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RESUMEN

Las fitasas son enzimas que pertenecen a un grupo especial de fosfatasas que son capaces de
hidrolizar fitato (hexafosfato de myo-inositol) a polifosfatos de inositol. Su presencia en células
bacterianas es muy interesante debido a que, hasta el momento, la actividad de la enzima no se ha
relacionado con alguna via metabolica. Se ha reportado que la actividad de fitasa en células de
Klebsiella terrigena, ahora Raoultella terrigena comb. nov., aumenta significativamente durante la
fase estacionaria de crecimiento y solamente la limitacién de la fuente de carbono provocd dicha
induccion. Determinaciones de actividad especifica de fitasa de cultivos crecidos con diferentes
fuentes de carbono y en mutantes cyva:: TnS y rpoS::Tni0, sugiricron que la expresion de la actividad
de fitasa estaba sujeta a una represion catabdlica. En mutantes aisladas, carentes de actividad de
fitasa (phy::Mudl1734), la actividad de S-galactosidasa se incrementd durante la fase estacionaria,
independientemente de la presencia de glucosa. La adicidn de AMPc provocd disminucion de
actividad de S-galactosidasa en una de las mutantes, sugiriendo un efecto negativo del AMPc sobre
la expresion de fitasa durante la fase estacionaria. El efecto de RpoS no se determiné claramente. La
“baja tasa de crecimiento de las mutantes con fenotipo phy, aunado al comportamiento de alcanzar
densidades Gpticas muy bajas, formacion de colonias pequefias y de aumentar la sobrevivencia
durante la fase estacionaria, sugirié que la mutacion provocada por la insercion del Mudl1734
afectd el crecimiento de las células bacterianas adelantando la expresion de los fenotipos

caracteristicos de la fase estacionaria.



ABSTRACT

Phytases catalyze the release of ph.osphate'from phytate (myo-inositol hexakisphosphate) to
inositol polyphosphates. Raoultella terrigena comb.nov. phytase activity is known to increase
markedly after cells reach the stationary phase. In this study, phytase activity measurements made
on single batch cultures indicated that specific enzyme activity was subject to catabolite repression.
Cyclic AMP (cAMP) showed a positive effect in expression during exponential growth and a
negative effect during stationary phase. RpoS exhibited the opposite effect during both growth
phases; the induction to stationary phase decreased twofold in the #poS::Tnl0 mutant, but the effect
of RpoS was not clearly determined. Two phy:Mudil1734 mutants, MW49 and MW52, were
isolated. These formed small colonies in comparison with the MW25 parent strain when plated on
Luria-Bertani (LB) or LB supplemented with glucose. They did not grow in minimal media or
under anaerobiosis, but did grow aerobically on LB and LB glucose at a lower rate than did MW25.
The B-galactosidase activity level in these mutants increased three to four fold during stationary
growth in LB glucose and during anaerobiosis. Addition of cAMP during the exponential growth of
MWS52 on LB glucose provoked a decrease in B-galactosidase activity during the stationary phase,
confirming its negative effect on phytase expression during stationary growth. The low growth rate,
the low optical densities obtained, and the increase in survivor numbers during the stationary phase
of the phy::Mudl1734 mutants indicate that the transposon insertion in the phytase gene effected

cell growth by showing an early expression of the characteristic stationary phase phenotype.
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CAPITULO I

Introduccion

El acido fitico (hexafosfato de myo-inositol) es la forma principal de almacén de fosforo en
vegetales, representando del 18 al 88% del fosforo total. Dentro del contexto de la nutricion humana y
animal, el 4cido fitico tiene una gran importancia debido a que: i) el acido fitico es un factor
antinutrimental, debido a que forma complejos con las proteinas y una gran variedad de iones metalicos
o minerales, disminuyendo de esta manera la disponibilidad de estos nutrientes en el alimento; ti) los
animales monogastricos, tales como las aves y los puercos, asi como los humarnos presentan muy bajos
nivetes de enzimas Que degradan el fitato (forma de sal del acido fitico) en su tracto intestinal, y como
el acido fitico no se absorbe, ¢l alimento para puercos y aves se suplementa generalmente con fosforo
inorganico con el objeto de alcanzar los niveles de fosforo requeridos, contribuyendo de esta manera a
los problemas de contaminacion con fosforo en las dreas de intensa produccion pecuaria; y iii) algunos
isomeros de los diferentes ésteres de fosfato de myo-inositol estin involucrados en el metabolismo del
fosfatidilinositol como mensajeros secundarios intracelulares, de ahi que se consideren compuestos
farmacoactivos y de gran importancia para la produccion de alimentos funcionales o mas sanos. Debido
a esto, existe un interés considerable en las enzimas que degradan el acido fitico para reducir las
cantidades de éste o producir sus derivados en los alimentos.

Las fitasas son enzimas que pertenecen a un grupo especial de fosfatasas que son capaces de
hidrolizar fitato. Estas enzimas estan presentes en plantas, microorganismos y ciertos tejidos animales.
En los altimos afios, han sido estudiadas intensamente por su gran importancia para reducir el
contenido de fitatos en los alimentos de consumo animal y humano. Algunas de estas enzimas han sido
purificadas, caracterizadas bioquimicamente e incluso clonadas y sobreexpresadas en diferentes
microorganismos que podrian permitir su produccion industrial. Su presencia en células bacterianas es
muy interesante debido a que, hasta ¢l momento, la actividad de la enzima no se ha relacionado con
alguna via metabolica. Este trabajo de tesis presenta algunos resultados sobre la regulacion de la
expre.sién de actividad de fitasa, que permiten suponer su probable relacién con el metabolismo
anfibolico de giucosa y galactosa y su probale papel como transductor secundario de sefales en el

metabolismo de Raoultella terrigena comb, nov.



CAPITULO I
Antecedentes
IL1 Generalidades de las fitasas
La fitasa es una enzima que hidroliza el 4cido fitico o hexafosfato de myo-inositol (IP6) (Fig.
I1.1) hasta myo-inositol y acido fosférico mediante pasos de defosforilacion formando intermediarios
penta-, tetra-, tri-, bi- v monofosfato de myo-inositol (IP5, 1P4, IP3, IP2, IP). Esta enzima también se
conoce como myo-inositol hexakisfosfato 3-fosfohidrolasa (EC 3.1.3.8) y myo-inositol hexafosfato 6-

tosfohidrolasa (EC 3.1.3.26) segiin el carbono del éster de fostato que hidrolice primero.
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Fig. II.1.- Estructura del acido fitico o hexafosfato de myo-inositol (IP6).

Las fitasas pertenecen a la familia de las fosfatasas 4cidas y particularmente a la subfamilia de
las fosfatasas 4cidas de histidina (Miichell, ef al., 1997) v se encuentran naturalmente en plantas y
microorganismos. Este grupo de enzimas presenta actividad a un pH optimo 4cido y contienen la
secuencia conservada de aminoacidos RHGXRXP en el sitio activo. A pesar de la falta de similitud en
la secuencia de aminodcidos fuera del sitio activo, las estructuras de las fosfarasas acidas prostaticas de
los ratones y del humano son casi idénticas, mientras que las estructuras de las del hongo Aspergillus
niger son muy similares mas no idénticas. Este tipo de enzimas contiene un dominio o/p conservadoy
un dominio o variable. El sitio activo se localiza en la interfase entre los dos dominios (Fig. 2) (Lim et

al., 2000).
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'Fig. [1.2.- Estructura tridimensional de la fitasa de Escherichia coli. Se muestra un modelo de acido
fitico con ¢l 3-fosfato {(rojo) en el sitio activo de la enzima. Esta cavidad central donde se encuentra el
sitio activo (divide a la proteina en un dominio o (rosa) y un dominio o/p (azul). El dominio o/f
contiene siete cadenas B-plegadas con dos o~hélices de cada lado de las B-plegadas. El dominio o esta
predominantemente formado por w-hélices, pero también contiene dos P-plegadas. Los extremos
tetminales de C y N estan marcados como C y N, respectivamente en color rojo. Las hélices estan
marcadas con letras mayasculas, mientras que las cadenas B-plegadas estan marcadas con nimmeros.

Las fitasas flingicas presentan una alta homologia en la secuencia de aminoacidos, sin embargo
sus propiedades cataliticas son muy diferentes (Wyss et al., 19995), Las actividades especificas con el
hexafosfato de myo-inositol (acido fitico) como sustrato se encuentran en un rango de 23-196 U por mg

de proteina; los pH 6ptimos obtenidos con este mismo susirato varian entre 5.5y 7.0 (Cuadro IL1).



 Las fitasas de A. niger, Aspergillus terreus, Escherichia coli'y Klebsiella terrigena son bastante
especificas para el dcido fitico (Greiner. et al., 1993; Greiner, et al., 1997; Wyss et al., 1999b), mientras
que algunas de las preparaciones puras de fitasa no corresponden a una fosfatasa especifica de fitato y
tienen todas las caracteristicas de fosfomonoesterasas acidas con amplio espectro de especificidad por
sustrato. Tal es el caso de las fitasas de Lactobacilius plantarum (Zamudio et al., 2001), Aspergillus
Sumigatus, Emericella nidulans, Myceliophthora thermophila (Wyss et al., 19995) que, ademas de
mostrar una alta especificidad por el acido fitico, también muestran actividad con un amplio rango de
compuestos fosfatados como son: fenil fosfato, p-nitrofenil fosfato, fosfatos de azicares, a y f-
glicerofosfatos, fosfoenolpiruvato, 3-fosfoglicerato, ADP y ATP (Wyss, et al., 1999h). Ademas, las
fitasas de amplio espectro de especificidad degradan el 4cido fitico a 2-monofosfato de myo-inositol sin
acumulacién importante de intermediarios y actilan sobre |-monofosfato de myo-inositol. Mientras que
las fitasas con especificidad restringida, ademds de ser bastante especificas por los fosfatos de myo-
inositol, provocaron la acumulacion de bi- y trifosfato de myo-inositol durante la degradacion del acido
fitico, con una disminucion progresiva en la tasa de liberacion de fosfato, lo que sugirié que los fosfatos
de tnositol con menos de tres ésteres de fosfato eran peores sustratos que el 4cido fitico y, por lo tanto,
exhibieron mucho menores niveles de actividad con el 1-monofosfato de myo-inositol.

Las fitasas fliingicas que presentan especificidad por sustrato muy amplia presentan también
actividad- especifica relativamente baja hacia el &cido fitico, comparada con aquellas de especificidad
mas restringida que presentan actividades especificas muy altas, como es el caso de las de 4. terreus y
E. coli (Cuadro I1.1).

La fitasa de E. coli, con un peso molecular de 44 kDa, es muy especifica para el acido fitico y
tiene la mas alta actividad especifica de cualquier enzima caracterizada. Su actividad especifica es casi
ocho veces mayor que la fitasa de 4. niger que se vende comercialmente (Wodzinski y Ullah, 1996;
Wyss, ef al., 19995).

Las fitasas se inhiben con la presencia de altas concentraciones de sustrato y por arriba de una
concentracion critica de fitato de sodio ocurre una disminucion de la tasa de reaccion. Esta
concentracion varia desde 0.3 mM hasta 20 mM como es el caso de las enzimas de Aspergillus. oryzae
y de soya, respectivamente (Zyta, 1992).

Todas las fitasas examinadas hasta el momento, son monoméricas y mientras la fitasa de E.
colino es glicosilada, los patrones de glicosilacion de las fitasas fiingicas son muy variables, tanto entre
las fitasas individuales, como para una fitasa determinada producida en diferentes sistemas de
expresion (Wyss ef al., 19994). Los distintos niveles de glicosilacién de las fitasas, no mostraron

ningin efecto en la actividad especifica, o en las propiedades de renaturalizacion de las enzimas; sin



embargo, en algunos casos como la fitasa de 4. niger expresada en Saccharomyces cerevisiae perdio el

40% de su termoestabilidad (Han, ez a/., 1999).

Cuadro I1.1.- Propiedades de algunas fitasas reportadas en la literatura.

Origen pH optimo  Temperatur Km Actividad
: a optima (1M) especifica
Q) _(U/mg)
Aspergillus Niger ° 5.5 53 <5 102.5
Aspergillus terreus 9A1° 55 - 10.6. 141.6
Aspergillus terreus CBS® 5.5 - 232 195.8
Aspergillus fumigatus® 5.5 - <10 26.5
Emericella nidulans ” 7.0 55 - 28.6
Miceliophiora thermophila® 6.0 55 - - 41.8
Klebsiella terrigena 5.0 58 300 -
Escherichia coli 4.5 55 130 .-
Escherichia coli * 4.5 55 - g11.2

“Wyss, ef al., 1999b; " Greiner, et al., 1997; ¢ Greiner, et al., 1993.

I1.2 Mecanismo de accion de las fitasas

Las fosfatasas son una clase diversa de enzimas, que de acuerdo con una clasificacion se
pueden distinguir los siguientes tipos: fosfatasas alcalinas, fosfatasas moradas 4cidas, fosfatasas 4cidas
de alto peso molecular, fostatasas acidas de bajo peso molecular y fosfatasas de proteinas (Vincent ez
al., 1992). Estas clases de enzimas difieren en su pH 6ptimo, sus requerimientos de iones metélicos, sus
especificidades por diferentes sustratos y probablemente, por sus mecanismos de accion. La mayoria de -
las fitasas pertenecen a una subfamilia de fosfatasas acidas de histidina y de alto peso molecular. El
mecanismo de reaccion de las fitasas es un proceso de dos pasos, que consiste en el ataque nucleofilico
de la hisitidina del sitio activo en el atomo de fosoforo, seguido de la hidrolisis del grupo fosfato unido
covalentemente a la histidina como intermediario obligatorio de la reaccion (Ostanin, ef af., 1992). Este
mecanismo se apoya en estudios de mutagénesis (Ostanin, et al., 1993) y estructuras cristalinas de
complejos de estado de transicion (Lindqvist et al., 1994), que también han demostrado que el residuo
de 4cido aspartico es el donador de protones al grupo de oxigeno que se libera.

Por otro lado, el producto final de las reacciones con fitasas fingicas probadas y la de E. coli

fue principalmente el mismo, el 2-monofosfato de myo-inositol (Wyss et al, 19995). Esto demuestra



que todas las fitasas tienen una fuerte estereoespecificidad y preferencia por los grupos fosfato
ecuatoriales del myo-inositol (Fig. IL1), mientras que son casi incapaces de atacar los grupos fosfato
axiales. Sin embargo, el hecho de que los productos finales sean idénticos no significa que los pasos de
degradacion sean necesariamente idénticos para todas las fitasas. Las fitasas de las plantas y de E. coli
son 6-fosfohidrolasas y dan lugar preferentemente a 1,2,3,4,5 pentafosfato de L- myo-inositol como ¢l
primer intermediario, mientras que la mayoria de las fitasas microbianas son. 3-fosfohidrolasas, que dan
lugar al 1,2,4,5,6 pentafosfato de D- myo-inositol (Cosgrove, 1980; Greiner et al., 1993; Greiner et al.,
1997; Wyss ef al., 19995).

I1.3 Fuentes de las fitasas

Se ha reportado la presencia de fitasas en bacterias como Klebsiella aerogenes (Tambe, et af.,
1994), K. terrigena (Grenier, ef al., 1997) ahora Raoultella terrigena comb. nov., £. coli (Grenier, et
al., 1993), Bacillus subtilis (Powar y Jagganathan, 1982; Shimizu, 1992; Kerovuo, ef al., 1998) v L.
plantarum (Zamudio et al., 2001) asi como en levaduras: S. cerevisiae, y en hongos como Aspergilius
Jicuum, A. oryzae, A. terr;eus, A. niger A fumigatus, E. nidulans, M. thermophila, Talaromyces
thermophilus 'y Rhizopus oligosporus (Zyta, 1992, Wyss et al., 1999a). En plantas las fitasas se
encuentran presentes en cereales, leguminosas, varias clases de semillas y polen. En animales también
se ha observado su presencia en eritrocitos y plasma de varias especies de vertebrados (Zyta, 1992).
Craxton y colaboradores (1997) reportaron el aislamiento de ADNc de 2.3 Kb de una fosfatasa miltiple
de polifosfato de inositol (MIPP) de una célula hepatica de rata. La prediccion de la secuencia de
aminodcidos presenta una homologia del 60% con el dominio catalitico de una fitasa fliingica (PhyA).
Dentro de esta secuencia homdloga se encuentra también la secuencia conservada RHGXRXP de la
familia de fosfatasas dcidas de histidina. En todos los tejidos de rata se presentaron transcritos de 2.5

Kb de ARNm de MIPP, sin embargo se observé mayor expresion en rifién ¢ higado.

I1.4 Aplicaciones de las fitasas

El 4cido fitico o hexafosfato de myo-inositol (IP6) y sus sales, los fitatos, son componentes
comunes de los tejidos vegetales relacionados con productos alimenticios. Los seis grupos reactivos de
la molécula IP6 hacen de ésta un agente fuertemente quelante que se une a minerales tales como Ca®’,
™, Mg™ v Fe'' y que, bajo las condiciones de pH gastrointestinales, se forman complejos insolubles
de metal-fitato (Gifford y Clydesdale, 1990) que hacen al metal inaccesible para su absorcion en el
tracto intestinal de animales y humanos (Kratzer v Vohra, 1986). En los animales monogastricos, cuya

flora carece de fitasas, la solucion se busca mediante la produccion biotecnologica de fitasa microbiana



(Tamminga, 1990). Los fitatos reducen la digestibilidad de ﬁroteinas (Knuckles, er al., 1989), almidon
(Yoon, et gl., 1983) y lipidos (Nyman y Bjorck, 1989).

Las fitasas tienen un papel muy importante en el mejoramiento de la calidad nutricia de
alimentos mediante la disminucion del contenido de fitatos en fermentados de leguminosas y cereales
(Wood, 1985), en harinas de algoddn y soya (Han y Wilfred, 1989) y en aislados de proteina de soya
(Zyta, et al., 1989). En la preparacion de pan con harina integral, ademas de mejorar la calidad nutricia
del alimento, mejora las cualidades reoldgicas de las proteinas de la masa (Harland y Harland, 1980;
Zyta, 1992).

Las fitasas son productos de incalculable valor para la industria pecuaria, pues pueden
contribuir a la disminucion del fosforo en los efluentes, mediante un mejor aprovechamiento de los
fitatos de leguminosas y cereales, evitando o disminuyendo el fésforo inorganico como aditivo. La
suplementacion de fitasa microbiana, en dietas de maiz vy soya en cerdos y aves, mejora'efectivamente
la utilizacién de P en estos animales y reduce la excrecion fecal de este compuesto hasta un 50% (Lei,
et al., 1993).

