delimitación de los genes contenidos en los distintos cósmidos que 
complementan a la mutante de E. coli cya-. y que potencialmente codtflcan para las 
AC de R etli. se realizó complementando la rn.Jsma mutante con subclonas derivadas 
de los cósmidos aislados. 
Al Obtencl6a -1 plAamldo pas.10 a partir del c6amldo pTS834 

En el caso del cósmido pTS934. inicialmente se subclonaron todos los 
fragmentos de ADN de la digesUón con EcoRJ en el vector pSK: en seguida. se 
exa..nitnó la capacidad de las cepas cya- transformadas con las distintas clonas. 
para crecer en lactosa como única fuente de carbono. La. cepa cya- que porta la 
clona llamada pEIO logró crecer en lactosa. esta clona conUene un fragmento de 
ADN de aproxtmadaJDentc 10 kb. Postertonnente se reaJJzaron digestiones parciales 
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de la clona pElO con la enzima Sa.ll y se religaron en el mismo vehículo para 
obtener clonas derivadas que perdieran algún fragmento SaU. con tal reacción se 
transfonn.6 la cepa cya.-. Las colonJas que poseen plásmtdos que conservan el 
fragmento de ADN que le permite a la cepa cya- uUlizar lactosa son azules en 
placas de M9 lactosa. peptona de caseína y X-gal: mientras que aquellas colonias 
que poseen plásJDJ.dos que perdieron tal fragmento son totalmente blancas. Se 
cxtrajó ADN plasmidico de 5 colonias azules y 5 colonias blancas. El patrón de 
~strlcción con SaU de los pláslllidos que portan las colonias azules presentan en 
común un fragmento de aproxtrnadainente 3 kb: éste fragmento no se encuentra en 
ninguno de los plásmidos que portan las colonias blancas. El fragmento Sall de 3 
kb se subclonó en el vehículo pSK para formar la clona p33.10. Con esta clona se 
transformó la cepa cya- y las bactertas transfonnantes fueron azules en placas de 
medio mfnlmo M9 lactosa. peptona de caseína y Xgal. En resumen, la clona p33.10 
le confiere a la cepa mutante de E. coll cya- la capacidad de ut.tUzar lactosa. 
B) Obteacl6a del plAamldo pll:2 a partir del c6•mldo pTS933 

Los fragmentos obtenidos de la digestión EcoRI del cósmido pTS933 se 
subclonaron en el vehículo pSK. Las clonas resultantes se usaron para transformar 
la mutante cya-, posteriormente se examinó Ja capacidad de las transforman tes 
para fermentar lactosa en placas de agar MacConkey. Unicamente la clona llamada 
pE2. que porta un inserto EcoRJ de 2.1 kb. le permitió a la mutante fermentar 
lactosa. 
C) Obteacl6a del plAamldo p193 a partir del c6•mldo pTS1190 

El fragmento .EcoRI de 2.1 kb, procedente del cósmJdo pTSl 190. se clonó en el 
vector pSK generando la clona pl93. Esta clona se empleó para transformar Ja 
mutante cya-. Las transformantes crecidas en placas de agar MacConkey-lactosa 
fueron capaces de fermentar el azúcar. Por los datos de hibridación de los cósmidos 
y el perfil de restricción de las clonas pE2 y pl93, suponemos que este fragmento 
EcoRI. responsable del fenotipo Zac+ en la mutante. corresponde a la misma zona 
genórnica compartida por Jos plásmtdos pTS 1 190 y pTS933. 
D) Obteacl6a del plAamldo pXS3.7 a partir del c6•mldo pTS1179 

Los fragmentos obtenidos de la dJgestJón Xhol del cósmido pTSl 179 se ligaron 
al vehículo pSK. Con esta reacción se transformó la mutante cya-. Las colonias 
transformantes se crecieron en placas de agar MacConkey-Jactosa. para 
posteriormente seleccionar 5 colonias doradas y 5 colonias rojas. A estas colonias 
se les extrajó el ADN plasmídtco y se analizó su perfil de restricción con Xhol. Las 
colonias doradas poseían plásmldos con distintos fragmentos. mientras que las 
colonias rojas contenían plá.smidos idénticos. constituidos de un único fragmento 
Xhol de 6. 7 kb. Esta clona, llamada pX6, se digirió con SmaI y se religó 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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~de - .... _ •• _ ..-. p33.10,., p&X3.7 

Con la flnaltdad de detenntnar si Ja.a distintas clonas deltmitadas a partir de 
los cósmtdos complemcntantcs presentan alguna homología entre si. se realizó una 
htbrtdactón en condiciones estrictas uUUzando corno sonda a la cJona pE2. e 
htbrtdando contra el resto de las clonas y contra el genoma total de R. etlt CE3. En 
la Ogura 4 observarnos que el fragmento E2 no presenta homología con ninguna de 
las clonas. Estos resultados coinciden con los experimentos de hibridación de los 
cósmtdos. por lo que podemos a.flrmar que a partir del genoma total de R. etll CE3 
hemos deltmttado tres fragmentos distintos de ADN que complementan una cepa 
cya- de E. colL 

_1_ 2 3 .. s 

i -­~····· 
Figura 4! El fragmento E2 fue hJbridado contra at mismo Ccarrtl 1). contra las clonas p 1 O. 

p33.IO. pX6. pXS3.7 y pTS933 (carTtles 2 al 6. respecttvamenteJ y contra una 
dlgestlón EcoRI del genoma total de la cepa CE3 de Rhtzobturn etU (can-ti 7). 

