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ABSTRACT

The transcriptional pattern of Rhizobium, a legum plant endosymbiont, changes in response to
external cffectors cven during nodule development. To date, the chemical nature of these
effectors is not completely known. In other Gram-negative bacterial species, like E. coli, cAMP
and its receptor protein (CRP) exert transcriptional control upon a large number of catabolic
operons. Although cAMP has been shown to participate in several functions in Rhizobium like
catabolic repression, the control of ammonium assimilation and hydrogen metabolism; the exact
role of this nucleotide has not been elucidated, mainly due to the absence of mutant strains
defective in its synthesis. The enzyme responsible for the cAMP synthesis is the adenylate
cyclase, encoded by the cya gene. In this study, we present the characterization of three different
Rhizobium etli cya genes: cyad, cyaB and cyaC. The functionality of cach gene was corroborated
independently by their ability to restore cAMP accumulation of an E. coli cya mutant strain.
Further analysis of the deduced protecin products show that while CyaA and CyaB contains
catalytic domains similar to those found in class 11 AC’s, CyaC is unrelated to any known AC.
Here we demonstrate that CyaC is the first member of a novel class of AC (class VI). The threc
R. etli cya genes are differentially expressed, whereas cyaA expression is induced during growth
on glycolytic carbon sources, cyaB is constitutively expressed under all conditions tested, and
cyaC is induced only in the presence of organic hydroperoxides. The physiological performance
of R. etli null mutants in cach of the three cya genes is indistinguishable from that of the wild
type parent strain, both in free living conditions and during symbiosis. However, the nitrogenase
activity of bean plant nodules elicited by a double cyaAcyaB mutant strain is significantly
reduced, suggesting a important role of cAMP during nitrogen fixation in R. etli.




RESUMEN

Algunas bacterias de la familia Rhizobiaceae reducen el nitrégeno atmosférico mediante el
establecimiento de una relacién simbidtica con plantas leguminosas. Durante esta interaccidn el
patrén de la expresién génica en ambos organismos sufre cambios drdsticos. La naturaleza de las
sefiales involucradas en este proceso ain no se han definido. En bacterias Gram negativas, como
E. coli, el AMPc y su protefna receptora (CRP) regulan la transcripcién de cuantiosos operones
involucrados con importantes funciones celulares. En algunas rhizobiaceas, el AMPc se ha
implicado en el control de funciones celulares, tales como: la represion catabélica, la regulacién
de la asimilacién de amonio durante la simbiosis, y la regulacién del metabolismo de hidrégeno.
Sin embargo, la carencia de cepas de Rhizobium deficientes en la sintesis de AMPc ha impedido
definir su papel en este grupo de bacterias. La adenil ciclasa (AC), producto del gen cya, es la
enzima que sintetiza el AMPc. En este trabajo presentamos la caracterizacién molecular dc tres
genes cya (cyaA, cyaB, y cyaC) de R. etli que codifican distintas AC’s. Nucstros resultados
indican que, mientras CyaA y CyaB pertenecen a la clase Universal de las AC's, CyaC no
muestra similitud con ninguna proteina antes descrita en las bases de datos. Nosotros
demostramos que CyaC es el primer miembro de una nueva clase de AC’s, la clase VI. Los tres
genes presentaron patrones de expresién diferencial, mientras cyaA se induce preferentemente
cuando R. etli crece en fuentes de carbono glucoliticas, cyaB se expresa constitutivamente en
todas las condiciones de crecimicento analizadas, y cyaC solo expresa en presencia de
hidroperéxidos orgdnicos. El andlisis fenotipico de las mutantes sencillas de R. etli nos muestra
que las tres AC’s son dispensables para ¢l desarrollo de la bacteria en vida libre y en la simbiosis
con el frijol. Sin embargo, la doble mutante cyaAcyaB, generé nédulos en las raices del frijol que
presentan una reduccién notablemente (50%) de su actividad de nitrogenasa. Estos resultados
sugieren que en R. erli, el AMPc tiene un papel importante en la fijacidn del nitrégeno.