Las fitasas con amplio espectro de especificidad son mas adecuadas para propositos de
nutricién animal que las fitasas de especificidad restringida, ya que cuando las actividades iniciales son
las mismas, las fitasas de amplio rango liberan inmediatamente los cinco grupos ecuatoriales de fosfato
del 4cido fitico. Desafortunadamente, estas enzimas de amplio rango estan generalmente acopladas con
bajos niveles de actividad especifica (Wyss et al., 19995).

Las fitasas tienen también un potencial econdmico especial en la obtencién de productos
derivados del acido fitico (Greiner y Konietzny, 1996). Algunos isémeros de los diferentes ésteres de
fosfato de myo-inositol estan involucrados en el metabolismo del fosfatidilinositol como mensajeros
secundarios intracelulares, de ahi que se consideren compuestos farmacoactivos y de gran importancia

para la produccion de alimentos funcionales (Greiner et al., 2000).

ILS ¥itasa de Raoultella terrigena comb. nov.

La fitasa de Raoultelia terrigena comb. nov. (antes Klebsiella terrigena) ha sido purificada,
como algunas otras fitasas, utilizando cromatografia de intercambio i6nico y filtracion en gel {Greiner
et al., 1997). Su peso molecular es de aproximadamente 40 kd, es monomérica, tiene un pH optimo de
actividad de 5.0 y es virtualmente inactiva a pH de 8.0. Su maxima actividad {a presenta a 58 °C,
mientras que a 60 °C presenté una drastica disminucion. Durante un periodo de 5 horas con
temperaturas de incubacion en un rango de 30 a 50 °C no se observa pérdida de la actividad, sin
embargo a 60°C la enzima es practicamente inactiva. La enzima purificada fue inhibida por una

concentracion de sustrato mayor a 2.0 mM.



La enzima es relativamente especifica para el fitato. Las actividades relativas con otros
sustratos se presentan en el cuadro I1.2.

. Esta fitasa hidroliza el fitato de una manera escalonada: el hexafosfato de myo-inositol
(IP6) es rapidamente degradado a pentafosfato- (IP5), el cual es un intermediario de vida media
muy corta. El tetrafosfato- (IP4) es hidrolizado mas rapido que el trifosfato- (IP3). De ahi que el IP3
fuera el primer producto de degradacion acumulado durante el proceso de hidrolisis (Greiner, ef al.,

1997).

Cuadro IL.2.- Especificidad relativa por sustrato de la fitasa de Klebsiella terrigena (Raoultella
terrigena comb. nov.) :

Sustrato Actividad relativa (%)
Fitato 100.0
p-nitrofenol fosfato 242
glucosa-6-fosfato 21
fructosa -1,6-difosfato 11.9
fructosa-6-fosfato 7.2
1-nafiol fosfato 5.6
2-naftol-fosfato 0.6
glicerofosfato 4.9
fosfoserina 0
NADP 57.2
AMP 10.3
ADP 11.0
ATP 8.0
GTP 0
piridoxal fosfato 0
Na>H;-pirofosfato 13.7

Greiner, ef al., 1997.

IL6 Fitasas en el metabolismo celular,
Existe evidencia de que el recambio de fosfatidilinositol puede regular la degradacion del
acido fitico durante la germinacion de semillas, por lo que es posible, que la fitasa, ademas de ser la

encargada de proveer el fosfato durante la germinacion de éstas, podria estar actvando también en



conexién con el abastecimiento de myo-inositol para la biosintesis de los constituyentes de la
membrana celular (Scott y Loewus, 1986).

Este tipo de enzimas es ¢l inico medio conocido, hasta el momento, que permite disminuir las
pozas intracelulares del pentafosfato de 1,3,4,5,6-inositol y de hexafosfato de inositol, cuyos niveles
celulares varian significativamente durante eventos fisiologicos importantes (Shears, 2001) como son:
durante el proceso del ciclo celular (Balla et al., 1994); durante 1a transformacion de los fibroblastos de
rata con el oncogene v-sre (Mattingly ef al., 1991); y durante la invasion de Salmonella en las células
epiteliales (Zhou et ai., 2001).

Las cepas virulentas de Salmonella dublin perturban el metabolismo de fosfatos de inositol
dentro de los primeros 30 min de infeccidn de las células epiteliales con un fuerte aumento en los
niveles del tetrafosfato de 1,4,5,6-inositol. La proteina SopB secretada por S. dublin es esencial para su
enteropatogenicidad y presenta una secuencia homdloga a las 4-fosfohidrolasas de polifosfato de
inositol en mamiferos y muestra actividad in virro de fosfatasa de fosfatos de inositol. Esta proteina
hidroliza el pentafosfato de 1,3,4,5,6-inositol para dar lugar al tetrafosfato 1,4,5,6-inositol, molécula
transductora de sefiales que aumenta la secrecién de cloro indirectamente antagonizando el efecto del
trifosfato de 3.4,5-fosfatidilinositol permitiendo el aumento de diarrea (Norris ef al., 1998; Fengef al..
2001).

La participacion de las fitasas en el estado metabolico de las bacterias ain no ha sido bien
estudiada. Sin embargo, en otros microorganismos se¢ han reportado probables funciones de fitatos o
sus derivados asociados al metabolismo celular, que muy probablemente involucre alguna enzima
fosfatasa acida con actividad de fitasa ( Ciulla, er al., 1994 y Smith, ef al, 1994). La acumulacién de
hierro a través del complejo Fe-IP6 en Pseudomonas aeruginosa muestra muchas de las caracteristicas
de procesos mediados por siderdforos, v dada la ubicuidad del IP6 v su afinidad por el hierro (1II),
sugiere una estrategia atractiva para que las células adopten su utilizacion como siderdforo. Hasta este
momento, no es claro como se libera él hierro del complejo Fe-IP6. Estudios de adsorcién que han
realizado con membranas aisladas a 37 °C indicaron que podria haber alguna degradacion del ligando
marcado radioactivamente. P. aeruginosa produce una fosfatasa pero no parece expresarse fuertemente

bajo las condiciones de exceso de fosfato utilizadas.

1L.7 Regulacién de la expresion de fitasas en microorganismos.

Como se menciond anteriormente, la funcién de las fitasas en las bacterias no ha sido ain
estudiada y por lo tanto, tampoco lo ha sido su regulacion biosintética. Sin embargo, debido a que la
actividad de fitasas involucra la hidrélisis de los ésteres fosfato del hexafosfato de myo-inositol y por

analogia con su funcion durante la germinacion de semillas, es muy probable, que la regulacion de su



biosintesis o su actividad esté muy relacionada con el metabolisno de la asimilacion del fosfato
inorganico. '

Los compuestos fosforilados entran al periplasma de Ias bacterias a través de poros proteicos
conocidos como OmpC, OmpF y de la proteina PhoE de la membrana externa, cuya sintesis se induce
durante la limitacion con fosforo inorganico. La mayoria de los compuestos fosfortlados no pueden
cruzar la barrera de la membrana citopidsmica y son desfosforilados por proteinas secretadas al
periplasma (nucleotidasas, fosfatasas y en mayor cantidad, fosfatasas alcalinas AP). Una vez que el
fosfato inorganico es liberado en el periplasma, es atrapado o capturado por proteinas de alta afinidad,
PstS, que lo transfieren al citoplasma por el canal PstA-PstC en la membrana citoplasmica. El
transporte energético de fésforo inorgénico esta probablemente mediado por la proteina PstB (Torriani-
Gorini, 1994).

En E. coli se han identificado cuatro fosfatasas acidas en el espacio periplasmico. Estas
enzimas pueden distinguirse entre si por su pH optimo y sus especificidades por sustrato (Dassa, ef al.,
i982).- Entre estas fosfatasas, los niveles de la fosfatasa 4cida de hexosas de pH optimo 4.5
(fosfomonoesterasa EC 3.1.3.2) no se ven afectados por los niveles de Pi y estd sujeta a una
represion catabolica (Touati ef al., 1986) mientras que, la fosfatasa acida de pH optimo 2.5 que es el
producto del gene appd, identificada como una fosfohidrolasa acida de fosfoanhidrido EC 3.6.1.11
(Dassa y Boquet, 1985) y que, altimamente ha sido confirmada su actividad de fitasa en E. coli
(Rodriguez et af., 1999; Golovan et al., 2000), estd sujeta aparentemente a una regulacion mas
compleja. Esta 0ltima enzima se sintetiza como respuesta a diversos estimulos ambientales,
aparentemente no relacionados como son: limitacion de oxigeno, limitacién de fosfato inorgénico, o
inicio de la fase estacionaria de crecimiento aerobico {Dassa ef al., 1982 y Touati ef al., 1987).

La actividad de fitasa en B. subtilis se detecta durante la fase de crecimiento activo, sin
embargo el nivel méximo se presenta durante la fase estacionaria. El Ca**, 1a D-manosa y la limitacién
de fésfato inorganico estimulan la produccion de la enzima (Shimizu, 1992; Kerovuo, 1998),

Greiner y col. (1997) reportaron que K. tferrigena (ahora Raouitella ferrigena comb. nov.;
Drancourt ef al., 2001) produce cahtidades importantes de fitasa en presencia de fitato que, después de
sustituirlo por citrato, acetato o D-glucosa solamente se observa una cantidad limitada de actividad de
fitasa. Durante el crecimiento R ferrigena muestra una actividad de fitasa poco detectable, sin
embargo, la actividad aumentd sensiblemente cuando las células alcanzaron la fase estacionaria. La
sintesis de la enzima empezd tan pronto como el crecimiento empezo a disminuir. Se estudio la
influencia de varios tipos de limitacion de crecimiento sobre la produccion de fitasa. Los efectos de la
limitacion de Pi se estudiaron sustituyendo la peptona y K;HPO, por 0.5% D-glucosa y 0.5 % de

bactopeptona que contiene el Pi suficiente para soportar el crecimiento de 3 o 4 generaciones de la
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bacteria. La reduccién de la tasa de crecimiento observada con la limitacién del Pi no provocd una
sintesis importante de fitasa. La sustitucién de la glucosa al 0.05% por peptona provocd una
disminucion del crecimiento y la sintesis inmediata de fitasa como se esperaria si se acabara la fuente
de carbono. Un cambio de condiciones. aerdbicas a anaerdbicas impuestas en el curso de la fase
estacionaria temprana colocando aceite de parafina en la superficie del medio de cultivo y parando la
agitacion, no provocé una sintesis importante de fitasa.

La fitasa de la bacteria entérica R. rerrigena comb. nov. podria ser una fitasa novedosa, ya que
muestra parametros cinéticos diferentes a los de E. coli y ademas, a diferencia de ésta, solamente la
limitacion de carbono provocd la expresion de la enzima.

Las causas y los mecanismos de la regulacion de la expresion de fitasa en R. terrigena comb.,
nov. ann se desconocen, de ahi que para enriquecer el conocimiento en este sentido se realizd el

siguiente estudio.
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CAPITULO I

Efecto de 1a fuente de carbono sobre la expresion de la actividad de fitasa en células de

Raoultella terrigena comb. nov.
IL1 INTRODUCCION

Con excepcion de algunos tejidos vegetales y animales, no se ha estudiado 1la relacion de las
fitasas con el metabolismo celular, Aln no se ha detectado la presencia de acido fitico o fitatos en
células bacterianas, ni su relacion con alguna via metabdlica. Uno de los primeros pasos para establecer
la funcion que desempefia un compuesto o sustancia en el metabolismo celular, es determinar el
momento v/o estado fisiologico de la célula en el que se produce. En la mayoria de las bacterias, la
expresion de fosfatasas esta generalmente controlada por la limitacion de Pi (Torriani-Gorini, ef al.,
1987). Entre las fosfatasas dcidas de E. coli, los niveles de la fosfatasa acida de hexosas de pH éptimo
4.5 (fosfomonoesterasa EC 3.1.3.2) no se ven afectados por los niveles de Pi, pero estan sujetos a
represion catabdlica (Touati, 1986); mientras que la fosfatasa acida de pH optimo 2.5 que es el
producto del gene appA, identificada como una fosfohidrolasa acida de fosfoanhidrido EC 3.6.1.11
(Dassa y Boquet, 1985) y que, titimamente ha sido confirmada su actividad de fitasa en E. coli
(Golovan et al., 2000), esté sujeta aparentemente a una regulacion mas compleja. Esta uitima enzima
se sintetiza como respuesta a diversos estimulos ambientales, aparentemente no relacionados como son:
limitacién de oxigeno, limitacion de fosfato inorganico, o inicio de la fase estacionaria de crecimiento
acrobico (Dassa ef al., 1982 v Touati ef al., 1987). Greiner y col. (1997) reportaron que, durante el
crecimiento, K. ferrigena muestra una actividad de fitasa poco detectable, sin embargo la actividad
aumento senstblemente, cuando las células alcanzaron la fase estacionaria. La sintesis de la enzima
empezé tan pronto como el crecimiento empezo6 a disminuir. De las condiciones estudiadas, solamente
la Timitacion de la fuente de carbono provocd una sintesis importante de fitasa.

Los estudios realizados por Greiner y col. (1997) solamente compararon los niveles de
actividad con los datos que se tenian al inicio de la fase estacionaria ¥ no tomaron en cuenta el
comportamiento de la expresién de actividad a lo largo de curvas de crecimiento. El haberlo hecho de
esta manera. hubiera reflejado ¢l estado fisioldgico de la célula en el cual se expresa la fitasa.. La
carencia o limitacion de una fuente preferencial de carbono conlleva a la utilizacion de fuentes
alternativas. Si la expresion de la fitasa esta regulada por la limitacion de la fuente de carbono, es muy
probable que en medios de cultivo con fuentes de carbono no preferenciales. la expresion de la enzima

se inicie antes de la fase estacionaria. Por tal motivo, en este estudio se evalud el efecto de diferentes
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fuentes de carbono sobre la expresion de fitasa a lo largo de las curvas de crecimiento de R. ferrigena

comb. nov DSM2687.

1.2 MATERIAL Y METODOS
I11.2.1 Microorganismo

Para este estudio se utilizo Roultella terrigena comb. nov. DSM2687 (antes Klebsiella
terrigena). Esta cepa fue adquirida de la coleccion microbiana “Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen Collection™. l
I1L.2.2 Medios y condiciones de cultivo.

Medio rico LB (g/1): Bactotriptona 10.0, extracto de levadura 5.0, NaCl 5.0. LBG: Lb
suplementado con glucosa
Medio minimo MT (Tambe ef al., 1994) (g/1): K;HPO, 7.0, KH,PO; 2.0, NHsNO; 0.5, MgS0, 0.2,
extracto de levadura 0.25, pH 7.2-7.4,

Las fuentes de carbono utilizadas como glucosa e inositol se adicionaron en una
concentracion de 2.5 g/l; el succinato de sodio y el acetato de sodio se adicionaron con una
concentracion final de 0.138 M. En condiciones de limitacion las fuentes de carbono en medio
minimo MT, la glucosa y el inositol se adicionaron en una concentracion de 0.25 g/l. El fitato de Na
se adiciond con una concentracién de 15 g/1. En condiciones de limitacion de fésforo o sustitucion
de K;HPQ, v KIL,PO, por fitato de sodic se adicionaron 40 ml de MOPS 1.0 M pH 7.4 por litro de
medio.

Los medios de cultivo (50 mi en matraces erlenmeyer de 250 ml) se inocularon con 100 pl
del precuitivo. El indculo o precultivo se prepard tomando 100 ul de los cultivos en glicerol de la
cepa mantenida a —15 °C e inoculando 25 ml de medio LB en matraces erlenmeyer de 125 ml.
Tanto los precultivos como los cultivos se incubaron a 37 °C y 150 rpm. Los precultivos se dejaron
en incubacitn toda la noche (aproximadamente 16 h). El crecimiento se evaluo por densidad 6ptica
a una longitud de onda. de 590 nm. Se definié como fase exponencial a aquelios puntos donde se
observa una alta velocidad de crecimiento en la grafica, y como fase estacionaria cuando la
velocidad de crecimiento se hizo constante. '

I11.2.3 Evaluacion de la actividad de fitasa intracelular.

Todas las evaluaciones se realizaron por duplicado.
11L.2.3.1 Obtencion del extracto enzimatico (Greiner et al., 1997).

Las células de 1 ml del cultivo se lavaron dos veces con NaCl 0.1 M v se resuspendieron en
una solucion de Tris 0.1 M pH 7.5, EDTA 0.02 M y lisozima 5 mg/ml. Se mantuvieron en reposo de

15 a 60 min a temperatura ambiente y durante este tiempo se sonicaron por 5 min. Se centrifugaron
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las muestras en tubos eppendorf a 10,000 rpm, 10 min, 4 °C. El sobrenadante se utilizo para el
ensayo enzimatico.

II1.2.3.2 Ensayo enzimatico

Se adicionaron 50 p} del extracto enzimatico a 350 pl de una solucion amortiguadora de

acetatos 0.1 M pH 4.5 con 0.5 pmoles de fitato de Na en tubos nuevos eppendorf. La reaccion se
llev6 a cabo a 37 °C y se cuantificd la liberacion de Pi mediante un método modificado de
Heinonen y Lahti (Greiner ef al.., 1993), que consiste en afiadir 1.5 ml de una solucién de molibdato
de amonio 0.01M:acetona:H,S04 5N (1:2:1) y 0.1 ml de acido citrico 1.0 M leyendo la absorbancia
de las muestras a una longitud de onda de 355 nm. Se utiliza una curva estandar de 0, 0.01, 0.05,
0.1, 0.15 y 0.2 pmoles de K;HPO,. Una unidad de actividad de enzima (U) es la cantidad de enzima
que libera 1 pmol de Pi del dcido fitico por minuto.

1I1.2.3.3 Cuantificacion de proteina

Las células de 1 ml del cultivo se lavaron dos veces con NaCl 0.1 M y se resuspendiéron en
buffer de fosfatos 0.1 M. La concentracion de proteina se determind por el método de azul de

Coomasie G-250 utilizando albiimina sérica bovina como sustancia de referencia (Bradford, 1976).

II1.3 RESULTADOS

Con el objeto de establecer las condiciones que regulan la presencia de actividad de fitasa
en las células de Raoultella terrigena comb. nov., se evalué la actividad de fitasa a lo largo de
curvas de crecimiento en diferentes medios de cultivo.