Caracterlzacl6a de laa cepaa mutante. complementad- con lo• plhmldo• 
pEZ, p33. 10 y pll:SS.7 

Las cepas mutantes cya- de E. coU complementadas con los plásmidos pE2. 
pX6. y p33.10 se caracterizaron bajo los criterios ya descritos. es decir. se 
anallzaron distintos fenoUpos que dependen del complejo AMPc-CRP. Las cepas 
complementadas con las clonas pE2. pXG. y p33.10 crecieron en placas de medio 
míninto M9 suplementadas con lactosa. rn.lentras que en placas de medio mínimo 
M9 suplementadas con maltosa &ólo la cepa que porta la clona pE2 fue capaz de 
crecer rrabla 5). En placas de agar MacConkey las cepas complementadas con las 
distintas clonas fermentaron lactosa mientras que la cepa portadora de Ja clona 
pE2 fermentó maltosa y galactosa.. Ninguna. de las cepas fermentó arabinosa ni 
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xtlosa rrabla 5). Las cepas complementadas. a diferencia de Ja cepa mutante. fueron 
sensibles a la fosfornlctna rrabla 5). Concentraciones elevadas de la mezcla de 
distintos anúnoácldos no Uenen efC"cto en el crcclmfento de Ja cepa mutante, pero 
inhiben el crecimiento de las cepas complementadas (Tabla 5). Finalmente. en 
placas de agar suave las cepas complementadas fueron móviles. no asi la mutante 
ITabla 5). 
DID6mlca de crecimiento de.._ cepaa complementa..._ 

Se reaUzaron dlnándcas de creclntJento de las cepas complementadas con los 
plásrnldos pE2. p33.IO y pX6 en 01edlo ntinlmo M9 adicionado con lactosa. maltosa 
o galactosa como únicas fuentes de carbono. Se tomaron registros del crecimiento 
en Jos siguientes Intervalos de tle01po: primer 01uestra 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 
diná.rnlca de crectnUento. Debido a que no conta.tnos con la cepa de E. coli silvestre 
lsogénlca. e01pleainos como control positivo a la mutante cya- crecida en presencia 
de 1 mM de AMPc. 

La flgura 5 muestra las dinámicas de crecimiento de la cepa mutante y de las 
c17pas complementadas crecidas en medio minlmo M9 adicionado con lactosa, 
maltosa y galactosa como únicas fuentes de carbono. En medio minlmo lactosa ta 
cepa mutante es incapaz de crecer rn.Jentras que el resto de las cepas alcanzan 
densidades ópticas cercanas a 1 en 24 horas. Partlcutannente la cepa que porta el 
plásmldo pE2 crece tan bien como la mutante en presencia de AMPc. Anlbas cepas 
después de 12 horas de crecimiento alcanzan una O.O. de 1.0. mientras que tas 
cepas complementadas con las clonas p33.10 y pX6 en 12 horas alca..nza una O.O. 
aproximada de 0.3 y 0.2. respectivamente. Después de 24 horas de crecimiento, el 
rendimiento 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 rninlmo 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 medio. El crecimiento de Ja cepa complementada con la 
clona pE2 presenta una J"ase lag que se prolonga al menos doce horas: a partir de 
este punto aparentemente inicia su crechn.lento exponencial. alcanzando despuCs de 
24 horas densidades ópticas sitnilares a las alcanzadas por la cepa mutante crecida 
en presencia de AMPc. En el caso del crecimiento en medio mínimo galactosa. 
nuevainente la cepa que porta la clona pE2 crece tan eficientemente corno la cepa 
mutante en presencia de AMPc. a 12 horas de iniciada la dJnárnfca 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. ftnahnente a las 24 horas 
axnbas cepas presentan densidades ópUcas cercanas a l. Por su parte. tanto la cepa 
mutante como las cepas complementadas con las clonas p33.10 y pX6 no logran 
crecer en este medio a.in después de 24 horas. 
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Figura 5: Curvas de creclm!enlo de la cepa de E. coli cya· y de las cepas complementadas 
crecidas en medio mínimo M9 adicionado con distintas fuentes de carbono. 
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Complemeatacl6a de una cepa muta.ate crp- de E. coli. 
En 1990 de Crecy-Lagard y colaboradores describen una proteína de 

Xanthomonas campestrts. llamada CLP (por su parecido con la proteína CRPJ. 
Involucrada con la patogenlcldad de esta bacteria. Tal proteína con1plementa 
parctahnente el fenotipo pleiotróptco de una cepa doble mutante de E. coli cya.- crp-. 
debido a que funciona como un acttvador transcripclonal que no requiere de AMPc 
para activar la transcripción de algunos operones dependientes del complejo AMPc­
CRP en E. coli. Con finalidad de establecer si las clonas de R. etll codifican una 
proteína sJmllar a la CLP de X. campestrts. lntrodujitnos los plásmldos pE2, pX6 y 
p33.10 en la cepa de E. colíCA8445-l (crp-J. Ninguna de las clonas complemento a 
la cepa ITiutante. 