(5]
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LAS ADENIL CICLASAS BACTERIANAS

Las adenil ciclasas (AC's), también llamadas adenilil o adenilato ciclasas, son las enzimas que
sintetizan el adenosin 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), molécula que tienc un papel universal
en la regulacién de importantes procesos biolSgicos. En las bacterias, el AMPc participa en la
regulacién de numerosos fendmenos celulares. Particularmente en enterobacterias su funcién es
mediada por el regulador transcripcional CRP 6 CAP (proteina receptora del AMPc). En los
cucariontes, el AMPc funciona como un segundo mensajero que media la respuesta celular a
estimulos extracelulares como las hormonas, neurotransmisores, etc. En los mamiferos por
ejemplo, las proteinas G, que se encuentran acopladas a receptores hormonales, estimulan la
actividad de las AC's. Cuando el nucledtido alcanza cierta concentracion critica se une y activaa
protefn-cinasas dependicntes de AMPe, cuya funcién principal es fosforilar a diversas proteinas
que actiian como efectores de enzimas metabdlicas o reguladores de la expresion génica.

La importancia del AMPc y su presencia a lo largo de la escala evolutiva ha atraido el interés de
muchos investigadores al estudio de las AC's. Estas enzimas sintetizan AMPc, utilizando ATP
como substrato, mediante la introduccidn de un enlace fosfodiester entre los carbones 3 y 5° del
azicar del nucledtido. La degradacién del AMPc corre a cargo de las fosfodiesterasas de AMPc
que rompen el cnlace fosfodiester para producir adenosin 5°-monofosfato (AMP). Los niveles
intracelulares de AMPc estin regulados por la actividad de ambas enzimas y por su excrecién al
medio. En las bacterias sc asume que la sintesis, ain mds que la degradacién, es el factor
determinante en la concentracidn intracelular de AMPe (Magasanik y Neidhardt, 1987), quizds
por esta razén ¢l estudio de fosfodiesterasas bacterianas es un campo casi inexplorado (Para
informacién reciente sobre fosfodiesterasas revisar Conti y Jin, 1999).

No obstante que en un par de estudios recientes se nos presentan las primeras estructuras
tridimensionales de los centros catalfticos de una AC de mamifero (Zhang et al., 1997; Tesmer et
al., 1997), en lo gencral, son escasos los reportes que describen aspectos estructurales de las
AC’s, principalmente porque se sintetizan en bajas concentraciones, y su purificacién es muy
complicada debido a los dominios transmembranales que muchas de estas proteinas presentan. Se
han clonado y secuenciado los genes cya que codifican para AC's en distintos organismos, desde
bacterias hasta vertebrados superiores. Recientemente se aislaron los genes que codifican para
AC'’s en las plantas de tabaco y maiz (Ichikawa er al., 1997, Moutinho er al., 2001). Sin embargo,
la funcién del AMPc en las plantas continiia siendo fuente de controversia (Ichikawa er al., 1998;
Maathuis y Sanders, 2001). Las AC's descritas se clasifican en cinco clases de acuerdo a
caracteristicas comunes presentes en la secuencia protéica: (i) La clase | agrupa a las enzimas
relacionadas con las AC's enterobacterianas. (ii) La clase 1l conjunta a las AC’s téxicas aisladas
de bacterias patégenas como Bacillus anthracis o Bordetella pertussis. (iii) La clase {11 retine a




las adenil y guanil ciclasas de eucariontes y de procariontes. (iv) La clase’ v, diéu_-ib(xida )
principalmente en arqueobacterias, contiene AC's que muestran propiedades tcfmofﬂicas. (V) La

- clase V representada tinicamente por una AC de la bacteria anaerobia estricta Prevotella
ruminicola. Este péptido no ticne similitud con ningtina proteina de las bases de datos, 'poseé 593
residuos de aminodcidos, su peso molecular aproximado es 67 kD, su punto isoeléctrico es 6.49 y
distintos andlisis de prediccién de estructura secundaria sugieren que es. una protefna
transmembranal (Danchin, 1993; Sismeiro et al., 1998; Cotta er al., 1999). Como parte de este
trabajo presento la caracterizacion de una nueva clasc de AC's, la clase VI. Hasta este momento,
las ciclasas de esta clase parecen ser exclusivas de bacterias de la familia Rhizobiaceae. Mientras
que en procariontes se han reportado miembros de todas las clases, en eucariontes las ciclasas

descritas pertenccen a la clase [11.