En medio LB suplementado con glucosa como fuente de carbono, se observé un discreto
aumento en la actividad especifica de fitasa al inicio del crecimiento. Esta actividad disminuye a lo
largo de la fase exponencial presentando un ligero incremento durante la fase estacionaria (Fig.
I ). En LB (Fig. Il.1 y Cuadro HI.1) el aumento en la actividad al inicio del crecimiento

exponencial fue mayor que el que se presenté con glucosa.
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Fig. JIl.1 Actividad especifica de fitasa durante el crecimiento de R. terrigena comb. nov.
DSM2687 en medios ricos LB () y LBG (e). Los simbolos cerrados indican actividad especifica y
los abiertos crecimiento evaluado por densidad Optica.

Cuadro IIL.1.- Actividad especifica de fitasa en R. ferrigena comb. nov. DSM2687 durante el
crecimiento en medios ricos.

Medioe de cultivo Actividad especifica de fitasa Factor de

U/ mg de proteina | regulacion *

Fase exponencial  Fase estacionaria

LB 0.272 + 0.069 0.144 £ 0.031 0.53
LB glucosa 0.073 £ 0.005 0,085 + 0.056 1.16
LB IP6 0.545 £ 0.325 0.0017 0.003
LB glucosa IP6 0.053 + 0.03 0.361 £0.158 6.81

* Factor de regulacion = Actividad en fase estacionaria/ actividad en fase exponencial
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_ En medios minimos de cultivo MT con fuentes de carbono cuya utilizacion esta sujeta a
represion catabdlica por glucosa, como son el inositol, el succinato de sodio y el acetato de sodio
(Fig. I11.2 y Cuadro II1.2) se observé también un incremento importante en la actividad durante el
crecimiento exponencial igual que en LB. En condiciones de limitacion de las fuentes de carbono
(Cuadro IM1.2) no se observd el incremento de la actividad durante el crecimiento exponencial,

mientras que si se observd un incremento importante durante la fase estacionaria.
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Fig. II1.2 Actividad especifica de fitasa durante e] crecimiento de R. ferrigena comb. nov.
DSM2687 en medios minimos MT con glucosa (B ) e inositol { ® ) como fuentes de carbono. Los
simbolos cerrados indican crecimiento evaluado en densidad optica y los abiertos actividad
especifica.
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Cuadro ITL.2.- Actividad especifica de fitasa en R. terrigena comb. nov, DSM2687 durante el
qrecimiento en medio minimo MT con diferentes fuente de carbono.

Fuente de carbono Actividad especifica de fitasa Factor de

U/ mg de proteina regulacién®

Fase exponencial  Fase estacionaria

Glucosa _ 0.064 £ 0.03 - 0.105£0.04 1.64
Glucosa + inositol 0.109 0.055 £ 0.01 0.5
Inositol 0.764 + 0.26 0.072 £ 0.03 0.09
Succinato de sodio 2.7 0.07 0.026
Acetato de sodio 1.31 0.49 0.37
Limitacion de glucosa 0.01 £ 0.008 0.147 £ 0.062 14.7
Limitacion de inositol ~ 0.054 + 0.08 0.167 £ 0.02 3.09

*Factor de regulacion = Actividad en fase estacionaria/ actividad en fase exponencial

IIL4 DISCUSION

La actividad de fitasa intracelular podria ser el resultado de una o varias fosfatasas acidas
actuando en forma cooperativa como respuesta a cambios en el medio ambiente y como la fisiologia
de la célula bacteriana depende de la fase de crecimiento, y la fisiologia de la fase estacionaria
depende, entre otras cosas, de las condiciones previas de crecimiento (Kolter, 1993), se pens6 que
seria mas conveniente comparar ¢l nivel de actividad que provocaron las condiciones de
crecimiento durante la fase exponencial sobre la actividad en fase estacionaria, mediante la
determinacion de lo gue se denominé factor de regulacion (actividad en fase estacionaria / la
actividad en fase exponencial). Por lo que, comparando estos factores de regulacién entre los
diferentes medios minimos se observd que, la presencia de glucosa en los medios de cultivo
incrementé este factor por arriba de 1.0 (cuadros .1 y II1.2), sugiriendo que el crecimiento previo
en glucosa o que, la limitacion de ella (fuente de carbono preferencial), estimulé la expresion de
actividad de fitasa durante la fase estacionaria. Mientras que, al inicio del crecimiento en medios
con fuentes de carbono diferentes a la ghicosa, 1a actividad se incrementd provocando gue el factor
de regulacion se presente por debajo de 1.0. En medios ricos, el efecto del crecimiento en glucosa
sobre la expresidn de la enzima durante la fase estacionaria no fue tan notorio, sin embargo, durante
la fase exponencial si se observd claramente un efecto de represion por la glucosa, ya que en LB los

niveles de actividad durante esta fase fueron mayores. Todo esto sugirié que, la glucosa pudiera
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estar ejerciendo un efecto de represion catabolica sobre la expresion de actividad de fitasa en la
célula de la bacteria. _

R. terrigena comb. nov. DSM 2687 en condiciones de limitacion de la fuente de carbono en
medios minimos presenté un incremento importante en el factor de regulacién, esto confirmé lo
reportado por Greiner y col. (1997), que Ia limitacion de la fuente de carbono en el medio de cultivo
estimulo la presencia de actividad de fitasa.

La expresion de appA4 en E. coli aumentd ligeramente (hasta tres veces) en las mismas
condiciones de limitacion de carbono (Atlung et al., 1997), presentando también un efecto de

_represion catabolica. Sin embargo, el incremento comparado con el efecto del fosfato inorganico
{veinte veces), fue tan pequefio que aparentemente no se le dio importancia.

La presencia de fitato de sodio en los medios ricos de cultivo provoco un incremento en la
actividad especifica de fitasa al inicio de la fase exponencial de crecimiento en LB ( dos veces) y
durante la fase estacionaria de crecimiento en LB suplementado con glucosa (aproximadamente 4
veces) (Cuadro 111.2), disminuyendo v aumentando, respectivamente, el factor de regulacion. Esto
sugirié un efecto inductor del fitato sobre la expresion de la actividad de fitasa durante el
crecimiento, resultados parecidos a los reportados por Greiner, et al., 1997. Sin embargo, no se
tiene la certeza de que el acido fitico penetre la célula como para activar o inducir la expresion de la
enzima y ademds, las concentraciones que se utilizaron del acido fitico son tan grandes (16 mM),
que pudieron haber afectado 1a fisiologfa de la célula, probablemente secuestrando iones esenciales.
Por lo que se decidio, por el momento, continuar con el estudio del efecto de 1a fuente de carbono y
fase estacionaria de crecimiento sin tomar en cuenta el efecto del Acido fitico en el medio de cultivo.

El hecho de que haya presentado mayor actividad especifica de fitasa en medios de cultivo
con fuentes de carbono sujetas a represion catabdlica al inicio de la fase exponencial de
creeimiento, hizo suponer que, aquellos factores que afectan esta represion, también pudieran estar
afectando la expresion de la enzima. ‘ |

Por otro lado, la limitacion de la fuente de C es una condicion de estrés que se presenta
durante la fase estacionaria y gque muy probablemente, igual que para la represion catabolica,
‘aquellos factores que regulan la expresion de genes en estas condiciones, también estén afectando la

expresion de fitasa durante la fase estacionaria o en las condiciones de limitacion.
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CAPITULO IV

Efecto del AMPc y RpeS en la expresion de la fitasa de Raoultella terrigena comb. nov.

IV.1 INTRODUCCION

La presencia de actividad de fitasa durante la fase estacionaria de cultivos de Raoulrella
terrigena comb. nov. con previo crecimiento en glucosa (capitulo IIT) sugiere que, la limitacién de
nutrientes o las condiciones de estrés, que se presentan durante esta fase, puedén estar gjerciendo
algin efecto sobre la expresion de la enzima.

Las células bacterianas tienen la capacidad de responder répidamente a los cambios
ambientales durante el crecimiento mediante el encendido de la expresion de genes como respuesta
a un estrés especifico. Una de las respuestas iniciales a la limitacion de un nutriente en particular,
como pueden ser carbono, nitrégeno o fosforo, es la de inducir la expresion de un grupo de genes
cuyas funciones estén disefiadas para ayudar a que las células puedan sobreponerse a ese estrés
especifico de limitacion. Una disminuciéon en el nivel del nutriente en particular, conlleva a la
activacion de un regulador transcripcional que enciende la expresion de los genes del regulon
participante (Neidhardt, 1987). Cuando la induccidon de estos regulones no es adecuada para
asegurar la suficiente cantidad del nutriente limitante, el crecimiento cesa y las células entran en
fase estacionaria. La fisiologia de la célula durante esta etapa variard enormemente dependiendo de
la composicion del medio en el que las células estén creciendo y, en las condiciones en las que
aparecio la limitacion (Kolter, 1993). En una céluia privada de nutrientes no es posible tener una
respuesta rapida que requiera transcripcion v sintesis de novo de proteinas. De ahi que, las células
deben prepararse con anticipacion para contender con la eventual posibilidad de cambios o
restricciones de! medio ambiente, tales como el estrés por limitacion de nutrientes, estrés oxidativo,
o bien por calor o por presion osmdtica. La adaptacion de las bacterias a la limitacion de nutrientes
durante el inicio y el mantenimiento de la fase estacionaria, se caracteriza por una serie de cambios
metabolicos intrincados que continfian por un largo periodo de tiempo. Todas las respuestas
adaptativas, ya sea al cambio de nutrientes o a varias condiciones esti‘esantes, involucran una serie
de mecanismos de encendido y apagado que controlan estos cambios metabolicos.

- Un mecanismo regulatorio comun involucra la modificaciéon de- factores sigma, cuya
funcién primaria es la de unirse a la holoenzima de la ARN polimerasa confiriéndole especificidad
por un promotor en particular. Se ha identificado un factor sigma, que también se conoce como
factor o® 0 RpoS, que regula la expresion de proteinas de fase estacionaria o de condiciones de

~ estrés (Kolter, 1993). El factor ¢° es mejor conocido por su papel en la regulacion de expresion de

24



genes durante la fase estacionaria y no durante la fase exponencial. Sin embargo, también funciona
como regulador celular durante diferentes condiciones de estrés (Lowen y Hengge-Aronis, 1994).
El nivel celular de o® aumenta como respuesta a estas condiciones. La degradacién de esta proteina
es muy alta bajo condiciones de poco estrés. Empero, esta degradacion se inhibe en condiciones de
mucho estrés, provocando de esta manera, una mayor estabilidad de la misma (Muffler, et al,
1996). Fusiones de rpoS::lacZ en cepas de E. coli demostraron que la expresién de rpoS se
incrementa hasta diez veces durante el periodo previo al crecimiento al transferir ¢élulas de un
medio rico a uno minimo, y que posteriormente, la expresion se eleva ligeramente a lo largo de toda
la fase exponencial y se presenta otro ligero incremento al entrar a la fase estacionaria (Mulvey, ef -
al., 1990).

Por otro lado, otro mecanismo de regulacion de la expresion de enzimas en condiciones de
limitacion de la fuente de carbono preferencial en bacterias gram-negativas es la regulacion
catabolica mediada por el complejo AMPc-CRP. Se ha observado que, cuando se utilizan fuentes
de carbono diferentes a la glucosa y en cultivos de medio LB de diferentes bacterias gram
negativas, la concentracion intracelular de este complejo aumenta (Kolb, er al., 1993). La célula
responde a la disponibilidad de la fuente de carbono preferencial regulando la concentracion
intracelular del AMPc. La sintesis del AMPc es catalizada por la enzima adenilato ciclasa, que esta
codificada en el gene cya. La actividad de fitasa se presenta en medios de cultivo con fuentes de
carbono sujetas a represion catabolica al inicio de la fase exponencial de crecimiento y en
condiciones de limitacion de la fuente de carbono preferencial' (como en el caso de LB), esto hace
suponer que la presencia de aciividad de fitasa en R terrigena comb. nov. esta sujeta a la misma
represion. Es por todo esto, que se decidiera estudiar, en esta parte, el efecto tanto del complejo

CRP-AMPc como el de RpoS en la expresion de la actividad de fitasa en mutantes cya’ y rpoS’.
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IV.2 MATERIAL Y METODOS

1V.2.1 Microorganismos

Las bacterias y bacteriofagos utilizados en este estudio se presentan en el cuadro IV.1.

Cuadro IV.1.- Bacterias y bacteriéfagos utilizados en este estudio.

Microorganismo Fenotipo relevante Fuente
Escherichia coli K12
AB1157 | Sensibie a P1 Coleccion del Dr. F.
Bastarrachea
MK1010 W3110 cya::Km"® Lee-Rivera y Goémez-

RHS0

Raoultella terrigena

comb. nov.

DSM2687

MWw25

Mw27

MW26

Bacteriofago

P1Cm

MC4100, rpoS359::Tc®

Productor de fitasa, Greiner, et

al., 1997
DSM2687, sensible a P1
MW25, rpoS359::Tc"

MW235, cya::Km"®

Propagado a partir de la cepa
bacteriana M X485

Eichelmann, 1994

Lange y Hengge-Aronis, 1991.

Deutsche Sammluang fur

Mikroorganismen Collection
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Coleccion del Dr. F.

Bastarrachea
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IV.2.2 Medios de cultivo.
Medio rico LB (g/1): Triptona 10.0, extracto de levadura 5.0, NaCi 5.0; LBC: LB + CaCl; SmM
MT (Tambe et al., 1994) (g/1): K;HPO, 7.0, KH;PO, 2.0, NHNG; 0.5, MgSO, 0.2, extracto de
levadura 0.25, pH 7.2-7.4. '
Agar McConkey lactosa, Bioxon 109.

Los antibiéticos se adicionaron con una concentracién final de: cloranfenicol (Cm) 25 _
}.L_g/lﬁl, kanamicina (km) 40 pg/m] y tetraciclina (Tc) 12.5 pg/mil.

Los cultivos para la evaluacién de crecimiento y actividad especifica de fitasa se inocularon
con 100 pl del precultivo en matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio. El inéculo o
precultivo se prepard tomando 100 pl de los cuitivos en glicerol de la cepa guardada a2 —15 °C e
inoculando 25 ml de medio LB en matraces erlenmeyer de 125 ml. Tanto los precultivos como los
caltivos se incubaron a 37 °C y 150 rpm. Los precultivos se dejaron en incubacion toda la noche
(aproximadamente 16 h). El crecimiento se evalud por densidad dptica a una longitud de onda de
590 nm. Se definié como fase exponencial a aquellos puntos dénde se observa una alta velocidad de
crecimiento en la grafica, y como fase estacionaria cuando la velocidad de crecimiento se hizo
constante.
1V.2.3 Aislamiento de células de Raoultella terrigena comb. nov. sensibles al bacteriéfago P1
(Goldberg ef al., 1974).

Se afadié P1 Cm a un cultivo de la cepa DSM2687 en LBC en una proporcion 2:1.
Posteriormente, se incubd la mezcla a 37 °C para permitir la adsorcion del fago y se plaqued sobre
cajas de medio LB Cm. Las placas se incubaron a 30 °C hasta que aparecieron colonias al dia
siguiente. Las colonias crecidas en LB Cm se purificaron. Se prepard un precultivo en LB Cm a 30
°C de las colonias purificadas, sc hicieron diluciones, se plaqueé en LB y se incubaron a 37 °C.
Posteriormente, se checd lisogenia. Las células sensibles no crecieron en LB Cm a ninguna de las
temperaturas evaluadas.

La lisogenia se checo transfiriendo una colonia pura en dos placas, una de las cuales se
incubé a 30 °C y otra a 42 °C. Las lis6genas de P1 crecen bien a 30 °C y muy poco arriba de 35 °C.
La lisogenia se confirm¢ porque fueron capaces de liberar fagos después de un choque de calor a
42 °C durante 2 h, que formaron placas cuando se sembraron sobre una capa de bacterias sensibles
de E. coli AB1157.

Propagacion del bacteriofago P1Cm (Miller, 1972).

Se obtuvo un cultivo de la cepa MX485 crecida a 30 °C en medio LB con un crecimiento en

un rango de 0.5 - 0.6 de densidad Optica a una longitﬁd de onda de 590 nm (D.O.s0 ym).

Posteriormente, se cambid el cultivo a un bafio de 42 °C con agitacion también durante 1-2 h (

27



hasta observar lisis celular). Se afiadid cloroformo en una proporcion 1:20 (viv) y se agitd
Vigoroéamente. Se centrifugd a 5000g por 5 min. La fase acuosa se conservo a 4 °C y se determino
el namero de fagos por ml (titulacion de P1Cm).
Titulacion del P1Cm (Miller, 1972).

Se realizaron diluciones de la suspension del bacteriofago. Se tomaron 0.1 ml de las
diversas diluciones y 0.1 ml de un cuitivo fresco de la cepa AB1157 en LBC. Se incubaron 30 min a
37 °Cy se plaquearon con agar suave sobre placas de medio LB agar. Las placas se incubaron a 30

°C hasta que aparecieron placas de lisis.
IV.2.4 Ensayo de sobrevivencia.

Se evaluaron las cuentas viables de las cepas bacterianas durante la fase estacionaria de
crecimiento (hasta 10 dias) en medio MT suplementado con glucosa 0.25%. Se tomaron muestras
para la determinacién de 1a D.O.so0uy y después de las diluciones apropiadas en NaCl 0.1M se

plaqueé en placas de LB agar para la determinacion de las unidades formadoras de colonias por ml.

IV.2.5 Ensayo de osmotolerancia.

Se obtuvieron precultivos de las cepas en LB, se centrifugaron a 8,000 g por 5 min, se
lavaron con NaCl 0.1M vy resuspendieron a una densidad de 3 X 10° células por ml en LB
suplementado con NaCl 2.4M y LB suplementado con glucosa y NaCl 2.4 M. Los cultivos se
incubaron a 37 °C en agitacidn. Se tomaron muestras a las 0, 6 y 24 h para la determinacion del
nimero de unidades formadoras de colonias por ml en placas de LB agar con las diluciones

apropiadas.

IV.2.6 Evaluacion de la actividad de fitasa intracelular.
La obtencion del extracto enzimatico y el ensayo correspondiente se hicieron tal como se
explica en el capitulo IIL.