Cua.at:Ulcaclóa de lo• nJ.ve._ de AMPc ea laa cepa• complem.ent:ad•• 
Se cuantificaron los niveles totales de AMPc en las cepas mutantes 

complementadas con los plá.srnidos pE2. pX6 y p33. l O. Se midieron las pozas de 
AMPc de crecimientos en rase exponencial en medio mínimo M9 suplementado con 
lactosa y casaminoácfdos. Debido a que la cepa cya- no puede utltzar lactosa como 
fuente de carbono. adfclonainos casaminoáctdos para. sustentar el crecfmte-nto de la 
mutante. Mientras que las cepas complementadas acumularon diferentes 
cantidades del AMPc. en la cepa mutante no se detectó el nucleótido. Nin_guna de 
las cepas complementadas acumuló tanto AMPc C'omo Ja cepa silvestre W3110. La 
mutante transformada con la clona pX6 presentó mayor acumulación de AMPc, 82. 7 
% de lo cuanUflcado para la cepa silvestre. Por su parte, las cepas que portan los 
plásmldos p33.10y pE2 sólo acumularon el 51.6 %y 25 %. del AMPc acumulado por 
la cepa silvestre. respectivamente rrabla 6). 

Tabla 6: Niveles de AMPc en las cepas de E. coll cya- complementadas 

Cepas Niveles de AMPc 
(pmol/mg de prot) 

SP850 (cya-J 
SP850/pE2 
SP850/p33.10 
SP850/pX6 
W3 l l O (silvestre) 

NO 
19.09 +/• 0.67 
38.80 +/• 4. J 1 
62.18 +/· 11.5 
76.12 +/- 16.32 

Cada valor es el promedio de tres exper1mcntos tndependtentes 
ND= no detectado 

Secuencia nucleoUcUca del ~eat:o E:I 7 eecuencla proteica deducida 
Distintas deleciones y subclonas obtenidas del plásmldo pE2 fueron 

secuenciadas en ambas cadenas a partir de los primeros universales del vehículo 
pSK y de primeros Internos cltsei\ados en base a la secuencia obtenida (Figura 6). 
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Figura 6: IV!apa de restrtcctón del fragmento E2. estrategia de secuencia y marco de lectura 
abierto que presenta homología con la proteína CYA2 de R. meliloct.. Se Indica el sitio 
de inserción del casette fún-lacZ empleado en Ja generación de las mutantes de R. etlL 

El anállsis de la secuencia nucleotidica del fragmento E2 muestra un marco de 
lectura abierto que codifica una proteína de 354 residuos de aminoácidos que tiene 
una similitud del 74 % y una identidad del 54 ºA> con el gen cya2 de R. melUotL 
además de presentar cuatro motivos conservados entre las adenil y guanil ciclasas 
de la clase III (Beuve et aL, l 993J(Flgura 7). 
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Figura 7: Alinea.miento de la proteina CYA de R. etli codificada en el fra~mento E2 (AJ y la 
proteína CYA2 de R. meliloct (DJ. utilizando el programa Bestflt (GCG). Los 

~rt~~~~~: ~~g~:d~~~~ª~f~~bag~e~iu'J) efe ·~~f~~~ªÁ'=f P c&"rt~Jo; ~:::~:~~ 
motivos conservados en las adcntl y guantl ctclasas (negro). 
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Secuencia nuclotlcUca del Cr• .... eato 33.J.O 
Al Igual que en eJ caso de la clona pE2. se genera.ron deleciones y subclonas 

del plásntJdo p33.10 que posterft.:1nncnte fue,-on .secuenciadas en a.ntbas cadenas a 
partir de Jos primeros universales del vehículo pSK y de primeros diseñados en base 
a Ja .secuencia obtenJda (Figura 8). 

- lOOpb 
Sscl Hindlll 

Sall Clal Htndtll BamHI Hlrtdlll &11 

4--------· ...,__ --------·-
Ffgura 8; Mapa de rrsUicctón de la clona p33. IO y <."strategla de secuencia 

No obstante que Ja clona p33.10 se ha secuenciado en su totalidad. aún no 
logramos identificar un marco de lectura abierto. debido quizás a que le\ secuencia 
presenta ambfgO:edades que estamos depurando. Por otra parte. análisis de tJpo 
BLAST o FASTA aún no denotan homologia del fragmento 33. l O can alguna 
secuencia reportada en las bases de datos. Así mismo. no hemos tdenttflcado los 
moUvos. descritos por Beuve y colaboradores (1993), que se conservan en las adenil 
y guanU cJclasas de la clase III. Sin embargo. en el primer marco de lectura 
Jdenttflcamos. por medJ;o del progra.nia MOTIFS de GCG. un n10Uvo de unJón a 
ATP/GTP slmilar al que presentan las adentl ciclasas de la clase ll. 

Generación de una c:epa mutant:e cya- de R. etll 
Con la flnaUdad de generar una cepa mutante cya- de R. etl/... el fragmento E2 

se subclonó en el vehículo movtUzabJe pWS233 suJcJda en Rhizobium (Selbitschka et 
al .• 19931. generando la clona pWSE2. Esta clona se utJUzó para fnterrunipir el gen 
cya insertando. en a.rnbos sentidos de Ja transcripcJón, un cassette Km-la.C"Z 
(Kokotek y Lanz, 1989), que forma fusiones transcrlpciona!es. dando lugar a las 
cJonas pWSE2K61 y pWSE2K62 (Ft~ura 9 y 6J. Dichas insercJones abaten Ja 
capacidad de esta cJona para complementar a Ja mutante de E. coli. Alnbas 
construccJones se emplearon en la obtención de las respectivas cepas mutantes 
(CONlS y CON22) cya· de R. etl(. MedJante expertmentos de hJbridacJon nos 
sercforamos de que ambas mutantes presentan la tnsercióo del cassette Krn~lacZen 
eJ fragmento E2. En Ja flgura 10 se muestra la h:Jb.r1dactón del fragmento E2 contra 
genomas totales de las cepas CE3. CONJB y CON22 dJgerJdos con EcoRI. 
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Ftgura 9: Construccfón de Jos plásmfdos pWSE2K61 y p\.VSE2K62 
empleados en la generación de las cepas cya- de R. etli 
CONIB y CON22. respecttvrunente. 