CLASE I. LAS ADENIL CICLASAS ENTEROBACTERIANAS

Las AC’s enterobacterianas estdn altamente conservadas y suelen ser representadas por la AC de
-E. coli, la cual consta de 848 residuos de aminodcidos y tiene un punto isoeléctrico de 6.1. Esta
AC presenta dos dominios funcionales, el dominio catalitico ubicado en ¢l extremo amino, y ¢l
dominio regulatorio en el extremo carboxilo. La prediccidn de estructura secundaria muestra que
los primeros 395 residuos, que corresponden al dominio catalitico, presentan un 42% de a-
hélices, mientras que el resto de la protefna s6lo presenta un 19% de o-hélices. El perfil de
hidropatfa no revela caracteristicas de proteinas transmembranales. Estas protefnas carecen del
tipico motivo de unién a ATP (P-loop), sin embargo, poseen en el extremo amino un motivo de
unién a ATP alternativo propuesto por Peterkovsky y colaboradores (1993). Evidencias
experimentales demostraron que esta region, que comprende los residuos 181 a 197, es
importante para actividad de ciclasa (Amin y Peterkovsky, 1994).

Por otra parte, mientras que los genes cya de enterobacterias conservan caracteristicas idénticas a
las descritas para ¢l gen de £E. coli, como lo son: un atfpico codén de inicio (TTG, que parece
estar involucrado en algin tipo de control traduccional), dos promotores en la regién reguladora
(cyaPl y cyaP2), un probable sitio de metilacién (GATC) situado en la regién -10 del promotor
cyaP2, asf como ¢l entorno genético, tanto corriente arriba como abajo (hemC y cya?,
respectivamente). Los genes cya de bacterias no entéricas, como Aeromonas hydrophila, carecen
del promotor cyaPl, y presentan diferencias en el entorno genético. Probablemente, lalregulncién
de la actividad de ciclasa de estas enzimas estd conservada en las distintas bacterias, mienteas que
la regulacién de la expresién de los genes podria ser diferente en las distintas bacierias (Troiot et

al., 1996).




Tabla 1: Adenil Ciclasas de la Clase L.

Especie e Locus’ ~ - Longitudenaa: . Rcfcrcncias-
Escherichia coli cya . 848 S Roy y Danchm (1982)
Salmonella typhimurium - cya’ 419 . Wang et al (1981)* o
Erwinia chrysanthemi cya - 851" S ':Danchm y Lcnzen (l988)
Yersinia intermedia . 'cya, s ~8‘48' BE A C
Yersinia pestis “ eyatoli 1850 SRR
Pasteurella multocida - Teya i 838
Haemophilus influenzae . ,Cyt41¢“27: % "!843 .

Proteus mirabilis vc_):"a' B 865 ) ':Trolot el al (1996)
Aeromonas hydrophila ) L c“yaA;f S 843 S Trotol e! al (1996)
Pseudomonas aeruginosa - -cyad - L 950 '~"Slower el al , (2000) -

*El reporte original tiene un error en la v_'itn 15 protedl rcnl posc; 850 rCSIdUOS de na,

Regulacién de la Actividad de las AC’s Enterobacterianas

En E. coli, 1a adenil ciclasa se encuentra asociada’a la membrana y su actividad se modula por
una segunda proteina membranal denominada protefna I11%*, también conocida como proteina 11
(producto del gen crr). Esta protefna es componente del sistema fosfotransporte de azicares
(PTS) del complejo fosfoenolpiruvato (PEP) y tiene por funcidn introducir glucosa a la célula.
Existen dos teorias que pretenden explicar la activacién de la adenil ciclasa por la protefna [11°%,
La primera propone que durante el transporte de la glucosa. la proteina III en su estado
fosforilado (I11%°7) cede su grupo fosfato a las moléculas de glucosa entrantes, esto trae como
consecuencia que la AC sc inactive, debido a que hipotéticamente la adenil ciclasa se activa
alostéricamente por la proteina 111°* en su estado fosforilado (1119} (Neidhardt et al., 1990).

La segunda teoria propone que tanto la adenil ciclusa como la glucosa son fosforiladas
diferencialmente por la proteina [11°, En prescncia de glucosa en el medio, la protefna I11%'*
transfiere su grupo fosfato preferentemente al aziicar entrante, quedando la adenil ciclasa
desfosforilada ¢ inactiva. En ausencia de glucosa, la adenil ciclusa recibe el grupo fosfato de la
proteina [11°“" y en estas condiciones inicia la sintesis de AMPe. Lo antes descrito forma parte
del fenémeno conocido como Represién Catabdlica que nos describe la represién de la sintesis de
enzimas catabdlicas, aln en la presencia de sus inductores apropiados, por efecto del
metabolismo de la glucosa (Fig. 1) (Saier, 1989).
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Figura 1. Modclo propuesto por Saier (1989) que esquematiza come la glucosa, al interferir en la sintesis del AMPc,
regula indircctamente la expresién de enzimas catabdlicas de fuentes de carbono secundarias (Tomado de Neidhardt
et al., 1990). (A) En presencia de glucosa, ta adenil ciclasa se encuentra inactiva, no se sintetiza AMPe y por lo tanto
no hay formacién de complcjos AMPc-CRP, lo que impide la activacién de los operones blanco. (B) En ausencia de
glucosa. la udenil ciclasa sintetiza AMPc, se forman complejos AMPc-CRP que se unen a secuencias especificas en
¢l ADN. para activar la transcripcién de los operones blanco.