Cuantificacion de proteina

La obtencion del extracto v la determinacion de la concentracion de proteina se realizo tal

como se especifica en el capitulo 111

IV.2.7 Ensayo en condiciones estrés

Se inocularon 0.3 ml de un cultivo de células en crecimiento logaritmico, en LB con
glucosa (2.5 g/l) (LBG), en tubos con 3 ml de los siguientes medios para probar el efecto de las
diferentes condiciones de estrés. LBG como control: LB para represion catabdlica (Kolb et al.,
1993); LBG v la adicion, posterior a la inoculacion, de 1 m! de aceite mineral e incubados sin

agitacion para anaerobiosis; LBG suplementado con acetato de sodio 100 mM, LBG suplementado
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con 1.5 g/l de fitato de sodio; LBG suplementado con H;0; para estrés oxidativo, LBG
suplementado con NaCl 0.3 M para estrés osmotico y LBG a pH 3.0 para estrés acido; MT
suplementado con glucosa y con inositol, respectivamente, para probar el efecto del cambio de un
medio rico a uno minimo; MT sin fuente de carbono; MT suplementado con glucosa, pero sin la
adicion de K,;HPO, para probar el efecto de la limitacion de Pi (se adicion6 buffer MOPS 0.1 M pH
7.0 en sustitucion del buffer de fosfatos); y MT sin la adicion de NH,;NO; y extracto de levadura
para la limitacién de nitrégeno. Los cultivos se incubaron durante 60 ‘min en agitacion, con
excepcion del de anaerobiosis, a 37 °C. Después de la incubacion, se tomaron las muestras para

evaluar la actividad de fitasa y la proteina.

IV.3 RESULTADOS
1V.3.1 Efecto de Cya en la expresion de fitasa.

La cepa mutante MW29 (eya:Km®) se aisid mediante la transduccion de la mutacion
" cyauKm"® de la cepa de E. coli MK 1010 con P1Cm a la cepa MW25 (sensible a P1) de R. terrigena
comb. nov. El fenotipo cva se conﬁrnﬁ(’) con curvas de crecimiento en mediols con inositol o
histidina como fuentes de carbono (fig. [V.1) y en cajas de McConkey lactosa kanamicina con y sin
la adicion de AMPc¢ 2 mM. Tanto la lactosa como la histidina y el inositol son fuentes de C cuya
utilizacion en R. ferrigena estan sujetas a represion catabdlica.

La mutante MW29 mostré una muy baja actividad de fitasa al inicio de la fase exponencial
de crecimiento en medios ricos con o sin glucosa {Cuadro 1V .2), sugiriendo qgue la ausencia de Cya
durante el crecimiento activo tiene un efecto negativo sobre la expresion de la enzima. La actividad
especifica de fitasa en MW?29 durante la fase estacionaria se incrementd con respecto a la obtenida
'.en la cepa silvestre isogénica MW25, indicando probablemente lo contrario, un efecto positivo de

la ausencia de Cya en esta fase de crecimiento.
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Fig. IV.1.- Efecto de la adicion de AMPc sobre el crecimiento de Raoultella terrigena

MW29 (cya::KmR) en medios minimos con histidina (A) e inositol () como fuentes de carbono.
Los simbolos cerrados indican el crecimiento sin la adicién de AMPc y los abiertos con la adicion
de AMPc.

La sintesis de AMPc en células de E. coli en crecimiento anaerobico responde solamente a
la fuente de carbono y los niveles del nucledtido cuando las células crecen anaerobicamente en
glucosa son muy bajos durante la fase exponencial y mas altos durante la fase estacionaria (Unden y
Danchin, 1987). Por tal motivo, para que se pudiera estudiar el efecto del AMPc sobre la expresion
de fitasa y determinar que dicho efecto se debiera efectivamente a la fuente de carbono, se decidio
realizar la adicion del AMPc en cultivos en anaerobiosis. La adicion de AMPc 2 mM, al medio
minimo con glucosa generd un aumento en la actividad de fitasa al inicio de la fase exponencial de
crecimiento de la cepa silvestre DSM2687, disminuyendo de esta manera el factor de tegulacion
(Cuadro IV.3). Esto sugirio que, muy probablemente, el AMPc pudiera tener un efecto positivo al
inicio de la fase exponencial de crecimiento. En la cepa MW29 con fenotipo cpa, el factor de
regulacion también disminuy0 con la adicion de AMPc, solamente que esta vez, la disminucion en
el factor de regulacion se debio, principalmente, a que la actividad de fitasa disminuy6 durante la
fase estacionaria. Esto sugirid, un efecto negativo del AMPc sobre la expresion de actividad durante

la fase estacionaria de crecimiento.

La adicion de AMPc a la cepa con fenotipo cya’, provocd un ligero aumento de la actividad
especifica de fitasa al inicio de la fase exponencial de crecimiento, sin embargo el aumento no fue

tan grande como para alcanzar los mismos niveles de actividad de la cepa silvestre, muy
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probablemente debido a que la concentracion de AMPc que entrd a la célula no fue suficiente como

para activar la expresion.

Cuadro IV.2.- Actividad especifica de fitasa en diferentes mutantes de R. terrigena comb. nov.
durante las fases exponencial y estacionaria de crecimiento en medios ricos.

de

Cepas de Fenotipo Medio de Actividad especifica de fitasa Factor
Raoultella  relevante cultivo _(U/mg de proteina)‘ regulacion’
terrigena Cya RpoS Fase Fase
: exponencial estacioparia
DSM2687  + + LB 0.272 £0.07 0.144 1 0.03 0.53
LB glucosa  0.073 £ 0.005 0.085 + 0.05 1.1
MW25 + + LB 0.012 £ 0.001-  0.0044 + 0.0008 0.36
LB glucosa  0.037+£0.018 0.031 £ 0.02 0.83
Mw27 + - LB 0394 +0.17 0.065 £ 0.002 0.16
LB glucosa  0.197 £ 0.09 0.065 3 0.023 0.32
MW29 - + LB 0.009+0.004  0.113+0.007 125
LB glucosa  0.006 £ 0.0004  0.054 +0.02 9.0

“ Los valores corresponden a la media de por lo menos tres experimentos independientes +

desviacion estandar.

* Actividad especifica de fitasa en fase estacionaria / Actividad especifica de fitasa en fase

exponencial
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Cuadro 1V.3.- Actividad especifica de fitasa en R. terrigena comb. nov. durante las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento en medios minimos suplementados con glucosa y
AMPc en condiciones de anaerobiosis.

Cepade R, Medio de cultivo Actividad especifica de fitasa (U/mg de Factor de
terrigena ' proteina)* regulacion
Fase exponencial Fase estacionaria
DSM2687 MT glucosa 0.01 £0.004 0.12+0.014 12 |
MT glucosa + AMPc 034 +£0.12 0.17 £0.011 0.5
MW29 MT glucosa 0.03 £ 0.006 0.54 £ 0.19 18
(cya:Km®)  MT glucosa+ AMPc .08 + 0.002 0.25+0.10 3.0

* Los valores corresponden a la media de por lo menos tres experimentos independientes *

desviacion estandar.
" Actividad especifica de fitasa en fase estacionaria / Actividad cspecifica de fitasa en fase

exponencial

V.4 Efecto de RpoS en la expresion de fitasa

Con el objeto de evaluar el efecto del factor RpoS sobre la expresién de actividad de fitasa
en las células se aislaron mutantes con fenotipo #posS médiante la transduccion de una mutacion
rpoS::Tct de la cepa de E. coli RH90 con P1Cm a la cepa MW25 de R. ferrigena comb, nov, Para
confirmar el fenotipo #poS ~ de la cepa MW27, se evalud su sobrevivencia durante la fase
estacionaria en un medio minimo suplementado con glucosa (Fig. IV.2) y su osmotolerancia en LB
'suplementad() 0 no con glucosa y NaCl 2.4 M (Cuadro 1V.4). El nimerc de células viables de la
cepa MW27 disminuyeron drasticamente durante la fase estacionaria y en un medio hiperosmolar,

fenotipo caracteristico de las mutantes rpoS™ de E. coli.
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Fig. IV.2.- Sobrevivencia de Raoultella terrigena MW27 (rpoS::tn10) durante la fase estacionaria
de crecimiento en medio minimo con glucosa.

La mutacion de la cepa MW25 que le confirié sensibilidad al bacteriofago P1, por alguna
razon, provocd disminucion en los niveles de expresion de la actividad de fitasa (Cuadro [V.2) y en
la sobrevivencia en un medio hiperosmolar (Cuadfo IV .4). La inactivacion del gene rposS, en ta cepa
MW27, mostrd un aumento de la actividad especifica de fitasa al inicio de la fase exponencial de
crecimiento en LB con o sin glucosa, disminuyendo claramente el factor de regulacion. Lo que
quicre decir que, la falta de RpoS tuncional tiene un efecto positivo en la expresion de la actividad
de fitasa al inicio de la fase exponencial. Esto sugirié que el factor 6® o RpoS pudiera tener un

efecto negativo durante la fase exponencial, mientras que el efecto en la fase estacionaria, no es

muy claro.
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Cuadro IV 4.- Osmotolerancia de células de R. terrigena comb. nov. en medios ricos.

Cepa de Medio de cultivo Viabilidad % de
Raoultella w.f.c./ mil sobrevivencia
terrigena Oh 24 h

DSM2687 LB +NaCl24 M 1L73X10° 325X 10° 100
silvestre LB glucosa +NaCl24M  1.89 X 10° 2.01 X 10° 100
MW25 LB +NaCl24 M 445X 10° 1.14 X 10° 25.6
P1 sensible LB glucosa + NaCl 2.4 M 439X 10° .1.05 X 10° 239
MW27 LB +NaCl 2.4 M 226X 10° 3.7X 107 0.16
rpoS:: Tk LB glucosa+ NaCl124M  3.18 X 10° 3.2 X 10 0.10

Por otro lado, el cambio de cultivos que se¢ encontraban en fase activa de crecimiento a
condiciones estresantes como son: os estreses osmotico y oxidativo, la limitacién de fuentes de Ny
P, y la presencia de un Acido organico, como el acetato de sodio, no provocod ningﬁn'aumento
estadisticamente significativo en [a actividad especifica de fitasa (cuadro iV.5). Sin embargo, el
cambio de los cultivos a condiciones de anaerobiosis, de un medio de cultivo rico con glucosa a uno
minimo también con glucosa, a condiciones de estrés 4cido y limitacion de fuente de C si provocd

un incremento estadisticamente significativo con un 95 % de confianza.



Cuadro 1V.5.- Actividad especifica de fitasa en R. ferrigena comb. nov. DSM2687 en

condiciones de estrés.

Condicidn de esirés Actividad especifica
(U/ mg de proteina)

Control (LB .glucosa) 0.022 + 0.002*

LB 0.041 iO.Ol(‘ia

LB glucosa + fitato de sodio 0.009 + 0.002°

LB + fitato de sodio 0.014 +0.009°

Anaerobiosis 0.632 £ 0.078°

Oxidante 0.086 + 0.003°

LBG + acetato de sodio 0.094 + 0.030°

LBG +NaCl 0.172 £ 0.077°
Acidez 0.421 4 0.140°
Cambio a medio minimo con. glucosa 0.515+0.111¢
Cambio a medio minimo con inositol 0.040 + 0.005°
‘Cambio a medio minimo sin fuente de carbono 0.298 + 0.033°
Cambio a medio minimo sin fuente de nitrogeno 0.107 £ 0.041°
Cambio a medio minimo sin fuente de fosforo 0.047 £ 0.007°

Letras diferentes presentan diferencia significativa P < 0.05

La falta de RpoS funcional en la cepa MW27 no provocd cambios significativos en el factor
de regulacién de actividad especifica de fitasa después de cambiar las células en crecimiento activo
en aerobiosis a condiciones de: i) anaerobiosis y 1) a un medio con pH acido (Cuadro 1V.6). Esto
sugirio que el papel de RpoS sobre la expresién de actividad de fitasa en condiciones de estrés

pudiera ser poco significativo.
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Cuadro IV.6.- Efecto de Ia condiciones de estrés (anaerobmszs y pH acido) sobre la actividad
especifica de fitasa en R. terrigena MW27 (rpoS::Te Y.

Cepas de Raoultella Control Anaerobiosis pH acido
terr_igena
U/mg de U/mg de Factor de U/mg de Factor  de
proteina“ proteina estimulacién” proteina estimulacién
DSM2687 - 0.07 0.20 3 0.30 4
MW25 0.01 0.07 7 0.02 2
MW27 (rpeS::Tc®y  0.02 0.16 8 0.07 35

Los valores corresponden a la media de por lo menos tres experimentos independientes
* Actividad especifica de fitasa en condicion de estrés / Actividad especifica de fitasa en el cultivo

control

DISCUSION

El incremento de la actividad de fitasa en la cepa silvestre DSM2687 durante la fase
exponencial de crecimiento en un medio minimo con glucosa cuando se le adiciona AMPc. en
condiciones en las cuales las células sintetizan poco o nada AMPc¢ (Unden y Danchin, 1987;
Botsford y Harman, 1992), sugiere que dicho comportamiento positivo se debe efectivamente a la
presencia del AMPc. Mientras que, el aumento de la actividad en la mutante MW29 cye::Km®
(incapaz de sintetizar AMPc) durante la fase estacionaria en un medio con glucosa y la disminucién
de actividad en la misma fase cuando se adiciona AMPc sugirié un papel negativo de este
nucleotido durante la fase estacionaria. Cabe sefialar, que el efecto del AMPe fue mas evidente en la
cepa silvestre DSM2687 en condiciones de anacrobiosis debido a que el factor de regulacion
aumento significativamente a 12. cuando en condiciones de aerobiosis fue de 1.64 (cuadro IIL.1).

La cepa mutante rpoS::Tc" aumentd la expresion de fitasa en fase exponencial, tanto en
medio LB como LB suplementado con glucosa, claramente disminuyendo (a la mitad) el factor de
regulacion, comparado con el de 1a cepa progenitora isogénica MW25, Debido a que, la proteina de
RpoS en otras células bacterianas. como E coli, tiene mayor efecto en la expresion de genes
durante la fase estacionaria (Kolter et al., 1993), hizé pensar que el aumento en la actividad de
fitasa, durante la fase exponencial. en la mutante 7poS ~ pudiera ser, mas que un efecto directo de la
falta de RpoS o &, una alteracion de otras condiciones fisiolégicas que afecten - directa o

indirectamente la expresion de la fitasa, como podria ser el incremento del complejo AMPc-CRP.
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En E. coli se ha demostrado que appA esta controlado negativamente, directa ¢
indirectamente, por AMPc y la proteina CRP y, positivamente regulado por el gene regulatorio
especifico de fase estacionaria #poS (también conocido como katF'y appR) (Touati, ef al., 1986). El
gene de appA se encuentra dentro.de un operon del metabolismo de energia chbd4B-appA. Los genes
de cbdAB codifican para las oxidasas de citocromos tipo b y d (Dassa et af., 1991). La transcripeién
de este operon, se induce por la accién de un activador conocido como AppY (Atlung, ef al., 1997).
La induccién de este operon durante la entrada a la fase estacionaria en medio rico es dependiente
de o’. Este operon también se induce por limitacion de carbono, pero es solamente dependiente de
AppY y no de &', El gene appY también se induce por limitacién de carbono, sin embargo ésta si es
dependiente de . Esto finalmente, indica que RpoS tiene un efecto positivo indirecto sobre la
expresion de appA4 en condiciones de limitacién de la fuente de carbono. Por similitud, podriamos
suponer que en R. ferrigena comb. nov. pudiera estar ocurriendo lo mismo y, por lo mismo, el

efecto de RpoS$ sobre la actividad de fitasa no sea tan claro.

La presencia de otras fosfatasas en el metabolismo pudiera estar enmascarando los efectos
de este regulador ¢® de la transcripcion, por esta razon, se decidid buscar inserciones con el
bacteriofago Mudl1734 en el gene de fitasa, para utilizar la actividad de S-galactosidasa (producto
del gene lacZ que forma parte del Mudl1734) como expresion de la regulacion de la transcripeion

del gene de fitasa (phy) (siguiente capitulo V).
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CAPITULOV
Regulacién y probable papel de Ia fitasa en el metabolismo celular de R. terrigena comb.

nov,

V.1 INTRODUCCION o
En la mayoria de las bacterias, la expresion de fosfatasas estd generalmente controlada

por no mis de una condicion. La fosfatasa alcalina en Escherichia coli o en Bacillus subtilis
_(Torriani-Gorini, et al., 1987) se sintctiza como respuesta a la limitacion de Pi. Entre las
fosfatasas acidas de E. coli, los niveles de la fosfatasa 4cida de hexosas de pH éptimo 4.5
(fosfomonoesterasa EC 3.1.3.2) no se ven afectados por los niveles de Pi, pero estan sujetos a
represion catabélica (Touati, 1986); mientras que la fosfatasa acida de pH &ptimo 2.5 que es el
producto del gene appd, identificada como una fosfohidrolasa acida de fosfoanhidrido EC
3.6.1.11 (Dassa y Boquet, 1985) y que, ultimamente ha sido confirmada su actividad de fitasa en
E. coli (Rodriguez er al., 1999; Golovan ef al., 2000), esté sujeta aparentemente a una regulacion
mas compleja. Esta ltima enzitma se sintetiza como respuesta a diversos estimulos ambientales,
aparentemente no relacionados como son: limitacion de oxigeno, limitacién de fosfato inorgénico,
o inicio de la fase estacionaria de crecimiento aerébico (Dassa et al., 1982 y Touati et al., 1987).

Los primeros resultados de este estudio en células de R. terrigena comb. nov. DSM2687
sugirieron que la glucosa parecia estar ejerciendo un efecto de represion catabolica sobre la
expresion de actividad de fitasa (Capitulo III). La adicién de AMPc 2 mM, al medio minimo con
glucosa generé un aumento en la actividad de fitasa al inicio de la fase exponencial de
crecimiento de la cepa silvestre DSM26387, disminuyendo de esta manera el factor de regulacion
(Capitulo IV). Esto sugirié que, muy probablemente, el AMPc pudiera tener un efecto positivo al
inicio de la fase exponencial de crecimiento. En la cepa MW29 con fenotipo cya, el factor de
regitlacién también disminuyé con la adicién de AMPc, solamente que esta vez, la disminucion
en ¢l factor de regulacién se debid, principalmente, a que la actividad de fitasa durante la fase
estacionaria disminuy6. Esto sugirio, un efecto negativo del AMPc sobre la expresion de
actividad durante la fase estacionaria de crecimiento.