- Fragmento E2 - Cassette Krn-lacZ 
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.AJnbas mutantes no presentaron diferencias con la cepa silvestre de R. etll 
CE3 en Jo referente al crecimiento en distintas fuentes de carbono y nitrógeno. 
aderna.s de que fueron ta..n movlles como la cepa silvestre. 

Ffg1.2ra 1 O: 

1 2 3 

2.8 kb -- - - -2.4 kb 
2kb-- -

-l.2kb 

0.8 kb-- -
El fragment.o E2 fue hibridado contra dJgestlones EcoRI de genomas 
totales de las cepas de R. etll CE3 (carril 1). CON 18 (carril 2) y 
CON22 (carrt.l 3). La. señal del carril 1 corresponde al fragmento E2. 
tnJentras que las seña.les de los carriles 2 y 3 corresponden al fragmento 
E2 interrumpido con. las Jnserciones del casset.t.e Kln· lacZ. integrado en 
ambos sentidos de la. transcripción. Los genomas mutantes (carril 2 y 3) 
presentan dos señales debido a que el cassette posee dos sitios EcoRI 
internos. Toda..s las señales corresponden en tamaño con los fragmentos 
esperados (ver figura 9). 
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DlllCUSIÓl'f Y CONCLUSIONES 

En bacterias de la familia Rhtzobiacea. el AMPc ha sido involucrado en el 
control de diversos fenómenos tanto en vida Ubre (Upchurch y Elkan. 1978: Lim y 
Sha.nrnugarn. 1979) como en strnbtosis (Blanchlni et aL. 1993). Sin embargo. no se 
han logrado obtener cepas mutantes de Rhlzobiurn deficientes en Ja síntesis de AMPc 
o CRP que permitan establecer en fonna precisa el papel del nucleótido en la 
flslologfa de estas bacterias. 

Con Ja finalidad de obtener cepas de Rhizobiurn deflctentes en Ja sintesfs de 
AMPc. en el presente trabajo describimos la clonación de tres genes distintos que 
p:.atattvamente codifican para adenil ctclasa en R. etli. La estrategia empleada 
conslst.Jó en complementar el crecimiento de una cepa de E. coli cya.-. incapaz de 
sintetizar AMPc. con cósmtdos de un banco genómico de Ja cepa CE3 de R. etlL 
Utiltza.ndo esta estrategia lograinos aislar los cósmtdos pTS933. pTS934. pTSI 179 y 
pTSl 190: que le confieren a la cepa cya- de E. coll la capacidad de cataboUzar 
lactosa. es decir, las clonas complementan el fenotipo Lac-. Debtdo a que las cepas 
complementadas con los distintos cósm.tdos exhibierón fenotipos no !fieleccionados 
propios de cepas cya+ tales como motilidad. sensibilidad a fosfomtctna y a serina; 
descartamos Ja posibilidad de que estas clonas codificaran proteínas con la 
capacidad exclusiva de cataboUzar lactosa. A.si mismo, al retnt.roductr los cósmidos 
aislados en Ja cepa mutante constatamos que estas clonas fueron las responsables 
del fenotipo de complementación observado, descartando de esta forma el efecto de 
una segunda mutación que suprimiera la mutación Inicial. Por otra parte, 
experimentos de hibridación evidenciaron que los cósmldos pTS933 y pTSl 190 son 
sobrelapantes, ya que tienen en común dos fragmentos EcoRI de 2.1 y 1.2 Kb. 

Mediante deJeciones y subclonaclones de los cósrntdos pTS933, pTS 1190. 
pTS1179. y pTS934 se obtuvieron las clonas pE2, pl93. pXS3.7 y p33.10, 
respecuva.mente. las cuales contienen las secuencias responsables de complementar 
a la cepa cya- de E. colL No obstante que las clonas delitnUadas se mantienen en 
multicopia complen1entaron. al igual que los cósmidos. sólo parcialmente el 
fenoUpo plelotroplco de la mutante cya-. 

El análisis de hibridación de las clonas delimitadas confirmó que los 
fragmentos E2 y 193, que representan parte de la zona genórn.Jca que comparten los 
cósmidos pTS933 y pTSl 190. son idénticos entre sí y que no muestran homología 
con las clonas p33.10 y pXS3.7. El mapa de restricción de las clonas p33.10 y 
pXS3. 7 es totalmente distinto. ratificando los resultados obtenidos en los 
experhnentos de hibridación de Jos cósmJdos. 