CLASE I1. LAS ADENIL CICLASAS TOXICAS

La clase II conjunta a las AC's téxicas de las bacterias patdgenas Bacillus anthracis,
Pseudomonas aeruginosa y tres bacterias del genero Bordetella (Tabla 2). Estas AC's son
excretadas de las bacterias e internalizadas en la célula hospedera, usualmente eucarionte (Lepla
et al., 1985). Los sistemas de excrecidn de estas toxinas son del tipo 1, II, y IlI para Bordetella, B.
anthracis, y P. aeruginosa, respectivamente. Mientras que las AC's de Bordetella y B. anthracis
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poseen dominios cataliticos cuya activacién depende de calmodulina (CaM); en el caso de la AC .

“de P, aeruginosa se descorioce la molécula efectora que potencia su'actividad. Dentro de la célulzi‘ e

hospedera, lu AC se activa y sintetiza AMPc de manera descontrolada, con lo que se dcsajustzm
distintos procesos celulares (Hanski y Forfel, 1985; Weis y Hewlett, 1986). E T

El gen cyaA de B. pertussis codifica una protefna de 1706 residuos con un peso nprox:mado de B

200 kD. Los primeros 400 residuos del extremo amino conticnen la actividad de ciclasa
dependiente de CaM, mientras que cl resto de la molécula contiene un dominio con actividad -
hemolitica, por esta razén se la ha dado e] nombre de ciclolisina (AC-Hly)(Fig. 2)(Glaser et al..'
1988). Se desconoce el mecanismo por ¢l cual la AC-Hly se introduce en su hospedero, sin ..
embargo, se cree que existe un receptor en la membrana de la célula eucarionte que facilita su /
transporte. El gen cyaA de B. bronchiseptica codifica una protefna de 1705 residuos de
aminodcidos que tiene un 98% de identidad con la AC-Hly de B. pertussis. Ambas AC's
conservan dominios idénticos para la actividad ciclasa y para la unién a CaM (Betsou et al.,
1995). El gen cya de B. anthracis, que codifica la toxina conocida como factor de edema (EF), se
encuentra en un pldsmido junto con los genes que codifican la toxina llamada factor letal (LF) y
la protefna acarreadora “antigeno protector” (PA). PA es una proteina extracelular de 83 kD que
se requiere para la internalizacién de EF y LF en la célula hospedera. Se supone que PA se une a
un receptor en la membrana de la célula eucarionte y que posteriormente contacta a LF o EF
formando un complejo que es internalizado por endocitosis. La AC de B. anthracis es una
proteina de 800 residuos, con un punto isoeléctrico de 5.9 y un peso aproximado de 89 kD. Esta
AC muestra tres segmentos definidos: i) el primero, localizado en el extremo amino, es un
péptido seiial que permite la excrecién de la protefna; ii) el segundo corresponde al dominio de
unién a PA y iii) el tercero, ubicado al centro del péptido, comprende el dominio responsable de
la actividad de AC. (Fig. 2) (Tippetts y Robertson, 1988; Danchin, 1993).

Tabla 2. Adenil Ciclasas de la Clase II.

Especie Locus - Longitud en aa Referencias

Bacillus anthracis cya E 800 Escuyer et al., (1988)
Bordetella pertussis cyaA - "'17.706 .. Glaser et al ( 1988)
Bordetella parapertussis cyaA : "11.7,06‘4_‘ : - Boursnux"”" ' )
Bordetella bronchiseptica cyaA 0] 705 L ‘Betsotr'el al., (1995)
Pseudomonas aeruginosa e\oY 378 o _':-‘:Yahr elal (1998) )

Yersinia pestis 15980300% 874 R ‘Parl\hlll et al (2001)'

*Clave de acceso a las bases de secuencias det GenBank . **Sin publicar,




El gen e,yab}’, de P, aeurdginosa codifica una protefna (ExoY) de 378 residuos con un peso
aproximado de 42 kD. Esta proteina forma parte del regulén ExoS, cuyos miembros son factores
de virilencia necesatios para la propagacién de la bacteria en el torrente sanguineo. Esta AC, a
diferencia de las protefnas de B. pertusis y B. subtilis, carece del dominio de unién a CaM, sin
embargo, su activacién depende de un factor desconocido que es provisto por la célula hospedera
(Yahr et al., 1998).