La cepa mutante rpoS::Tc® aumenté la expresién de fitasa en fase exponencial, sin
embargo, no se detect6 ningun efecto significativo de RpoS sobre el nivel de actividad en fase
estacionaria y en condiciones de estrés como anaerobiosis y pH 4cido. Sin embargo, el hecho de
que la actividad de fitasa aumentara en ausencia de RpoS o ¢ durante la fase exponencial,
cuando RpoS es un factor global de regulacion de fase estacionaria, hizd pensar que la presencia
de otras fosfatasas en el metabolismo pudiera estar enmascarando los efectos de este regulador de

la transcripcion. Por tal motivo. se decidié aislar inserciones con el bacteriéfago Mudl1734 en el



gene de fitasa, para utilizar la actividad de f-galactosidasa (producto del gene /acZ que forma

parte del Mudl1734) como expresion de la regulacion de la transcripcion del gene de fitasa (phy)

y eliminar la interferencia de otras fosfatasas en la cuantificacion de la actividad de fitasa. La

obtencion de este tipo de mutantes, a su vez, permitiria identificar el efecto de la falta de actividad

de fitasa en la fisiologia celular y proponer probables relaciones con el metabolismo celular.

V.2 MATERIAL Y METODOS

V.2.1 Microorganismos

Las bacterias y bacteriéfagos utilizados en este estudio se presentan en el cuadro V.1.

Cuadro V.1.- Bacterias y bacteriéfagos utilizados en este estudio.

Microorganismo Fenotipo relevante Fuente

Escherichia coli K12

AB1157 Sensible a P1 Coleccién del Dr. F.
Bastarrachea

MK1010 W3110 cya:Km® Lee-Rivera y Gomez-
Eichelmann, 1994

M&8820 Mucts hpl Csonka, et al., 1981

Mul734 Mudl1734 Csonka, et al., 1981

Klebsiella terrigena

DSM2687

MW25
MW49

MW52

Bacteri¢fago

Mudl1734

Productor de fitasa, Greiner, et

al.. 1997

DSM2687, sensible a P1
MW25, phy::Mudl1734

MW?235, phy::Mudl 1734

~ Propagado de la cepa Mul734

Deutsche Sammlung fur

Mikroorganismen Collection
Este estudio (Capitulo 1V)
Este estudio

Este estudio

Csonka, et al., 1981
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V.2.2 Medios y condiciones de cultivo.
Medio rico LB (g/1): Triptona 10.0, extracto de levadura 5.0, NaCl 5.0.

Medio rico LBG: LB suplementado con glucosa (2.5 g/b).

La ampicilina (Ap), kanamicina (Km) y el 5-bromo-4-cloro-3-indolyi-g-D-
galactopiranosido (X-gal) se adicionaron con una concentracion final de 50 pg/ml. Los cultivos
liquidos se incubaron con agitacién a 37 °C.

Los cultivos para la evaluacion de crecimiento y actividad especifica de fitasa se
inocularon con 100 pl del precultivo en matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio. El
indculo o precultivo se prepard tomando 100 pl de los cultivos en glicerol de la cepa guardada a —
15 °C e inoculando 25 ml de medio LB en matraces erlenmeyer de 125 ml. Tanto los precultivos
como los cultivos se incubaron a 37 °C y 150 rpm. Los precultivos se dejaron en incubacion toda
la noche (aproximadamente 16 h). El crecimiento se evalué por densidad 6ptica a una longitud de
onda de 590 nm. Se definié como fase exponencial a aquellos punios dénde se observa una alta
velocidad de crecimiento en 'lé grafica, y como fase estacionaria cuando ia velocidad de
crecimiento se hizo constante,

V.2.3 Evaluacion de la actividad de fitasa intracelular.

La obtencién del extracto enzimdtico y el ensayo correspondiente se hicieron tal como se

explica en el capitulo I

Cuantificacién de proteina
La obtencion del extracto y la determinacion de la concentracion de proteina se realizo tal

como se especifica en el capitulo II1.

V.2.4 Obtencién de mutantes phy::Mud 11734,
Se prepar6 un precultivo de MW 25 en 5 ml de LB liquido a 37°C por 24 h. Se inocularon

0.2 m] de este precultivo a 25 ml de LB liquido. El matraz se incubd a 37°C hasta que alcanzé una
.0.500 um €ntre 0.2 y 0.4, Se prepararon 5 tubos mezclando 0.1 ml del cultivo de la cepa MW25 y
0.01 ml de la suspensién de fago Mud 11734 y se le adiciond a cada uno de los tubos 5 mi de agar
suave de LC (LB, CaCl2 0.25 M) previamente licuado. Se vaci esta mezcla en cajas de petri con
. medios de LC y se incubaron a 37°C por 24 h, A cada caja se le adicionaron 5 ml de cloruro de
sodio 0.1M y se incubaron a 37°C por 15 min. Se recuper6 el agar suave en tubos estériles para
centrifuga y se centrifugoé a 5000 r.p.m. y 4°C durante 4 minutos. Las pastillas obtenidas se
lavaron dos veces con cloruro de sodio 0.1M y se resuspendieron en esta misma solucién. De esta
suspensidn se hicieron diluciones hasta 1X107, se plaquearon en LB Km y se incubaron a 37°C

‘por 24 h. De las colonias crecidas se hicieron réplicas en LB Km X-gal y otra parte en LBG Km
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X-gal. Se conservaron las colonias que presentaron coloracioén azul intenso en X-gal, Las cepas
sensibles a P1 son también sensibles al bacteriofago Mu (Csonka, ef al., 1981).
Obtencién del fago Mu cts.

Se inocularon 0.2 ml de un precultivo de la cepa M8820 a 25 ml.de LB v se incubd a 30
°C en agitacion hasta que alcanzd una D.O .;o0ny entre 0.3 y 0.4. Se cambié a un bafio de 45°C por
10 minutos, los 20 minutos siguientes a 42°C y finalmente a 37°C hasta que se observé lisis
celular, Se afiadio 1 ml dé cloroformo y se agité vigorosamente y se centrifugé a 4800 r.p.m.,

durante 10 minutos y a 10 °C. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo estéril de vidrio (suspencion

de fago Mu cts) y se conservd a 4°C.
Titulacion del fago Mu czs.

Un cultivo de la cepa AB1157 en LB se centrifugd 5 minutos a 8000g y a 4°C y
se resuspendio en solucion AM (CaCl, 0.015M y MgS0O, 0.03M).

Por otro lado, se prepararon diluciones con la suspension del fago Mu cts desde 1X107
hasta 1X10°° con agua estéril. Se mezclaron 0.1 ml de cada dilucién del fago Mu cfs con 0.1 ml de
la suspensién de AB1157 en AM. Los tubos se a 37 °C durante 30 min. Se plaquearon en cajas de
LC con agar suave y se incubaron 24 h a 37°C El titulo del fago se obtuvo cohtando ¢l nimero de

placas formados por cada dilucién. También se evalud un control sin fago.

Obtencion del fago Mud 11734.
Se preparé un precuitivo de la cepa Mul734 en EBKm y se incubd a 37 °C por

aproximadamente 24 h. Se inocularon 0.2 ml de este precultivo en 25 ml de LB hasta alcanzar
una .05, entre 0.2 y 0.4. Se mezclaron 0.1 ml de este cultivo con 0.4 m] de la suspensién de
Mu cts en cada uno de los cinco tubos y se plaquearon, respectivamente, en cajas de LCTG (LB,
CaCl2 0.25 M, glucosa 2 % y timina 0.2 %). Las placas se incubaron a 37 °C entre 12 y 16 h
hasta que se observé la formacién de placas de lisis. A cada placa se le adicionaron 5 ml de LB
liquido y se incubaron a 37 °C por 15 minutos. Se recogi el LB liquido y el agar suave de todas
las placas y se adicionaron a un solo tubo para centrifuga. Se le adiciond cloroformo (1:20, V:V)
y se centrifugd a 3000g por 10 minutos y a 4°C. Al sobrenadante acuoso se le adiciond
nuevamente cloroformo (1:20, V:V) y se centrifugo nuevamente. El sobrenadahte acuoso se vacio
en un tubo de vidrio estéril y se guardo6 a 4°C (Suspencién de fago Mudl1734).

Titulacién del fago Mud11734.
Un cultivo de la cepa de E. coli AB1157 se centrifugo por 5 min a 8000g y 4 °C. La

pastilla se resuspendio en solucion AM.

- Por otro lado se hicieron diluciones con la suspencién del fago Mudl1734 desde 1X 10"
hasta 1X10® en agua estéril. Se mezclaron 0.1 ml de cada dilucion y 0.1 de la suspension de
AB1157 en AM en tubos y se incubaron a 37°C por 30 min. Posteriormente, se plaquearon con
- agar suave en LC. Se incubaron las cajas por aproximadamente 24 h a 37°C. El titulo se obtuvo
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contando el numero de placas formados por cada dilucion. También se plaqueo un control de

bacteria sin fago.
V.2.5 Seleccion de colonias mutantes sin actividad de fosfatasa acida.

La seleccion de mutantes sin actividad de fosfatasa 4cida se realizo utilizando un ensayo
en placas inmunoldgicas y posteriormente, confirmando en una prueba en tubos de ensayo.

Ensayo en placas inmunolégicas,
Se utilizo el método reportado en Methods for General and Molecular Bacteriology (Gerhardt,

etal., 1994),

Se resuspendi6 una colonia azul proveniente de los medios de LBKmX-gal y LBGKmX-gal
en cada pozo de la placa inmunoldgica con 0.1ml de la solucion sustrato (buffer de citrato 0.01M
pH 4.8 y paranitrofenil fosfato 0.01M). Se incubé la placa a 37°C, durante 6 h. Posteriormente, s¢
les adiciono 0.1 ml de buffer de glicina 0.04M pH 10.5 (se ajusté el pH con NaOH) para
desarrollar color. Las colonias que desarrollaron color amarillo indica actividad de fosfatasa
acida. |
Prueba en tubos de ensaye.

Para determinar la actividad de fosfatasa 4cida en tubos se utilizd el método reportado por

Dassa et al., 1982.

Se purificaron las cepas que no presentaron actividad de fosfatasa acida en el ensayo en
placas inmunolégicas y se prepararon precultivos de cada una de ellas en medio LBKm. Los
precultivos se centrifugaron 8000 g 5 min a 4°C y la pastilla celular se lavé 2 veces con NaCl
0.85% y ﬁnalrﬁente, se resuspendio en una solucion de p-NPP (buffer de citrato de sodio 0.1 M
pH 4.8 y 0.01 M de p-nitrofenit fosfato). Los tubos se incubaron 6 h a 37 °C y a cada tubo se le
adicioné 1ml de buffer de glicina 0.04 M pH 10.5. La solucién de 1a reaccidn se centrifugd y se
determiné su absorbancia a una longitud de onda de 388 nm en el espectofotometro. Se utilizo
como bianco 1 ml de la solucion de p-NPP. Se conservaron solamente aquellas cepas que no

- presentaron actividad de fosfatasa acida para su posterior evaluacion de actividad de fitasa.

V.2.6 Evaluacién de la actividad de B-galactosidasa. .
~ Se utiliz6 el método reportado en Methods for General and Molecular Bacteriology

(Gerhardt, et al., 1994) y las mediciones se realizaron por duplicado.

Los cultivos se ajustaron a una D.O.se0 4 de 0.4 y se centrifugaron; posteriormente, las
pastillas celulares se lavaron dos veces con NaCl 0.1 N y se resuspendieron en 10 ml de buffer Z
(fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0. KC1 10 mM, MgSO, ImM y mercaptoetanol 50 mM). Se
adiciond 1 ml de la suspension en tres tubos, respectivamente (las determinaciones se hicieron por
duplicado y el tubo restante se utilizé como blanco de éad;l muestra). A cada uno de los tubos,

incluyendo blancos, se les adicio_liaron 2 gotas de cloroformo y 1 gota de SDS 0.1% y se agitaron
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\?igorosamente“ A cada tubo, con excepcion de los blancos de las muestras, se le adiéionaron 0.2
m! de la solucién de ONPG (4mg/ml de o-nitrofenil-S-D-galactosido en buffer de fosfatos 0.1 M
pH 7.0) y se incubaron durante 30 min a 28 °C. Posteriormente, se adicionaron 0.5 ml de
carbonato de sodio |M para detener la reaccion. Las reacciones se centrifugaron a 8000g 5 min y
se determind la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 420nm en un
Espectrofotoémetro.

V.27 Confirmacion de la insercién del elemento Mud 11734
Para confirmar la insercin del fago en el gene de fitasa se realizé una amplificacion del

ADN con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como primers, secuencias de
oligonucleétidos de los extremos derecho e izquierdo del Mud 11734 (Neidhardt et al., 1999).
Primers MuR (forward): 5-AAACGCTTTCGCCTTTTTCGTGC-3° y MuL (reverse): 5'-
GGACATTGGATTATTCGGGAT-3". |

Asimismo, también se utilizaron primers con la secuencia derivada del gene appA4, que
codifica para la fitasa de E. coli (Rodriguez ef al., 1999) (appA, niimero de acceso de Genebank
145283). Primers F1 (forward: 254-267): 5’-GGAATTCCAGAGTGAGCCGGA-3" y RI
(reverse: 1473-1486): 5'-GGGGTACCTTACAAACTGCACG-3. ‘
V.2.8 Aislamiento del ADN genémico
El ADN genémico de la de las diferentes cepas de R. ferrigena se obtuvo utilizando el método de

lisis alcalino para bacterias como se describe en Sambrook et al. (1989).

V.2.9 Amplificacion del ADN
8¢ prepararon 50 p! de la mezcla de reaccién de PCR que contenfa 400 ng de ADN

gendmico de las diferentes cepas de R terrigena, 50 pmol de cada primer y 45 ul de PCR Supermix
(Gibco BRL). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkin
Elmer). El programa térmico consistié en un ciclo de 95 °C (5 min), 30 ciclos de [95 °C (2 min), 50
°C (1.5 min) y 72 °C (1.5 min)]. ¥ 30 ciclos de [92 °C (1.5 min), 50 °C (2 min) and 72 °C (5 min)].
Los productos de la amplificacion se observaron con una electroforesis en agarosa al 1 % (Gibco
BRL).
V.2.10 Secuenciacién nucleotidica

Los fragmentos de ADN ampliticados de R rerrigena MW235 se purificaron con el
conjunto de reactivos para purificacion de ADN QlAquick (Quiagen). La secuencia nucleotidica
se determind con el conjunto de reactivos para secuencias ABI Prism Dye Terminator Cycle
utilizando un secuenciador ABI 377 en el Instituto de Biotenologia de la UN.A.M. Los analisis
de homologia se realizaron en el banco de datos de ta “National Center for Biotechnology
Information (NCBI)” utilizando el programa BLAST. Los datos de la secuencia nucleotidica se

depositaron en el banco de datos GeneBank bajo el nimero de acceso AF427147.
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V.3 RESULTADOS _
V.3.1 Aislamiento de mutantes phy::Mudl1734

Se obtuvo_ una suspension del bacteriofago fago Mudl1734 por induccion térmica de la
cepa Mul734 (Mu d1; Mu Km', Apl cts62) de E. coli con un titulo de 2.5 X 10° u.f.p./ml. Esta
suspension se utilizé para infectar la cepa MWZS que es sensible a P1, debido a que se ha
reportado que este tipo de cepas pueden ser infectadas por Mudl aunque no produzcan placas de
lisis visiﬁles (Csonka, et al., 1981). El 36% de las liségenas de Mudl1734 resultaron de
coloracién azul intenso en medios LBG Km X-gal. De 908 cepas con insercion de Mudl1734, 66
resultaron sin actividad de fosfatasa acida. Se evalud la actividad de fitasa en estas 66 mutantes y
solamente dos de ellas (MW49 y MW52) no presentaron actividad de fitasa en la fase estacionaria
en LB y una actividad poco detectable en LB suplementado con glucosa. Relacionando los
niveles de actividad de S-galactosidasa presentados en diferentes condiciones de crecimiento de
estas cepas con la expresion de fitasas, ambas mutantes presentaron la misma actividad de S~
galactosidasa que la cepa silvestre isogénica MW25 al inicio de la fase exponencial de
crecimiento en ambos medios, aumentando 3 y 4 veces esta actividad durante la fase estacionarta
en LB y LB suplementado con glucosa, respectivamente (Cuadro V.2). Mientras que en las
mutantes, MW49 v MW52, 1a actividad de fitasa disminuy6 el 53 y 82 %, durante la fase
exponenéial v, 81 y 93.6 % durante la fase estacionaria, respectivamente en LB suplementado con
glucosa. En LB no se detecto actividad a lo largo del crecimiento. Estos resultados sugieren que,
| muy probablemente, la insercién del Mudl1734 se haya llevado acabo en el gene u operon de la
fitasa provocando que la insercién permita la transcripcion del gene lacZ (que forma parte de la
informacidon que lleva el bacteridéfago) en las condiciones que se expresa la fitasa. La actividad de
fitasa disminuy®, mas drasticamente, durante la fase estacionaria en LB suplementado con
glucosa, la actividad de f-galactosidasa no avment6 durante la fase exponencial y suponiendo que
Mud11734 se haya insertado en el gene de la fitasa, se sugiere que la expresién de actividad de
fitasa que se detecta durante la fase exponencial, muy probablemente, se deba a la accién

inespecifica de otras fosfatasas 4cidas.
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V.3.2 Confirmacion de la insercion del Mudl1734 en el gene de fitasa.

Utilizando los oligonuclebtidos derivados de la secuencia del gene appA de fitasa en E.
coli (Rodriguez et al., 1999), se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1200 pb (Fig. V.1).
Este fragmento no se presentd en las cepas mutantes MW49 y MW52, utilizando las mismas
condiciones de la reaccion de amplificacion de PCR. Utilizando estos mismos oligonucledtidos
para ¢l gene appA en combinacion con oligonucledtidos de los extremos derecho e izquierdo del
Mudl1734 para amplificar el ADN de la cepa MW52, se obtuvieron dos fragmentos de ADN: 1)
un fragmento de aproximadamente 300 pb, utilizando los oligonucledtidos F1 y MUR y ii) otro
ﬁﬁgmento de aproximadémente 600 pb, utilizando los oligonucléétidos R1 y MUL (Fig. V.1). -
Estos resultados indican que al insertarse el fago Mud11734 en la mutante MW52 provoco la
desaparicion del fragmento de 1200 pb, cuya secuencia presehta una homologia de 83% con el
gene appA de E. coli (GeneBank 145283) (Fig, V 2).

La mutante MW49 puede ser el resultado de una insercidn diferente del bacteridfago, ya

que no se amplificd ningan fragmento utilizando los diferentes oligonucleétidos.