Ninguna de las clonas Cue capaz de complementar una mutante crp- de E. coli. 
excluyendo la posibilidad de que las clonas aisladas codificaran una proteína 
reguladora homóloga a CRP y cuya activtdad sea Independiente de AMPc CCRP•). 
como la descrita en X carnpestrts (de Crccy-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 mínimo M9 suplementado con lactosa y casamlnoácldos. Las evidencias 
anteriores Indican claramente que R. etlt posee al menos tres sistemas 
genetJca.Jilente distintos para la síntesis de AMPc. 

Se han logrado clonar los genes cya de R. rnelUott (Kiely y O'Gara, 1983; 
Archdeacon et al; 1995) y B.Japonicurn (Guerlnot y Chehn. 1984) mediante la 
complementación de cepas mutantes de E. coU deficientes en la síntesis de AMPc. 
En el caso de R. melUott. se han clonado dos genes distintos (cyal y cya2). ambos 
genes complementaron parciahn.ente a la mutante de E. coli. El gen cyal le conflrtó 
a la cepa complementada la capacidad para. uttltza.r lactosa. maltosa. y manitol: no 
así arabinosa. xilosa. ni rtbosa: mientras que el gen cya2 le permitió a la mutante 
catabollzar maltosa. arabtnosa. manito], xilosa. rtbosa y glicerol. Por su parte. el 
gen cya de B.JaponicuJn le permite a una mutante cya- de E. colt fennentar nlaltosa. 
arablnosa. rtbosa, xilosa. y manJtol, fue sensible a la fosfomiclna e incluso recobró 
parcialmente la motilidad. Al igual que en los casos anteriores. los tres genes cya de 
R. etli complementaron también parctahnente el fenotipo pletotróptco de la mutante 
cya·. La razón por la que los distintos genes de Rhtzobiurn descritos complementan 
solo parcialmente a las cepas cya- de E. coll. puede vislumbrarse desde dos puntos 
de vtsta distintos: 1) Porque Jos niveles de AMPc producidos por las distintos clonas 
no son suficientes para activar todos Jos operones dependientes del complejo AMPc­
CRP en E. colt: 2) Porque las condiciones de crectrntento en las que se examinan los 
fenotipos de complementaclon Interfieren en los niveles de AMPc que producen las 
distintas clonas en E. colL 

Los operones dependientes del complejo AMPc-CRP presentan en su región 
promotora uno o varios sitios de unión a CRP, a Jos cuales se une el complejo para 
activar su transcripción. La. diferente afinidad de estos sitios por el complejo A.M'Pc· 
CRP, jerarquiza la expresión de Jos distintos opcrones (Pyles y Lee .. 1996). En este 
sentido es probable que los niveles de AMPc que producen las AC de Rhlzobiu.rn sean 
bajos y que por esta razón no se activen todos lo operones dependientes del 
complejo. l3ajos niveles de AMPc podrían expJicarse como resultado de: AJ Un 
reducido nivel de expresión de los genes cya de Rhizobtum en E. coli. dado 
probablemente por diferencias en los mecanismos de transcripción en ambos grupos 
de bacterias: B) Posiblemente las adenil clclasas de Rhizobtaceas presentan 
actividades disminuidas en E. colt. Incluso podríamos pensar que tanto la expresión 
como Ja actividad de las distintas adenll ctclasas en su fondo genético original sea 
baja. 

Guertnot y Chelm (1984) proponen que Ja diferencia en el espectro de 
complementación que presentan las cepas complementadas con los genes cyal de R. 
melUott y cya de B. Japontcurn. se debe a que los vectores en que se ubican ambos 
genes se manuenen en E. coU en clJsUnto número de coplas. Mientras que la clona 
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de R. melllotl se encontraba clonado en un vehículo de bajo número de copJas 
(pRK290), el gen cya de B. Japonlcum estaba clonado en un vector de mediano 
número de copias (pBR322). Por esta razón. las cepas complementadas con el gen de 
B. Japonicum posiblemente producian mayores niveles de AMPc que les permitía 
revertir un mayor número de fenotipos que aquellas mutantes que portaban la 
clona de R. tTielilDtL El gen cya2 de R. melllotl, clonado en un ""ehfcuJo multfcopia 
(pUC18). complementó un mayor número de fenotipos que el cyal. No obstante que 
Jos niveles de AMPc acumulados por las cepas complementadas con las clonas de R. 
rnelilott y B. Japontcum se cuant11lcaron. no es posible hacer comparaciones ya que 
tanto las condiciones del ensayo corno las cepas complementadas son distintas. 

Por otra parte, las tres clonas de R. etli complementaron los mismos fenotipos 
cuando se mantenían en un vehículo de bajo número de coptas (pLAFRlJ o cuando 
se subclonaron en un vehículo multicopia CpSKJ. Por lo que suponemos que el 
incremento en la dosis génica no Uene efecto sobre el es~tro de f"enotfpos 
complementados en la mutante de E. colL Excepctonahnente, al evaluar la motilidad 
de las distintas cepas observainos que las mutantes complementadas con las clonas 
delinlftadas presentaban un radio de motilidad mayor comparado aJ que exhibieron 
las mutantes complementadas con los cósmidos enteros. Por lo que podrtamos 
lnfertr 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: l) Las cepas complementadas con las clonas pE2. p33. l O y pXS3. 7 
acumulan diferentes concentraciones AMPc, sin embargo. ntnguna acumuló tanto 
AMPc como la cepa silvestre; 2J La mutante que porta la clona pE2. que 
complementa Jos fenoUpos mal- y gal·. acumula menos AMPc que las mutantes 
complementadas con las clonas p33.10 y pXS3.7, que no complementan los 
fenotipos mal- y gal-. A.si mismo, las curvas de crecimiento muestran que en el 
medio suplementado con lactosa la cepa complementada con la clona pE2 crece 
como la mutante en presencia de AMPc; mientras que las mutantes 
complementadas con las clonas p33.10 y pXS3. 7 presentan Uempos de dupUcacJón 
mayores. ¿Por qué las cepas que portan las clonas p33. 10 y pXS3. 7 no 
complementan Jos fenotipos mat· y gal· de la mutante si producen mayores 
cantidades de AM.Pc que la cepa que porta la clona pE2?. Una alternativa a 
considerar es que posiblemente las condiciones de crecimiento y en particular las 
fuentes de carbono corno maltosa y galactosa. regulan los ntveles de AMPc 
producidos por las cepas complementadas con las clonas p33.IOy pXS3.7. 