Tres motivos conservados se presentan en ¢l dominio catalftico de estas ciclasas. El motivo 1
contiene un sitio de unién para ATP/GTP del tipo P-loop (K(A/G)X4GK(S/T)), que es esencial
para la actividad de estas enzimas, ya que mutantes de AC-Hly en las lisinas 58 y 65, abaten la
sintesis de AMPc, sugiricndo que estos aminodcidos estdn involucrados en la unién del ATP. El
motivo Il también esta conservado y se ha demostrado que mutantes de AC-Hly en los 4cidos
aspdrticos 212 y 214 también abaten la sfntesis de AMPc. Se propone que esta regién forma parte
del sitio activo de la enzima. Esta regién muestra similitud con proteinas que unen nucleétidos
como lo son algunas cinasas. E! dominio III sélo lo conservan EF y AC-Hly, en este sitio se
encuentra ¢l motivo de unién a CaM. Se ha demostrado que mutantes de AC-Hly en el triptofano
242, ubicado en esta regién, abate la unién de CaM y por lo tanto reduce pero no abate la sintesis

de AMPc (Fig. 2) (Glaser et al., 1989).

Regiones Conservadas
I II II1

17065C-HLY

BB SRRRRAARRAIRK]

A ra = ac B noy

Figura 2. Representacién esquemdtica de las AC's t6xicas. Sc muestran los motivos presentes en cada AC y las
regionces conservadas catre cllas,

CLASE III. LAS CICLASAS UNIVERSALES

La clase [{I, también conocida como la clase “Universal”, conjunta a las adenil y a las guanil
ciclasas '(AC's/GC's) de procariontes y cucariontes. La topologia general de los centros
cataliticos de esta clase de ciclasas se define por dos dominios con actividad de ciclasa asociados
de manera antiparalela (Tesmer ¢t al., 1997; Zang er al., 1997). Este dimero puede ser formado
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por dominios idénticos o distintos. En el segundo caso, estos dominios pueden pertenccer al
mismo o a distintos polipéptidos. En eucariontes superiores, cuatro subgrupos -pueden
identificarse (Hurley, 1999): (i) Las AC’s con 12 dominios transmembranales, poseen dos
dominios citoplasmaéticos distintos con actividad de ciclasa y son regulados por proteinas G. (ii)
Las GC’s con un dominio transmembranal, poscen solo un dominio con actividad de ciclasa, por
lo que se conforman como homodimeros y son estimulados por péptidos natriuréticos (péptidos
extracelulares de tamaiio variable, entre 28 y 152 residuos, que funcionan como hormonas y cuyo
papel se vincula a la regulacién de fluidos corporales). (iii) Las GC's solubles y sensibles a éxido
nitrico, se conforman por la interaccién de dos protefnas distintas, cada una de las cuales aporta
un dominio con actividad de ciclasa. (iv) La AC soluble de mamifero posee dos dominios con
actividad de ciclasa y es regulada por bicarbonato (Buck ef al., 1999). En terminos generales, las
AC’s de mamifcros son las ciclasas mds estudiadas, actualmente se han clonado los genes de 10
isoformas de AC's (tipos I al X). Las 10 proteinas difieren en su regulacién por efectores como la
calmodulina y las protefn-cinasas A y C. Todas son activadas por proteinas G y todas, excepto las
ACIX y ACX, son activadas por “forskolin”. Este diterpeno fue originalmente aislado de la
planta Coleus forskohlii y tiene la propiedad de inducir la actividad de estas enzimas (Buck et al.,
1999; Hurley, 1999).