AT

TESIS CON
FALLA DE ORICGEN

Fig. V.l.- Geles de agarosa de los productos de PCR. Carriles: M) Marcador de peso
molecular de ADN en Kb; 1) ADN gendémico de R. terrigena MW25 con los
oligonuledtidos F1 ¥ R1; 2) ADN gendémico de MW52 con los oligonucledtidos de Fl y
R1; 3) ADN genomico de MWS52 con los oligonucledtidos de F1 y MUR; 4) ADN
genomico de MW52 con los oligonucledtidos de R1 y MUL.
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1 TGCTCAGTGTGGCCATGTAGGATGAGACCCETGEATGARCCARCTCTTGCACCTAGCCGA

61 CARACTGGGATGGTACCGCCGGTARCCATATCCTTTGGAATTCACCCGACTATGGATATT
121 TTGACTAAGCTGCCGACTTATGACACTATGGTACTATGGTACGTTTTGTACTCGACCCCT
181 fcrcccGTATGCTCACArTAATGTCATAACCATGGTGATACGTATAGTCCGATGGCTTGC
241 TTGCTGTATCTGGCGTTTGCCAACCTGEATACTGCGARCGTGACTGACGCTGATCCTCAG
301 CAGGGCAGGATGGETCAATTGCTGACTTTACCCGEGCATCGGCTAACGECETTTTGCGAR
361 CTTGGAACGGGTTGCTTARTTTTCCGCAATTCARAACTTGTGCCCTTARACGTTTCATAT
421 CATGACTAAAGCTGTTCATTTCACTATGGCATTACCCTATTTCAAGGTAACGCCGATAAT
481 TTTTATTTAACCGTTGCGATACGTCTCGCCTTARTGCTGACGGAGATTTTTAATCTGT A
541 AACCCCATTATGACCTACCCACGGTTAAGTTACTTTTCCACTGATCCTAATTATACTTCT
601 CTCCTTTCTTTTTTTTATATACCTCCACATATTTTCCTCATGATCCCCTTATTTTCTTCA
661 BATTATAACGCCCTTTCCTTTCTAATATTTAGCCTTTGTTCACATTTATCTTCCATATAA

721 CCCCCTTATTTAGGTAATTTTACTATATTCTTCTC'I‘TATTCATTTTCTCTTCTTTCTTAT

Fig. V. 2 Secuencia nucleotldu,a parcial del gene de fitasa de R. terrigena comb. nov.
MW25. GeneBank AF427147.

V.3.3.- Caracterizacion fenotipica de mutantes phy::Mudl1734

Las cepas mutantes de K. ferrigena, obtenidas mediante ta insercion de Mudl1734 y con
fenotipo phy, MW49 y MW52, forman colonias pequefias en placas de LB y LB ghicosa (Fig.
V.3) y no crecen en medios minimos, ni en condiciones de microaerofilia (sin agitacion). Estas
mismas mutantes pfesentan retraso en el crecimiento en LB y LB glucosa durante las primeras 8h
de cultivo y albanzan la fase estacionaria con densidades dpticas mucho menores a las obtenidas
con la cepa silvestre isogénica MW25 (Fig. V.4).

La cepa MW52 presentd una tasa de crecimiento ligeramente mayor cuando el medio LB
fue suplemehtado con glucosa (fig. V.4), mientras que la mutante MW49 mostro un retraso én el
crecimiento en presencié de glucosa. Esto hace suponer que ambas mutantes con fenotipo phy”
pudieran ser el resultado. de inserciones diferentes del bacteriofago Mudi1734 en gene u operon
de la fitasa, conﬁrmando asf las observaciones hechas durante la amplificacién del ADN de esta

mutante MW49.
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Fig. V.3.~ Colonias de R. lerrigena comb. nov. MW25 y cepas mutantes phy::Mudl1734
(MW49 and MW52) crecidas en LB glucosa. ' :

En un intenio por determinar si la disminucion en la velocidad de crecimiento alcanzada,
se debia a un aumento de sensibilidad a las condiciones de crecimiento, se realizaron curvas de
viabilidad determinando las unidades formadoras de colonias por mililitro (u.f.c./ml) durante el
crecimiento en LB glucosa en comparacion con ¢l comportamiento de la curva de crecimiento
evaluado por densidad o6ptica (Fig. V.5). Los resultados demuestran que en la cepa progenitora
MW?25, aon cuando la densidad dptica se mantiene a las 72 h, la viabilidad de las células
disminuve hasta tres unidades logaritmicas mientras que, las mutantes phy::Mudl1734
mantuvieron ¢l mismo comportamiento de la curva de viabilidad y la curva de densidad optica.
Esto parece indicar, que las células de estas mutantes que carecen de actividad de fitasa, por
alguna razén, estan aumentando la viabilidad durante la fase estacionaria de crecimiento.

Las células durante la fase estacionaria mantienen su viabilidad aiin en las condiciones de
estrés que se presentan en esta fase de crecimiento debido a una serie de cambios etabolicos
entrelazados. Con el objeto de detérminar si ese aumento de viabilidad durante esta fase estd
ligado al aumento de resistencia a otras condiciones de estrés, se determind también la
osmotolerancia de estas mutantes con fenotipo phy” (Cuadro V.3). Se observé que en un medio
hiperosmolar, como es LB glucosa NaCl 2.4 M, el porcentaje de sobrevivencia comparado con el
obtenido para la cepa rpoS (MW?27), en las mismas condiciones hiperosméticas fue mayor. Estos
resultados. confirman nuevamente, lo mencionado anteriormente, que ambas mutantes MW49 y'

MW52 podrian ser el resultado de inserciones diferentes del Mudl1734.
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Cuadro V.3.- Osmotolerancia de ¢élnias de &. ferrigena en medios ricos.

“Cepa de Medio de cultivo Viabilidad % de
Klebsiella w.fe. / mi sobrevivencia
terrigena Oh 24 h

DSM2687 LB +NaCl2.4 M 1.73 X 10° 325X 10° 100

silvestre LB glucosa + NaC124M  1.89X10° . 2.01X10° 100

MW25 LB+NaCi2.4M 445X 10° 1.14 X 10° 25.6

P1 sensible LB glucosa+ NaCl24M 439X 10° 1.05 X 10° 23.9

MW27 LB+ NaCl24 M . 226 X 10° 3.7 X 10 0.16
rpoS::Tc" LB glucosa + NaCl24M 3,18 X 10° 3.2 X 107 0.10 .

MW49 LB + NaCl 2.4 M 7.90 X 10° 970 X 10 12.3
phy:Mudil734 LB glucosa + NaCl124M 750X 10° - 320X 10° 42.6

MW52 LB +NaCl 2.4 M 1.43 X 10° 1.10 X 10! 10.0007
phy::Mudl1734 LB glucosa +NaCl 2.4 M 141X 10° . 3.04X10° 0.021
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V.3.4 Expresion de f-galactosidasa en cepas phy::Mudl1734 7

La actividad de f-galactosidasa en las mutantes MW49 y MW352 se incrementé de 3 a 4
veces durante la fase estacionaria en medios ricos (Cuadro V.2), independientemente de si fueron
o no suplementados con glucosa. Lo que confirma que la fitasa es una enzima cuya expresién €
incrementa durante la fase estacionaria de crecimiento. La adicion de AMPc durante la fase
exponencial de crecimiento en LB con glucosa provocd la disminucién de la actividad de la
mutante MW52 al alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, mientras que en la mutante
MW49, el AMPc no provocd ningin cambio significativo en la expresion de f-galactosidasa
durante la misma- fase de crecimiento (fig. V.6). Esto, junto con ¢l comportamiento de
crecimiento en presencia de glucosa y la falta de amplificacion-de ADN .en la mutante MW49,
también sugiere que ambas cepas pudieran ser diferentes y ser el resultado-de inserciones
diferentes del Mudl1734 en el gene u operon de la fitasa. La insercién en la cepa MW49 pudo
haber afectado la regidn reguladora.

La expresion de f—galactosidasa en la cepa MW52 confirma el efecto negativo de AMPc
sobre la expresion de actividad de fitasa durante la fase estacionaria, descrito previamente en las
cepas DSM2687 y MW29 en medios minimos suplementados con glucosa y AMPe {Capitulo IV).

El papel de RpoS no se pudd confirmar debido a que, hasta el momento, no se ha podido
obtener una doble mutante rpoS::imIQ phy::Mudli734. Sin embargo, se evalué el efecto de las
condiciones de estrés (anaerobiosis y pH acido) sobre la expresion de ﬂ~galactosidésa en ambas
mutantes, y se observd una fuerte induccion de actividad de f—galactosidasa en condiciones de

anaerobiosis en ambas cepas (Fig. V.7), mientras que el estrés 4cido no provoco ningiin cambio.
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V.4 DISCUSION

- La actividad de f-galactosidasa en las mutantes phy::Mudl1734 (sin actividad de fitasa), .
se increment6 durante la fase estacionaria, independientemente de la presencia de glucosa: Esto
sugiere que la actividad de fitasa que se observa al inicio del crecimiento en medios de cultivo -
con fuentes de carbono diferentes a la glucosa, se deba a la accidn inespecifica de otras fosfatasas,
tal vez sujetas a represion catabolica, como es la glucosa 1-fosfatasa de E. coli (Pradel y Boquet,
1989), y que también la accion de estas enzimas se sume al ligero incremento de actividad de
fitasa que se observa durante Ja fase estacionaria en medios con glucosa. .

La adicién de AMPc .provoc('j disminucion de actividad de fS-galactosidasa en la cepa -
mutante MW52, sugiriendo un efecto negativo de AMPc sobre la expresion de fitasa durante la
fase estacionaria. Esto, aunado a ‘los resultados presentados en los experimentos realizados en ¢l
capitulo IV (Cuadro IV.3), indican que la fitasa' se expresa durante la fase estacionaria, que el
AMPc pudiera estar ejerciendo un papel negativo en su expresion durante.esta fase y, que la
actividad de fitasa que se observo durante el crecimiento activo, se pudiera deber a la accion

-inespecifica de fosfatasas, cuya expresion esta sujeta a represion catabolica y, probablemente, se
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inducen por el aumento de la concentracion de AMPc en las células. El efecto de RpoS no se -
determiné claramente, probablemente debido a-que este factor sigma no ejerce un efecto directo
sobre la expresion de la enzima. En E. coli, la expresion de appA se induce ligeramente tanto en
la cepa silvestre como en la mutante rpoS en condiciones de limitacion de carbono y, esta ligera
induccion es dependiente de Ja presencia de AppY en. ambos tipos de cepas (Atlung et al., 1997).

Con excepeion del gene appd de E. coli, no se observo ninguna homologia significativa
con otros genes reportados en la base de datos GeneBank. Esto indica, probablemente, que se
trata de una enzima novedosa con actividad de fitasa y pudiera también explicar la diferencia en
actividad especifica con E. coll.

* Por otro lado, en Saccharomyces cerevisiae se aislé un gene supresor de la toxicidad a
galactosa, este gene se obtuvo de un banco de ADNc de células HeLa. El analisis de secuencia
nucleotidica de este gene reveld que se trataba del gene que corresponde a la monofosfatasa de
myo-inositol humana, El metabolismo de galactosa mediado por esta enzima depende de la
funcionalidad de galactocinasa (galK en E. coli) y epimerasa (galE en E. coli), lo que hizd
suponer que la pirofosforilasa UDP-glucosa/galactosa mediaba la via. Se demostré que la
expresion del gene UGP1 de S. cerevisiae, que codifica para esta pirofosforilasa (equivalente a
gaa’ Uen E. coli, Neidhardt, et al,, 1987) alivia la toxicidad a glucosa y galactosa en esta levadura
(Mehta, et al., 1999).

Se ha reportado que las mutaciones en Salmonella, que le confieren sensibilidad a la
infeccion por bacteriotagos como el Pl, se localizan en el gene galE (Goldberg, et al., 1974), el -
cual codifica para la UDP-galactosa-4-epimerasa y cuya carencia provoca sensibilidad a glucosa
yfo galactosa (Neidhardt et al., 1987; Hone et al., 1987; Krispin y Alimansberger, 1998). Esta
enzima forma parte del proceso metabSlico de conversién de galactosa a glucosa-1-fosfato
(intermediario glicolitico). Esta via metabolica es reversible y anfibolica, ya que las reacciones
degradan la galactosa para ser utilizada como fuente de carbono y ‘energia, via la sintesis de
glucosa-1-fosfato, asi como también para la biosintesis de carbohidratos complejos en las
membranas y paredes celulares via ia sintesis de UDP-galactosa y/o UDP-glucosa (Adhya, 1987).

La carencia de actividad de fitasa en las cepas MW49 y MW52 provoca una disminucion
en la capacidad de crecimiento. Sin embargo la cepa MWS52, aunque no alcanza los mismos
niveles de crecimiento que la cepa isogénica MW25 y la'cepa silvestre DSM2687, si presenta una
ligera recuperacion del crecimiento cuando se adiciona giucosa y galactosa al medio de cultivo.
Lo cual hace suponer, que la ausencia de actividad de fitasa en la cepa MW52, pudiera estar
suprimiendo la sensibilidad a glucosa de- la mutante sensible a' P1 MW25 y que, muy
probablemente, la actividad de fitasa o de hexafosfato myo-inositol fosfohidrolasa esté muy

relacionada con el metabolismo anfibdlico de glucosa y galactosa.
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La baja tasa de crecimiento de las mutantes con fenotipo phy” aunado al comportamiento
de alcanzar densidades Opticas muy bajas, formacién de colonias pequefias y de aumentar la
sobrevivencia durante la fase estacionaria y, cuando menos en el caso de la cepa MW49 de haber
aumentado la osmotolerancia, hace pensar que la mutacion provocada por la insercién del
Mudl1734 afecta el crecimiento de las células bacterianas adelantando la expresién de los
fenotipos caracteristicos de fase estacionaria. Esto es, como si el gene en el cual se insertd el
bacteri6éfago estuviera regulando la expresion de un regulador global de la fase estacionaria y la
falta del gene provocara la expresion de este regulador antes de tiempo, y las células entraran en
fase estacionaria de crecimiento, ain antes de la aparicion de las condiciones de limitacion y

estrés tipicas de esta fase.

Tod.os estos mecanismos concuerdan con las respuestas metabdlicas de la célula a la
adaptacion a condiciones de crecimiento durante la fase estacionaria (Kolter, ef al., 1993). Los
resultados présentados en este estudio sugieren que, estas fosfatasas de hexafosfato de myo-
inositol presentan un papel importante en la modulacién del crecimiento y muy probablemente,
como factores de transduccién de sefiales. Recientemente, se han identificado varias fosfatasas de
inositol en bacterias gram negativas y que muy probablemente estan involucradas en la
transduccion de sefiales. Por ejemplo, Salmonella dublin excreta una proteina con actividad de
fosfatasa de polifosfato de inositol, que contribuye a su patogenicidad, mediante el cambio en los

niveles de fosfatos de inositol en las células epiteliales del hospedero (Norris et al., 1998).

Algunos otros mecanismos reportados de inositol fosfatasas en diferentes bacterias son: i)
modificar la permeabilidad de la membrana como en Mycobacterium smegmatis (Parish, et al.,
1997) o en Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Janczarek, et al., 1999), ii) sintetizar derivados
de fosfatos de inositol como osmolitos intracelulares como en Thermotoga maritima (Chen y
Roberts, 1999) y Methanococcus jannaschin {Chen y Roberts, 1998) o iii) modular las reacciones
de conformacitn de proteinas y estabilidad de productos de genes como una de las funciones que

se le han atribuido a la inositol monofosfatasa SuhB de E. coli (Matsuhisa, ef al., 1995),

La descripcién de este tipo de enzimas y con un papel importante en el metabolismo de
Raoultella terrigena comb. nov. abre un campo de estudio, hasta hace corto tiempo, poco

explorado en cuanto a los fosfatos de inositol como probables transductores de sefial en el

metabolismo de bacterias gram-negativas.
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CAPITULO VI

Conclusiones generales

La presencia de actividad de fitasa en R. terrigena comb. nov. depende del estado
fisioldgico de las células durante el crecimiento. La actividad de fitasa se incrementa durante el
crecimiento activo en medios de cultivo con fuentes de carbono cuya utilizacién estd sujeta a una
represi6n catabélica y durante la fase estacionaria de crecimiento en medios con glucosa. Durante el
crecimiento activo, el AMPc presenta un efecto positivo en la expresion de actividad de fitasa,
mientras que durante la fase estacionaria, aparentemente, el efecto es negativo. Sin embargo, el
efecto positivo durante la fase exponencial de crecimiento se debe, probablemente, a 1a suma de
otras fosfatasas con actividad inespecifica que se inducen en tas mismas condiciones. El factor
RpoS no parece presentar un efecto significativo sobre el nivel de actividad durante la fase
estacionaria.

La preseﬁcia de actividad de fitasa o fosfohidrolasa de mpyo-inositol en células de R.
terrigena comb. nov. pudiera ser una enzima que esté involucrada en el metabolismo anfibélico de

glucosa/galactosa y muy probablemente, con un papel importante en la modulacion del crecimiento.
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Regulation of Raoultella terrigena comb.nov.
phytase expression

Marcela Zaniudio, Aracely Gonzalez, and Fernando Bastarrachea

Abstract: Phytases catalyze the release of phosphate from phytate (myo-inositol hexakisphosphate) to inositol
polyphosphates, Raoultella terrigena comb.nov. phytase activity is known to increase markedly after cells reach the sta-
tionary phase. In this study, phytase activity measarements made on single batch cultures indicated that specific en-
zyme activity was subject to catabolite repression. Cyclic AMP (cAMP) showed a positive effect in expression during
exponential growth and a negative effect during stationary phase. RpoS exhibited the opposite effect during both
growth phases; the induction to stationary phase decreased twofold in the rpeS::Tni( mutant, but the effect of RpoS
was not clearly determined. Two phy:Mugdi! 734 mutants, MW49 and MWS52, were isolated. These formed smal} colo-

- mies in comparison with the MW25 parent strain when plated on Luria-Bertani (LB) or LB supplemented with glucose.
They did not grow in minimal media or under anaerobiosts, but did grow aerobically on LB and LB glucose at a lower
rate than did MW25. The [B-galactosidase activity level in these mutants increased three to four fold during stationary
growth in LB glucose and during anaerobiosis. Addition of cAMP during the exponential growth of MW52 on LB glu-
cose provoked a decrease in B-galactosidase activity during the stationary phase, confirming its negative effect on
phytase expression during stationary growth.

Key words: phytase activity, expression regulation, Racultella terrigena.