Debido a que las cepas complementadas con las tres clonas son mótiles en 
placas que tiene peptona como fuente de carbono. suponemos en primer instancia 
que la sin tesis de AMPc producida por las clonas pE2. p33. l O y pXS3. 7 no depende 
de la fuente de carbono. Sin embargo. existe la posibilidad de que la maltosa o la 
galactosa repriman la slntesis de AMPc producido por las clonas p33.10 y XS3. 7. sin 
tener efecto en los nJveles de AMPc producidos por la clona pE2. En este senUdo. 
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serta interesante elaborar dinámicas de crecimiento de las cepas complementadas 
con las clonas p33.10 y pXS3. 7 en DJedJos suplementados con lactosa y DJa1tosa o 
con lactosa y galactosa. para observar si el crecimiento de las distintas cepas se 
inhibe en estas condiciones. lo que corrobora.ria el efecto represor de la maltosa o la 
galactosa en los niveles de AMPc producidos por las clonas p33. JO y pXS3. 7. Esta 
observación sugiere que E. coli posee proteínas que en presencia de maltosa o 
galactosa rept1men la transcripción de Jos genes contentdos en las clonas p33. IO y 
pXS3.7. En E. coli. Ja presencia de maltosa en el medio es monltoreada por la 
proteína MarI". acUvador del operan mal (requertdo para el catabolismo de maltosa). 
mientras que la galactosa es monitorcada por las proteinas reguladoras GalR y 
GalS. que regulan eJ catabolismo de galactosa. En este sentido. es posible que Ja 
presencia de maltosa o galactosa en el rnedlo active a las proteinas MalT y GalR o 
GalS. para que éstas repriman la expresión de los genes contenidos en las clonas 
p33.10 y pXS3. 7. Por otra parte cabria la posibilidad de que la maltosa o Ja 
galactosa. incluso algún metabollto producto del catabolismo de estos azúcares. 
inactlve mediante una modificación alostét1ca a las AC codificadas 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 p.XS:3.7 son 01ótiles en placas que carecen de una fuente de carbono como 
lactosa. maltosa o galactosa, sugiere que los genes contenidos en las dfsttntas 
clonas se expresan en E. coll. a un cierto nivel y que esta expresión es independiente 
de la fuente de carbono empleada. Del mJsmo modo puede considerarse que no 
obstante que el AMPc sintetizado aparttr de las clonas p33.10 y pXS3. 7 es suficiente 
para activar la expresión del operónflaAB. es Insuficiente para activar los operones 
catabóllcos 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 
transcripción de las clonas p33. IO y pXS3. 7 esté d.Jrigida por el promotor del operón 
lac (Plac) del vehículo. Cabria mencionar que el AMPc acumulado por las distintas 
cepas se cuantificó en presencia de lactosa y que probablemente por esta razón los 
niveles de AMPc acumulados por las cepas que portan las clonas p33.1 O y pXS3. 7. 
son mayores que los niveles producidos por la cepa que porta Ja clona pE2. Esto 
explJcaria. porqué las cepas que portan las clonas p33.10 y pXS3.7. aún cuando 
producen AMPc en presencia de lactosa. no catabolizan maltosa y galactosa. Para 
determinar si el Plac está transcribiendo los genes contenidos en las clonas p33.10 y 
pXS3.7, podriaxnos reclonar los fragmentos 33.10 y XS3.7 en ambos sentidos en el 
pSK y posteriorment.e realizar dinámicas de crechniento de las cepas 
complementadas con las clonas p33. l O y pXS3. 7 y sus derivadas en medio min.lmo 
suplementado con IP'TG- (Inductor gratuito del operon lac) y maltosa o galactosa 
como únicas fuentes de carbono. 
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No obstante que el AMPc está. i.Jn•olucrado en numerosos procesos ceJuJares 
en Rhizobú.un. poco se conoce acerca del mecanismo que regula Jos niveles de AMPc 
en este grupo de bactertas. En E. colJ. Jos ntveles extra.celulares de glucosa regulan 
las pozas de AMPc atraves del PIS. stn embargo. en Rhizobiurn no se ha descoto un 
sistema homólogo. Incluso medJante la comparacJón de secuencias de Ja AC 1 de R 
rnellloti y la AC de E. colL Peterk:ofsky y colaboradores (1993) proponen que la cfclasa 
de R. melil.oti carece de un dominio para la regulacfón por PrS. Por esta razón seria 
interesante analizar s.t fuentes de carbono como la galactosa y la maltosa están 
involucrados en regular Jos niveles de AMPc en R. etlL 