Résumé : Les phytases catalysent le transfert du phosphate vers les inoesitel phosphatases 4 partir du phytate (myo-
inositol hexakisphosphate). On sait que chez Raoultella terrigena comb.nov., 'activité de la phytase augmentait
fortement lorsque les cellules atteignaient la phase stationnaire. Dans la présente étude, des cultures simples en batch
ont révelé que cette activité enzymatique spécifique pouvait étre réprimée par des catabolites. L' AMP cyclique (AMPc)
avait un effet positif sur I’expression en phase exponentielle de croissance mais cet effet éfait négatif durant la phase
stationnaire. La souche RpoS a démontré un effet contraire au cours des deux phases de croissance en bouillon, et
I"induction & la phase swationnaire a diminué de deux fois chez le mutant RpoS::Tnl0, mais Peffet chez RpoS n’a pas
été clairement identifié, Nous avons isolé deux mutants de phy::Mudl1734, MW49 et MWS52. Ces mutants produisaient
des colonies plus petites que la souche parentale MW25 sur le milieu Luriz-Bertani {LB) ou LB enrichi de glucose.
Ces mutants ne se développaicnt pas en milienw minimal ou en anaérobiose mais ils poussaient en aérobiose sur les
milieux LB ou LB avec glucose plus lentement que la souche MW25. Le niveau de P'activité f-galactosidase de ces
mutants a augmenté de trois & quatre fois durant la phase stationnaire de croissance sur ke LB glucose en anaérobiose.
L’ajout d’AMPc pendant la phase exponentielle de MW52 sur LB avec glucose a provoqué une diminution de 1’activité
p-galactosidase pendant la phase stationnaire, confirmant ainsi son réle négatif sur 'expression de la phytase pendant la
phase stationnaire.

Mots clés © activité phytase, régulation de ’expression, Raouitella terrigena.
[Traduit par la Rédaction]

Introduction hexakisphosphate) to inositol polyphosphates. In animal and
plant cells, inasitol polyphosphate phosphatases provide the

Phytases (myo-inositol hexakisphosphate 3-phosphohydrolase  only known means of dissipating the cellular poals of
and myo-inositol hexakisphosphate  6-phosphohydrolase; EC inositol 1,3,4,5,6 pentaphosphate {Ins(1,3.4,5,6)P.) and ino-

. 3.1.3.8 and 3.1.3.26, respectively) belong to the family of  sitol hexaphosphate (InsP¢). These polyphosphates are now
histidine acid phosphatases (Mitchell et al. 1997) and are  recognized as having several important cellular functions,
found primarily in microorganisms and plants. They catalyze  both in terms of their being functionally active in and of
the release of phosphate from phytic acid (myo-inositol  themselves and their serving as receptor-mobilized precursor
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" pools for intracellular signals. Quite substantial changes in
Ins(1,3,4.5,6)P5 and InsPy levels occur during the following
physiologicatly important events (Shears 2001): (f) progres-
sion through the cell cycle (Balla et al. 1994), (ii) Rat-1
fibroblasts transformed with the v-sr¢ oncogene show an in-
crease in the apparent amount of an inositol polyphosphate
{Mattingly et al. 1991}, and (jif) invasion of intestinal epi-
thelial cells by Salmonella stimulates inositol polyphosphate
metabolism {Zhou et al. 2001).

A number of phytase enzymes have been purified and’

characterized from various molds (Mitchell et al. 1997,
Pasamonies et al. 1997a, 19975; Piddington et al. 1993) and
from bacteria, such as Bacillus subtilis (Shimizu 1992;
Kerovuo et al. 1998), Pseudomonas sp. (Irving and Cosgrove
1971), Escherichia coli {Greiner et al. 1993), and Klebsiella
ferrigena (Raowlitella terrigena comb.nov.; Drancourt et al.
2001) (Greiner et al. 1997). Purified B. subtilis phiytase has
proved to be highly specific for phytate and has maximal
phvtase activity at pH 7 and 35°C. It requires calcium for its
activity and (or) stability and is readily inhibited by EDTA.
Escherichia coli phytase behaves as a monomeric protein
with 2 molecular mass of 42 kDa and is very specific for
phytate at pH 4.5 and 55°C. The hydrolysis pathway for
phytate in this species was described and consequently iden-
tified as a 6-phytase (EC 3.1.3.26) (Greiner ct al. 2000).
Raoulrella terrigena comb.nov. phytase also behaves as a
monomeric profein with a 40 kDa molecular mass, is rather
specific for phytate, and exhibits optimal conditions for
phytate degradation at pH 5 and 58°C (Greiner et al. 1997).
The hydrolysis pathway for phytate in R terrigena
comb.nov. has been identified as a 3-phytase (EC 3.1.3.8).
The only bacterial phytases that have been cloned to date are
the E. coli gene appd, which encodes periplasmic phospho-
anhydride phosphohydrolase (Dassa et al. 1991), and the
B. subiilis phytase gene phy(C (Kerovuo et al, 1998), which
shows no homology to other phytase sequences or to other
known sequences. The crystal structure of E. coli phytase
has been determined, and despite a lack of sequence similar-
ity, the structure closely resembles the overall fold of other
histidine acid phosphatases (Lim et al. 2000). Only
B. subtilis phyC appears not to be a member of the phytase
subfamily of histidine acid phosphatases, but a novel en-
zyme having phytase activity. Its role in bacteria metabolism
is still unclear.

In most bacteria, phosphatase expression is usually con-
trolled by no more than one condition. For instance, the al-
kaline phosphatase in E. coli or in B. subtilis is synthesized
in response to inorganic phosphate starvation (Torriani-
Gorini et al. 1987). Among three acid phosphatases identi-
fied from E. coli, the phosphomonoesterase (EC 3.1.3.2) acid
hexose phosphatase (optimurn pH 4.5) is unaffected by external
inorganic phosphate levels, but is subject to catabolite repres-
sion. In contrast, the pH 2.5 acid phosphatase, the appd prod-
uct recently described as a phytase (Golovan et al. 2000}, is
subject to a more complex regulation. Its synthesis is in-
duced upon entry of the cell into the stationary phase, by P;
starvation, and by lowered oxygen tension (Atlung and
Bréndsted 1994). Under these circumstances appd was
strongly dependent on sigma factor (©%) (Atlung et al. 1997).
This same gene was also induced by carbon starvation, but
in this case, the induction was dependent on AppY (protein
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_of the AraC family of transcriptional activators), which also

showed o®-dependent induction by carbon starvation.

In R. terrigena comb.nov., phytase activity is known to in-
crease markedly after cells reach the stationary phase
(Greiner et al. 1997). This stationary phase induction sug-
gests that phytase is not required during balanced growth,
though it may be synthesized in response to a particular nu-
trient limitation. Among the nutrient limitations tested
(Greiner et al, 1997), in comparison with E. coli, only car-
bon starvation was able to evoke an immediate synthesis of
this enzyme. Raoultella terrigena phytase could be a novel
enzyme, since it shows different kinetic parameters from the
E. coli enzyme and since its cellular activity is induced un-
der different conditions. _

The causes and mechanisms of R. ferrigena comb.nov.
phytase expression regulation are still largely unknown. To
address this lack of knowledge, we induced phytase activity
in the enteric bacteria R. ferrigena comb.nov. under a num-
ber of conditions and described some of the factors affecting

its expression.

Materials and methods

Bacteria and phages

The bacterial strains and phages used in this study are
listed in Table 1. MudI1734 is a bacteriophage transposon
encoding kanamycin resistance that contains the ®{rpA-
lacZ"YW209 gene fusion for isolating operon fusions in vivo.
Mudl1734 requires helper functions for transposition, though
once isolated, insertions are quite stable (Castilho et al.
1984). Csonka et al. (1981) described the vse of a P1 host
range derivative of Mu cts (Mu cts hP'1) as a helper to intro-
duce bacteriophage Mu derivatives into Pl-sensitive bacte-
tia. We therefore used transposition-defective Mu derivatives
{Mu d) with E. coli Mul734.

Media and culture conditions

Luria-Bertani (LB) broth (Difco Tryptone, 10 g/L; Difco
veast extract, 5 g/L; NaCl, 5 g/L) was used as a rich me-
dium, and MT minimal medium (K,HPO,, 5 g/L; KH,P0Q,, 2
g/L; NH,NO;, 0.5 g/L; Mg804, 0.2 g/L; yeast extract, .25
g/L; pH 7.0) was used as reported by Tambe et al, (1994).
Difco agar was added to solid medium until a final concen-
tration of 1.5% was attained. This was supplemented with
p(+)-glucose (0.25%), inositol (0.25%), and sodium phytate
(1.5 g/L) as needed. The following antibiotics were included
in the media as required (final concentrations given): tetracy-
cline (Tc) (25 pg/ml), chloramphenicol (Cm) (20 pg/mL),
kanamycin sulfate (Km) (40 ug/ml.), and sodium ampicillin
(Ap) (30 ug/mL). Lac phenotypes were scored using 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-gal; 40 pg/mL).
Cultures were grown acrobically at 37°C, and growth was
monitored by measuring the optical density at 590 nm

(ODsgq). -

Isolation of cya::Km® and rpoS::Tni@ mutants

The strains MW27 (rpoS::Tc®) and MW29 (cya:KmR)
were constructed via Pl transduction of sensitive
R. terrigeng MW25 (Pl-sensitive strain) with a P1 lysate of
E. coli RH9O (rpoS::Tnif) (Lange and Hengge-Aronis
1991) and a P1 lysate of E. coli MK1010 (cya::Km®) (Lee-
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Table 1. Bacterial strains and bacteriophages used in this work.

Strain and bacteriophage

Relevant phenotype

Source

Escherichia coli K12

F. Bastarrachea Collection

ABLI5T P1 sensitive
MK1010 W3110, cyauKm Lee-Rivera and Gomez-
Eichelmann 1994
RH9%0 MC4100, rpoS359:Tni 0 Lange and Hengge-Aronis
1991
M8820 Mu cts hP1 Castilho et al. 1984
Mul734 Mudil734 Castilho et al. 1984 N

Raoultella terrigena comb.nov.

(Klebsiella terrigena)
Deutsche Sammlung fur

DSM2687 Phytase producer )
Mikroorganismen Collection

MW25 P1 sensitive This study
Mw27 MW25, rpaS339::Tnld This study
MW29 MW23, cya::Tns This study o .
MWwW49 MW25, phy:Mudi1734 This study TEIJIS CON
MW52 MW25, phy::Mudl1734 This study :

Bacteriophage FALLA DE ORIG‘EN
P1Cm Propagated from MX485 F. Bastarrachea Collection )
Mudl1734 Propagated from Mul734 Castilho ¢t al. 1984

Fig. 1. Specific phytase activity during growth of Raoulteilla
terrigena comb.nov. (Klebsiella terrigena DSM2687) in LB (#)

and LB glucose (@).

Table 2. Effect of carbon source in Raoultella tervigena
comb,nov. (Klebsiella terrigena DSM2687) phytase activity ex-
pression during growth.

Sp. act. of phytase (U/mg of 08 i
protein)*
Exponential Stationary Fold C
Cultare medium phase phase index? g
_ MT glucose 0.064:0.03 0.10520.04 1.64 5
MT inositol 0.76420.26 0.072+0.03 0.09 £
MT sodium succinate 2.7 0.07 0.026 £
MT sodium acetate 131 0.49 0.37 8
LB 0.2724:0.069 0.144=0.031 0.53 é
LB glucose 0.073x0.005  0.085+0.056  1.16 B
*Values given are average of at least three independent experiments. >
The exponential and stationary phases value is from a differential plot.
*Specific phytasc activity in stationary phasc / specific phytase activity
in exponential phase.

2 4 B 8 24 4
Time (h)

Rivera and Goémez-Eichelmann 1994), respectively. Te-
resistant colonies were selected for MW 27, and Km-resistant
colonies for MW29. The rpoS™ phenotype was tested by de-
termining its survival in long-time starvation and osmo-
tolerance assays, and the cya™ phenotype was scored using
lactose fermentation in MacConkey media, with and without
cyclic AMP (cAMP).

Survival assay _

Long-time starvation survival was assayed by growing
cells in 50 mL of MT medium containing 0.25% glucose.
During growth and for up to 10 days afterward, samples
were withdrawn for determination of ODyo, and viable ceil
numbers on LB plates, after appropriate dilution in 0.1 M
P1 transduction NaCl. '

The isolation of Pl-sensitive strains and P transduction For osmotolerance assays, cells were grown overnight in
was performed as in Goldberg et al. (1974). PICm grown on LB, washed, and then resuspended to a density of approxi-
the donor was added at an infection multiplicity of 2:1  mately 3 x 10° cells/ml. in LB supplemented with 2.4 M
(P1Cm : bacterial cells), and phage titres were determined  NaCl. The cultures were incubated with agitation at 37°C.
using E. coli AB1157 as host. * Samples were withdrawn from the cultures at 0, 6, and 24 h
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Table 3. Specific phytase activity during growth in different strains in rich media.

Relevant phenotype

Sp. act. of phytase (U/mg of protein)*

Fold
Strain Cya RpeS Culture medium Exponeutial phase Stationary phase index?
DSM2687 + + LB 0.27240.07 0.144+0.03 T 0.53
LB glucose €.073+0.005 0.085+40.05 1.1
Mw25s -t + LB 0.012+0.001 0.004440.0008 0.36
LB glucose 0.037+0.018 0.031£0.02 0.83
MW27 + - LB 0.39440.17 0.065+0.002 0.16
LB glucose 0.197+0.09 0.065+0.023 0.32
MW29 - B LB 0.00920.0004 0.113+0.007 12.5
LB glucose 0.006 0.0540.02 9.0

Note: +, present; -, absent.

*Values given are average of at least three independent experiments. The exponentinl and stationary phases value is from a differential plot.
*Specific phytase activity in stationary phase / specific phytase activity in expenential phase. .

Table 4. Effect of cAMP in the expression of phytase activity duwring anscrobic growth,

Sp. act. of phytase (U/mg of protein)*

Fold
Strain Culture medium Exponential phase Stationary phase index®
DSM2687 MT giucose 0.01 0.12 i2
MT glucose + cAMP 0.34 0.17 0.5
MW29 (cya::Tn5) MT glucose 0.03 0.54 18
MT glucose + cAMP 0.08 Q.25 30

*Vajues given arc avcrage of at least three independent experiments. The cxpenential and stationary phases value is from a

differential plot.

*Specific phytase activity in stalionary phase / specific phytase activity in exponential phase.

Table 5. B-Galactosidase and phytase activity in Raoultella terrigena phy::Mudl1734 mutants during exponential and stationary phase

in LB and LB glucose media.

Sp. act. of P-galactosidase (U/0.D.)

5p. act. of phytase(U/mg of protein)

Exponential phase  Statiopary phase

Strain Phenotype Culture medium Exponential phase  Stationary phase
MW25 phy+ LB 4.89+1.1.2 0 0.149+0.012 0.044£0.020 (0.3)
LE glucose 15.6+2.41 10.0+6.9 (0.6)* 0.062=0.030 0.039+0.004 (0.6)
MW4% phy:Mudll734 1B 11.8+2.49 40.30.7 (3.4) 0 ¢
LB glucose 12.87+1.43 53208 (4.1) .029+0.007 0.007+0.001 (0.26)
MW52 phy:Mudll734 LB 12.94+2.38 42.7+0.1 (3.3) 0 0 :
LB glucose 15.64+3.19 59.7+10 (3.8) 0.012+0.001 0.015+0.000 (0.2)

Note: O.D., optical density. The exponential and stationary phases value is from a differential piot.
*Values in brackeis indicate fold index: stationary phase activity / exponential phase activity.

Fig. 2. Agarosc gels of PCR reaction products. Lanes: M, DNA
molecular weight markers in kb; 1, MW25 genomic DNA with
primers F1 and R1; 2, MW52 genomic DNA with p'rimcrs Fl
and R1; 3, MW52 genomic DNA with primers F1 and MUR;
and 4, MW352 genomic DNA with primers R1 and MUL.

M ] 2 3 4

for determination of viable cell numbers on LB plates, after
appropriate dilution in 0.1 M NaCL

Enzyme assays

Acid phosphatase
Cultured cells were harvested by centrifugation at 8000

x g for 5 min and then rcsuspended in 100 mM sodiuny ci-’

trate buffer at pH 4.8 in the presence of 10 mM p-
mtrophcnyl phosphate (Gerhardt et al. 1994). These suspen-
sions were incubated for 6 h at 37°C, after which 1 mL of
40 mM glycine-NaOH buffer at pH 10.5 was added to them.
They were then centrifuged at 8000 x g for 5 min, and the en-
Zyme activity was determined by measuring the absorbance of
the p-nitrophenol formed at 388 nm in a Beckman DU650
spectrophotometer.
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Fig. 3. Pariial nuclentide sequence of the 1.2 kb amplified Raowlrella terrigena comb.nov. DNA fragment using primers derived from

Escherichia coli appA.

1 TGCTCAGTGTGECCATGTAGGATGAGACCCGTGGATGARCTAACTCTTGCACCTAGCCGA

61 CAARCTIGGGATGGTACCGCCGGTARCCATATCCTITGGARTTCACCCGACTATGGATATT

121
18l
241
301
361
421
481
54;
601
661
721

Fig. 4. Colonies of Raoultella terrigena comb.nov. parent
strain MW25 and phy::Mudl1734 mutants MW49 and MWS2
grown in LB glucose. .

Phytase :

Cultured cells were harvested by centrifugation at 8000 x
g for 5 min, washed twice with 0.1 M NaCl, resuspended in
0.1 M acetate buffer at pH 4.5 with the addition of
5 mg'mL™! of lysozyme, and then sonicated. Cell debris was
removed by centrifugation at 8000 x g for 10 min. The re-
sulting clear supernatant was used for phytase assay, Phytase

TTGACTAAGCTGECCGACTTATGACACTATGGTACTATGETACGTTTITGTACTCGACCCCT
TCTCCCGTATGCTCACATTAATEPCATAACCATGETGATACGTATAGTCCGATGGCTTGE
TTGCTGTATCTGGCGTTTGCCAACCTGGATACTGCGAACGTGACTGACGCTGATCCTCAG
CAGGGCAGGATGGGTCAATTGCTGACTTTACCCGGGCATCGGCTARCGGCGTTITIGCGAA
CTTGGAACGGGTTGCTTAATTTTCCGCART TCARAACTTGTGCCCTTAAACGTTTCATAT
CATGACTAAAGCTGTTCATTTCACTATGGCATTACCCTATTTCAAGGTAACGCCGATAAT
TETTATTTAACCGTTGCGATACGTCTCGCCTTAATGCTGACGGAGATTTTTAATCTGTTA
AACCCCATTATGACCTACCCACGGTTAAGTTACTTTTCCACTGATCCTAATTATACTTCT
CTCCTTTCTTTITTTTTATATACCTCCACATATTTTCCTCATGATCCCCTTATTTTICTTICA
AATTATAACGCCCTTTCCTTTCTAATATTTAGCCTTTGT TCACATTTATCTTCCATATAA

CCCCCTTATTTAGGTAATTTTACTATATTICTTCTCTTATTCATTTTCTCTTCTTTCTTAT

measurements were carried out at 37°C as described in
Greiner et al. (1997).