La secuencJa nucJeotidica de la clona pE2 nos pennJUó fdentiflcar un marco 
de lectura abierto que cocUflca una proteina que tiene una simJIJtud del 74% y una 
identidad del 54% con el gen cya.2 de R. melUoti. El peptido de 354 residuos de 
arnfnoácfdos es lJgeramente más pequeño que Ja AC2 de R. m.elilott. que mide 363 
residuos de aminoácidos, y a su vez. mayor que Ja ACl de R. melilott. que mide 193 
residuos de anunoá.cidos. El análfsh1 de htdrofobicidad de la AC2 de R. meliloti 
reportado por Archdeacon y colaboradores (1995) muestra que esta proteina 
presenta en Ja región amino terminal tres posibles dominios trasrnembranaJes que 
están conservados en Ja proteina codificada en Ja AC de R. etlL Tales dominios 
podrian estar involucrados con censar estímulos ambientales que eventualmente 
mediaran su acUvtdad (Archdeacon et al .• 1995J. En el dominio carboxUo terminal 
se encuentra el centro catalftico propuesto por Peterkofsky y colaboradores (1993J 
(Figura 8J, representado por un sUJo de unión a ATP. que conservan las AC l y 2 de 
R. meltloti y la AC de R. etlL Beuve y colaboradores {1993J definen cuatro rnoUvos 
alta.mente conservados en las adenil cJclasas de Ja clase lll. Tales motivos se 
encuentran conservados en la AC de R. etli (FJgura BJ. por Jo que podríamos afirmar 
que Ja AC de R. etli es un rnJernbro de esta clase de ciclasas. 

En el caso de Ja clona p33.10, Ja secuencia obten.ida aún presenta 
ambigüedades que estarnos depurando y que por el momento nos han impedido 
realizar un análJsts concluyente. DtsUntos análisis de Upo BLAST o FASTA aún no 
Jndican homología del f"ragrnento 33.10 con aJguna secuencia reportada en las bases 
de datos. SJn embargo. por med.to del programa MOTIFS de GCG. logramos 
identiflcar en el primer marco de lectura un rnot.tvo de unJón a ATP/GTP. simJJar al 
que presentan las AC de Ja clase 11. lo que podrfa Indicar la presencia de una AC en 
esta clona. 

La clonación de Jos genes cyal y cya2 de R. meliloti perrnJUó Ja generación de 
una cepa doble mutante e ya l -cya2 - . Esta mutante acumula AMPc en 
concentraciones shntlares a Jos ntveles alcanzados por Ja cepa silvestre y den1ostró 
que Jos genes cyal y cya2 no son esenciaJes para el desarrollo de R.. mellloti en vtda 
Ubre nJ en s.hnbiósts (Archdeacon et al .• l 995J. En ese trabajo también se sugllió Ja 
CJdstencia de un tercer Jocus involucrado en la sintesis de AMPc en R. melilDtL Al 
parecer Ja misma situación se presenta en R. etU. ya que Ja mutante cya- obtenida 

47 



en este trabajo. no presenta alteraciones en su crectmiento en Vida llbre. quedando 
por establecer su f"enottpo en abnblosla. La tdentlflcaclón de tres genes cya de R. elli 
posibilita Ja obtención de cepas mutantes de Rhtzobiurn deficientes totaJes en la 
síntesis de AM.Pc. que pennttlra.n establecer en f"onna precisa el papel del AMPc en 
este Importante grupo de bacterias. 

La. ldenUftcaclón de distintas proteínas encargadas de sintetizar AMPc en R. 
rneltlotl y R. etli obliga a cuestionarse: ¿Porqué Rhtzobium presenta tres, o qulzá.s 
más. adentl ctclasa.s distintas?. RhtzobiUITl no es el únJco genero de bactertas que 
presenta más de una AC. En Stlgnvllella auranttaca se han descrito dos genes que 
codifican para. AC distintas que pertenecen a las clclasas de la clase 111 (Danchtn. 
1993 A). En la cfa.nobacterta Spirulina platensis se identificaron. mediante Ja 
complementación de una cepa de E. coli cya-. tres clonas dtsUntas que codiflcan 
para adenll cfclasas. La secuencia de una de ellas desct1be una proteina con las 
caractertsUcas de las clclasas de la clase 111 (Yashtro et al .. 1996). En la 
clanobacteria Anabaenasp. cepa PCC7120 se describieron recientemente cinco AC 
codUlcadas por genes cya distintos. l....as cinco proteínas aparentemente pertenecen a 
las ciclasas de la clase 111 (Katayaina y Ohmort. 1997). No obstante. en ninguna de 
estas bacterias. Incluyendo a Rhlzobü..un. se ha logrado involucrar a las distintas AC 
con una f"unción en particular. Dada la relevancia del AMPc en el control de 
diversos procesos celulares en Rhizobú...un. asumimos que los niveles de AMPc deben 
de estar rigurosamente regulados en esta bacteria. Una altemattva a este problema 
podría ser tener distintas AC con dff"erentes capacidades para sfntett.za.r AMPc. que 
se activaran en condiciones de crecinUento particulares. Rhizobturn es una bacteria 
que Uene la capacidad de diferenciarse a bacterofde cuando entra en stmbfósis con 
una planta leguminosa. Este doble Upo de vfda requiere de mecanismos especincos 
que le permitan adecuar su metabolismo a las ex::tgenctas del medfo. En este 
sentido. no es arriesgado suponer que las distintas AC de Rhizobium le permiten 
contender y regular di.f'erentes procesos en distintas condiciones de crecimiento. En 
el presente trabajo describimos la existencia de tres sistemas genettcamente 
distintos para Ja sintesls de .AMPc en R. etlL Sin duda Ja generación de Ja cepa 
triple mutante nos ayudará a comprender el papel del AMPc en Rhizobta.un. además 
que nos permitirá defintr si R. etli posee más de tres sistemas altemaUvos para 
sln.tet.Jzar AMPc. 
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TESIS 
iiE LA 