B-Galactosidase

Assays were performed at room temperature (approxi-

mately 21°C). Cell pellets were suspended in 4 mL of Z
buffer (0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.0; 0.01 M KCl;
0.001 M MgS0,; 0.05 M mercaptoethanol) and stored on ice.
f-Galactosidase activity was measured in cells permeabilized

by CHCI; - sodium dodecy! sulfate by monitoring the hydro-

lysis of o-nitrophenyl-f3-galactopyraneside (Miller 1972).

Protein estimation
Total protein concentration was determined with

Coomassie brilliant blue G-250 dye binding, vsing bovine
serum albumin as a standard (Bradford 1976).

Isolation of phy::Mudl1734 mutants

Samples of a saturated culture of R, rerrigena MW25
(0.1 mL each} were mixed with 0.1 mL of a Mudf1734
lysate. The cells were then suspended in 5 mL LC soft agar
(LB supplemented with 3 mM CaCl,; agar, 7.5 g/L), plated
on LC, and incubated for 24 h at 37°C. The soft agar was re-
suspended with 0.1 M NaCl, then centrifuged at 8000 » g
for 5 min, and washed twice. Serial dilutions were plated on
LBKm and incubaied at 37°C. Km-resistant colonies were
replica plated on LB gliucose supplemented with Km and X-
gal. Dark blue colonies were tested for acid phosphatase and

phytase activity.

Localization of the phy::Mudl1734 element

The location of the phy:Mudll734 element was deter-
mined by polymerase chain reaction (PCR) amplification of
sequences flanking the right and left ends of the Mudl1734
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Fig. 8. Growth of Raoultella terrigena comb.nov. strains
(A) DSM2687. (B MW235, (C) MW49, and (D) MW52 in LB
(#), LB glucose (), and LB galactose (&).

A

3 5 7 el 21
Time (h})
B
10
: i1 “‘_,4::_-'::.:‘:_ amoTo T
¥
S 011 ,.4!
¥
0.01 + ; T - ; ! I
3 8 7 9 21
Time (h}

Time (h) .

Time (h}

element. MuR (forward): 5-AAACGCTTTCGCCTTITT-
CGTGC-3 and MuL (reverse): 5-GGACATTGGATTATT-
CGGGAT-3.

For this purpose, we also used primers derived from the
DNA sequence of an E. coli pH 2.5 acid phosphatase gene
(recently described as phytase; Golovan et al. 2000) (app4,

Can. J. Microbial. Vol, 48, 2002

GenBank Accession No. 145283). Primers FI (forward 254—
267). §-GGAATTCCAGAGTGAGCCGGA-3 and R1 (re-
verse 1473-1486): 5-GGGGTACCTTACAAACTGCACG-3".

PCR amplifications :
The PCR reaction mixture (50 uL) contained 400 ng of

genomic DNA as a template, 50 pmol of each primer, and
45 uL of PCR Supermix (Gibco BRL, Life Technologies,
Inc., Rockville, Md.). The reaction was performed with the

" GeneAmp PCR system 2400 (Perkin Elmer, Shelton, Conn.).
The thermal program included 1 cycle at 95°C (5 min}, 30

cycles of (95°C (2 min), 50°C (1.5 min), and 72°C
(1.5 min)), and 30 cycles of (92°C (1.5 min), 50°C (2 min),
and 72°C (5 min}). The amplified PCR products were re-
solved using 1% agarose (Gibco BRL) gel electrophoresis.

Genomic DNA isolation
The genomic tempiate was ohtained using the method of

bacterial lysis via atkali as described in Sambrock et al.
(1989).

Nucleotide sequence
The amplified PCR fragment from R. ferrigena MW235

was purified with the QlAguick DNA purification kit
(Quiagen, Gene Alliance, Gilden, Germany). The nucleotide
sequence was determined with the ABI Prism Dye Termina-
tor Cycle Sequencing kit with an ABI 377 DNA sequencer.
Nucleotide homology searches were performed on National
Center for Biotechnology Information (NCBI) databases by
BLAST searches. The nucleotide sequence data reported in
this paper has been deposited in the GenBank under acces-

sion No. AF427147.

Results

Effect of carbon source in phytase activity expression
during growth

The influence of various carbon sources in specific
phytase activity was tested during R. ferrigena comb.nov.
(Klebsiella terrigena DSM2687) growth in minimal medium
(Table 2). It was clear that whenever glucose was present
there was a moderate increase in specific phytase activity
duting the stationary growth phase as oppesed to the expo-
nential phase. In other words, the foll increase of phytase
activity in the stationary phase was higher in the presence of
glucose. However, when inositol was used as a carbon
source, the opposite cccwrred, and the fold increase of the
stationary phase to the legarithmic growth (fold induction te
stationary phase) was reduced. The same behavior was ex-
hibited with other carbon sources, such as succinate or ace-
tate.

In a rich LB medium, either supplemented with glucose or
pot, a sharp increase in specific phytase activity was ob-
served at the beginning of growth and during the exponential
phase (Fig. 1). This activity declined during late exponential
growth, reaching a background level in the early and laie
stationary phases in unsupplemented LB. However, in glu-
cose-supplemented LB, the activity declined to a non-
detectable Ievel in the late exponential phase and increased
in the stationary phase. The sharp increase in phytase activ-
ity at the beginning of growth was three to four fold lower in
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Fig. 6. Viability of Raoultella terrigena comb.nov. in LB ghicose.
and MW32 (A} )

Parent strain MW25 () phy:Mudl1734 mutants MW49 ()
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the LB glucose medium, suggesting a catabolite repression
mechanism for phytase regulation.

Effect of cAMP and RpoS on phytase expression

cAMP is synthesized by the adenylate cyclase enzyme,
and its level depends upon cell physiology. It acts as a sen-
sory signal in gene regulation in conjunction with the
Catabolite Repression Protein (CRP) and participates in a
wide regulatory network involved in activating and repress-
ing the expression of many genes (Saier et al. 1996). The
RpoS sigma factor (G°) in enferic bacteria is either required
for the expression of a number of genes during nutrient limi-
tation and during growth into stationary phase or is required
in response to environmental stresses (Lowen and Hengge-
Aronis 1994).

As mentioned above, phytase activity expression is influ-
enced by the nature of the carbon source in both minimal
and rich mediums. This may be due to positive regulation by
the CRP-—cAMP complex, since cAMP concentration within
a cell increases with this type of carbon source and LB me-
dium as compared with cAMP concentrations in a glucose
medium (Kolb et al. 1993). In the present study, the fold in-
crease in phytase activity during the siationary phase was
above 1.0, except when cells were grown under catabolite
repression conditions. This also likely suggests a stationary
phase induction.

Another factor potentially affecting phytase expression is
Rpo$S. In enteric bacteria, the RpoS ® is either essential for
orf elevates the expression of a number of genes that are in-
duced during the stationary phase (Lowen and Hengge-
Aronis 1994).

To establish the involvement of cAMP and RpoS in
R. terrigena comb.nov. phytase expression, we used mutants
defective in one or the other. The cya::Tns mutant (MW29),
which is unable to synthesize a functional adenylate cyclase,
exhibited very low activity during exponential growth in rich
media, with or without glucose. A clear increase during sta-
tionary phase is indicative of a positive effect of cAMP dur-
ing exponential phase and a negative effect during stationary

growth (Table 3). In confrast, the inactivation of rpoS re-
sulted in a high increase in specific phytase activity during
the exponential phase in LB and LB glucose media, clearly
decreasing by twofold the induction to stationary phase
compared with the wild isogenic R. ferrigena comb.nov.
strain MW23.

The increase in phytase activity during exponential phase

in the rpoS™ mutant is not clearly understood, since RpoS is

supposed to have a major effect only during stationary
growth or during growth under stress conditions. One possi-
ble explanation is that the lack of a functional ¢° may have
altered other physiological conditions that indirectly affect
phytase activity expression,

The wild-type strain DSM2687 exhibited induction to sta-
tionary phase activity in minimal glucose medium. The addi-
tion of cAMP increased phytase activity during the
exponential phase and decreased fold induction to stationary
phase (Table 4). This suggests that the positive effect of cya
on phytase expression during the exponential growth phase
is probably due to the increase of intracellular cAMP. The
absence of cya in MW29 clearly increased the fold induction
at the stationary phase in either minimal ghicose or rich me-
dia. In general, addition of cAMP slightly increased the spe-
cific phytase activity during exponential growth and decreased
it in the stationary phase.

Isolation of phy::Mudl1734 mutants

Since phytase activity within the cell could result from
more than one acid phosphatase acting cooperatively in re-
sponse to environmental fluctuations, and their enzyme ac-
tivity could be masking the effect of other regulators, lac
fusions using Mudl1734 phage insertions were isolated. A
lysate was prepared by thermal induction of E. coli Mu1734
(MuKmP, hP1 cts62) with titres of 2.5 x 10° PFU/mL. This
phage suspension was then used to infect R. ferrigena MW25.
Thirty-six percent of the KmF Mudl1734 lysogens showed
dark blue color in LB glucose supplemented with Km and
X-gal. Sixty-six mutants with no acid phosphatase activity
were recovered after mutagenesis with Mudli734. Only two
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Fig. 7. Ellect of cAMP on B-galactosidase activity in Raoulrella ferrigena comb.nov. strains (A) MW25, (B} MW49, and (C) MW52.
Growth in LB plucose (A). Specific B-galactosidase activity in LB glucose (B) and in LB glucose supplemented with cAMP (#),
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of these mutant strains (MW49 and MW32) showed no
phyiase activity during stationary phase in LB, and they had
only very low detectable activity level in LB glucose (Ta-
ble 5). The level of B-galactosidase activity in these mutants
clearly tncreased three to four fold during stationary growth,
suggesting that the lack of phytase activity was due to
Mudi1734 insertion.

Confirmation of Mudl1734 insertion in the phytase
gene

Fragments of approximately 1200 and 400 bp were ampli-
fied from the genomic DNA of R. terrigena MW25 using
primers derived from the E. coli appA gene (Fig. 2). These
fragments were absent in the MW49 and MW32 mutants.
The insertion of the Mudl1734 element in these mutants was

determined by PCR amplification of (7} the sequences flank-
ing the right and left ends of the Mudt1734 element and
(if) the primers derived from the £. coli app4 gene. Only
two PCR products were obtained: one fragment of approxi-
mately 300 bp, using Fi and MUR primers; and another of
approximately 600 bp, using Rl and MUL primers
with MW52 DNA (see also Fig. 2). These results indicate that
the 1200-bp fragment, which disappeared during Mudl1734
transposon insettion in the R. terrigens MWA52 mutant, cor-
responds to a DNA fragment whose partial sequence shares
83% homology - with the E. coli appd (accession
No. 145283) (Fig. 3).

MW49 may result from a different Mudl1734 bacterio- .
phage insertion, since no DNA fragment was amplified with
the different primers. _

© 2002 NRC Canada

64

Y Tt
b b amoa,

FALLA DE ORiGry |



Zamudio at al.

Fig. 8. Filect of anaerobicsis on specific B-galactosidase activity in Raoultella terrvigens comb.nov. MW25 (parent strain) and

phy:Mudl 1734 mutants MW49 and MW52.
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Phenotypic characterization of phy::Mudl1734 mutants
The phvi:Mudli734 mutants, MW49 and MWS52, formed
smaller colonies than the MW25 parent strain when plated

on LB or LB glucose (Fig. 4) and did not grow in minimal

media or under anaerobiosis. They grew aerobically in LB
and LB glucose at a much lower rate than did MW25 and
only reached low optical densities (Fig. 5). MW52 showed a
slightly higher growth rate when LB was supplemented with
glucose. while MW49 decreased its growth rate in the pres-
ence of glucose. This suggests that both these phytase-less
mutants could result from different MudI1734 bacteriophage
insertions, confirming the observations made with the PCR
amplification of the MW49 DNA.

To determine if the low optical density reached durmg
growth was due to glucose sensitivity, we evaluated viable
counts. The phy:Mudil734 mutants maintained viability
during the stationary phase (Fig. 6), while the - parent
strain MW25 decreased in the number of viable cells. This
behavior suggests that the failure to synthesize a functional
phytase increases viability during the stationary phase.

B-Galactosidase expression in phy::Mudl1734 mutants

The level of PB-galactosidase activity in the MW49
and MW352 mutants was almost the same as in the MW25
parent strain at the beginning of the exponential growth
phase in LB glucose, but increased three to four fold during
stationary growth (Table 5). Phytase activity drastically de-
creased during this same growth phase in the same medium,
probably indicating that the phytase activity detected in this
medium during the exponential growth phase could be due
to the action of other nonspecific phosphatases. On the other
hand, no phytase activity was detected in LB medium in ei-
ther growth phase,

The B-galactosidase level in MW49 and MW352 did in-
crease twofold during the exponential phase in LB medium.
Also, a threefold induction was observed during stationary
growth (Table 5), indicating that the increased phytase activ-
ity observed in this medium is not due to other phosphatases
and is subject to catabolite repression. These results also
confirm that phytase is primarily expressed during stationary
growth or under carbon limitation.

The addition of cAMP during the exponential growth
phase of MW52Z in LB glucose caused a decrease in [-
galactosidase activity during the stationary phase, while its

addition in MW49 showed no significant change in expres-
sion of this enzyvme (Fig. 7). This effect of cAMP in MWS52
confirms its negative effect on phytase expression during
stationary growth, noted in a previous section.

The role of RpeS couid not be confirmed, since no double
mutant rpoS:Tni0 phy:Mudll734 could be isolated after
several trials. However, the effect of acid. stress and anaero-
biosis was tested, and high B-galactosidase activity induction
was observed only during anaerobiosis (Fig. 8).

Discussion

The phytase activity expression in R. ferrigena comb.nov.
cells during growth was dependent on the nature of the car-
bon source in the culture media. Depending on the growth
phase, cAMP and Rpo8 exhibited both negative and positive
effects. The expression of J-galactosidase in phy:Mudl1734
mutants demonsirated that phytase should be expressed un-
der certain stress conditions imparted during stationary
growth, such as carbon limitation and anaerobiosis. Addi-
tionally, the negative effect of cAMP during the stationary
phase was confirmed, though the effect of RpoS was not
clearly determined, probably because the ° does not exert a
direct effect on phytase gene expression. In E. coli, upoen
carbon starvation, the expression of appA was weakly in-
duced in the wild-type strain and in the rpoS mutant (Atlung
et al. 1997}, The weak induction was dependent on AppY in
both the absence and presence of RpoS.

The partial sequerice of the amplified R, terrigena
comb.nov. DNA fragment showed 83% homology with the
appA pene, from nucleotides 230-531. Except for the £, coli
appA pene, no significant 'sequence homologies were found
in the GenBank database using BLAST program. This prob-
ably indicates & novel enzyme having phytase activity and
could explain the difference in specific activity with E. cali
(Greiner et al. 1997),

Salmonella P]-sensitive mutants have been reported to be
a subclass of ga/F mutants (Goldberg et al. 1974). The galE
gene is part of the galactose operon, a set of genes encoding
proteins required for galactose utilization (Neidhardt 1987).
The galE gene product, UDP — galactose 4-epimerase, cata-
iyzes both the conversion of UDP-galactose to UDP—glu-
cose and the reverse reaction. UDP-gaiactose can serve as
the galactose donor for polysaccharide biosynthesis in the
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production of lipopolysaccharide (LPS). galE mutants,
therefore. cannot produce wild type LPS structures on their
cell surface. Addition of small amounts of galactose to the
growth media of these mutants results in the production of
sufficient UDP—galactose to restore wild type LPS produc-
tion. However. galE mutants fed with excess galactose and
ghicose accumulate UDP-galactose, which is toxic to the
cell (Neidhardt 1987; Krispin and Allmansberger 1998).
Since the Pl-sensitive strain of R. ferrigena (MW25) could

“be a subclass of ge/E mutants, and the lack of phytase activ-

ity in MWS52 provoked a slight growth recuperation in con-
trast with the decrease in growth of MW25 when glucose
was added to the growth medium, we suggest that phytase
could be involved in the amphibolic metabolism of glucose
and galactose. In other words, it could be metabolizing
UDP—galactose and not allowing its accumulation.

The low growth rate, the low optical densities obtained,
and the increase in survivor numbers during the stationary
phase of the phy:Mudl1734 mutants indicate that the
transpason insertion in the phytase gene effected cell growth
by showing an early expression of the characteristic station-
ary phase phenotype. It seems that the cells are entering an
eatly stationary phase before the limitations and stress con-
ditions typical of this growth phase are manifested. This
may be due to an increase in expression of an important reg-
ulator of the stationary phase whose expression is subject to
direct or indirect negative regulation by phytase or myo-
ingsitol phosphohydrolase.

The phytase activity expression observed in the present
study (i) when cells had to adapt to environmental fluctua-
tions imposed before the onset of growih and (7)) when ac-
tively growing cells are shifted to stressful conditions
suggests that phytase activity could be involved in a signal
transduction mechanism of metabolism regulation. Several
inositol phosphatases have recently been identified in gram-

- negative bacteria .and are probably involved in signal

transduction. For instance, Salmonella dublin excretes an
inpsitol polyphosphate 4-phosphatase, which contributes to
its virulence by subverting cellular inositol phosphate signal-
ing reactions (Norris et af, 1998). Two proteins with inositol
monophosphate phosphatase activity implicated in the con-
trol of gene expression have also been reported in E. coli
(Inada and Nakamura 1996) and Rhizobium leguminosarum
(Janczarek et al. 1999), :

" Raoultella terrigena comb.nov. phytase is expressed under
stressful conditions, such as carbon limitation and anaero-
biosis. cAMP exerts a negative effect during its stationary
phase expression, is probably involved in the amphibolic
metabolism of glucose and galactose, and may also be di-
rectly or indirectly involved in controlling the expression of
an important stationary growth regulator.
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