11 DEll 
BIBLIOTECA 

Conunuando con el desarrollo del proyecto se realizaran los stgutentes 
expcrtrnentos: 

Depurar y analtzar la secuencia del fragmento 33. l O. 
Secuenciar el fragmento XS3. 7 y realizar el análisis correspondiente. 
Para. detenntnar si existe un patrón diferencial de expresión de los genes cya 

de R. etlt. se construirán fusiones trascrfpcfonales en las clonas p33.10 y pSX3.7 
con el reportero lacZ; ~staa se emplearan para generar cepas DJUtantes cya- de R. 
etlL Se cuantlftcará la expresión de las dlstlrltos genes en dU-erentes condiciones de 
crec11nfento. en distintas fuentes de carbono y nitrógeno, para definir su papel en la 
represión catabólica. en fase estacionaria y en Ja sunbtosfs. 

Construcción de una cepa U1plc mutante de R. etli. cuantificación de sus 
niveles de AMPc. caractertza.cJón tlsfológtca y evaluación de su CenotJpo sllnblótlco. 
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APJ!:NDICES 

1 LB 
Peptona de Caseína 
Extracto de Levadura. 
NaCI 
Aguac.b.p. 

lOgr. 
5gr. 
lOgr. 
1000 mi 

(SoUdo: agar bactertoJógtco 15 gr.) 

ll -Na2HP04 6 gr. 
KH2P04 3gr. 
NaCI 0.5gr. 
NH4Cl 1 gr. 
Agar 15gr. 
Mgso •. 7H20 u MJ 1 mi 
ºGlucosa 20% (w/v) JO mi 
Agua c.b.p. 1000 mi 
•• namtna 1 mg/ml 1 rn1 
(SolJdo: agar bacteriológico 15 gr.) 
• La glucosa puede ser sustftufda por la Cuente de carbono deseada en Ja misma 

concentración. 
•• Ja Uanllna (estéril por ftJtracJón) se adJcJona después de autoclavear. 

3 Aear MacCo-ey 
Peptona de Caseína 
Sales BfUares 
NaCJ 
Rojo Neutro 
Cristal Violeta 
Agar Bacteriológico 
Agua c.b.p. 

4 py 
Peptona de Caseina 
Extracto de Levadura 
Agua c.b.p. 
(SolJdo: agar bactertológtco 

17 gr. 
1.5 gr. 
5gr. 
0.03gr. 
0.001 gr. 
13 .. 5gr. 
lOOOmJ 

5gr. 
3gr. 
1000 mi 

15 gr.) 
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5 Medio Mlnimo Rhizobium 
MgS04 0.1 g¡-
K2HP04 0.22 g¡-
Ac. Succlntco 1.18 gr 
Agua c.b.p. 983 mi 
Ajustar el pH 6.8 
Aut.oclavear 
Agregar; 
CaCl2.2H2 O (lMJ 
FeCl3.6H2 O (0.005 mg / mi) 
NH4CI (10%) 

1 ml 
lml 
4.87ml 

(Solido: agar bacteriológico 15 gr.) 

& Bufl"er TE (110:20) 
Trts-HCI (pH 8) 2 M 
EDTA (pH 8) 0.5 M 
Agua 

7 Solucl6n 1 
Glucosa 0.5 M 
EDTA (pH 8) 0.5 M 
Trts-HCI (pH 8) 2 M 
Agua 

8 Solucl6n u 
NaOH 10 N 
SDS 20 % (w/vJ 
Agua 

9 Solucl6n ID 
Acetato de Potasio 5 M 
Agua 

J.O TAE 
Triznla-ba.se 
AcJdo acétlco 
EDTA (pH 8) 0.5 M 
Aguac.b.p. 

2.5ml 
4ml 
93.5ml 

lOml 
2ml 
l.2 mi 
86.7ml 

2ml 
5ml 
93ml 

60ml 
40ml 

4.Sgr. 
l.l mi 
20ml 
lOOOml 
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J.J. ssc 
Solución 20X 
NaCI 
Citrato de sodio 
Aguac.b.p. 
(Ajustar el pH a 7 con NaOH) 

175.3gr. 
88.2gr. 
lOOOml 

13 Bufl'er de ltaaa:J"'O para la cu.utlflcacl6n del AMPc 
Tris-HCI (pH7.5) 1 M 5 mi 
EDTA (pH 7.5) 0.5 M 0.8 mi 
Agua c.b.p. 100 mi 

13 Plac- de Aear Suave 
Peptona de Caselna 1% 
Cloruro de Sodio 0.8% 
Agar 0.3% 
Las cajas de petrt se llenan casi hasta el borde. 
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