Las AC’s de microorganismos cucariontes, como levaduras y protozoarios, usualmente presentan
solo un dominio con actividad de ciclasa por péptido y en algunos casos también poseen
dominios transmembranales. En algunos de estos microrganismos; también se han descrito AC’s
similares a las ciclasas de mamifero con dos dominios citoplasméticos con actividad de ciclasa y
doce regiones transmembranales (Pitt ef al., 1992). '

Las ciclasas de la clase III se encuentran ampliamente distribuidas ente los distintos grupos
bacterianos. La obtencién de la secucncia nucleotidica de numerosos genomas bacterianos ha
permitido identificar proteinas homélogas en Proteobacterias, Cianobacterias, Firmicutas y
Espiroquetas. La generalidad es poscer més de una ciclasa, como es el caso de las bacterias
Stigmatella aurantiaca, Anabaena sp., Spirulina platensis, Synechocystis sp., Mycobacterium
leprae, Nostoc sp., Agrobacterium tumefaciens, etc. Sorprendentemente, las baclerias
Mpycobacterium tuberculosis, Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti llegan a tener mds de
12 AC's/GC’s diferentes (15, 12, y 26, respectivamente)(Cole er al., 1998; Kaneko er al., 2000;
Galibert et al., 2001). Debido a que las AC's/GC's bacterianas poscen solo un dominio con
actividad de ciclasa por péptido, que puede ubicarse en ¢l extremo amino o carboxilo, se supone
estas protefnas se estructuran de manera homodimérica. Experimentalmente esta conclusién ha
sido corroborada en el caso de la AC Rv1625¢c de M. ruberculosis (Guo et al., 2001). Algunas
AC’s bacterianas presentan dominios transmembranales, como es el caso de la ACI de S.
aurantiaca, la ACIl de S. platensis, la AC2 de S. meliloti y de seis AC's/GC’s de M. tuberculosis.
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Algunas otras prescntan dominiios accesorios similares a los sistemas de dos componentes, como
“es'cl caso de la CyaC de S. platensis y la AC2 de S. aurantiaca (Yashiro ef al., 1996; Coudart-
. Cavalli'et al., 1997). Varias' AC’s/GC’s de S. meliloti y M. loti presentan secuencias repetidas

similares a las tctmtiéopcptidos (TPR “s) presentes en proteinas cucariontes involucradas en la

divisién celular. Los TPR’s son motivos de 34 residuos de amino#cidos, usualmente repetidos en
tandem, y que participan en interacciones inter ¢ intraprotefna (Kaneko et al., 2000; Galibert et
- al., 2001). La proteina Cya2 de Synechocystis sp cepa PCC6803 es la tinica GC bacteriana
caracterizada. Esta protefna presenta solo un dominio con actividad de ciclasa y varias regiones

transmembranales (Ochoa de Alda er al., 2000).

A diferencia de las AC’s eucarionlas, se conoce muy poco acerca del mecanismo que regula la

actividad de las AC's bacterianas. En este sentido, una de las proteinas mds estudiadas es la CyaC

de S. platensis, esta proteina posee dos dominios, uno responsable de la actividad de ciclasa y el
otro es similar al que presentan proteinas de los sistemas bacterianos de dos componentes

(Kasahara er al., 1997). Se sabe que CyaC es capaz de autofosforilarsc en la histidina 572,

utilizando ATP como substrato, y después transferir ¢l grupo fosfato al dcido aspdrtico 895, con

lo cual, autoestimula su actividad de ciclasa (Kasahara y Ohmori, 1999).

Estructura del Centro Catalitico de las Ciclasas Universales

Las tipicas AC’s de mamiferos poseen dos regiones transmembranales (M1 y M2) y dos regiones
citopldsmicas (C1 y C2). Cada una de las regiones transmembranales contiene seis hélices que
atraviesan la membrana, Los dominios C1 y C2 miden en promedio 230 residuos de aminoédcidos
son homélogos entre si, pero no idénticos, y contienen todos los determinantes cataliticos (Fig.
3). Estos dominios pueden formar homodimeros u heterodimeros en solucién e incluso, dominios
cataliticos de distintas isoformas de AC"s pueden unirse para formar heterodimeros quiméricos
activos (Tang y Gilman, 1995). La estructura tridimensional de los centros cataliticos de esta
clase de ciclasas se dedujo a partir de dos estructuras cristalogrificas de fragmentos solubles de
AC's de mamffero. La primer estructura sec obtuvo a partir de cristales de homodimeros inactivos
del dominio C2 de rata (IIC2) (Zang et al., 1997). La segunda estructura se generd a partir de
cristales heterodimeros quiméricos activos, combinacién de los dominios C1 de la isoforma V
(VCl1) y C2 la isoforma Il (IIC2)(Tesmer ef al., 1997). En ambas estructuras cristalogrificas, los
dominios cataliticos, cada uno constituido por las subestructuras Boffaf, se asocian de manera
antiparalela formando un espiral. El centro catalitico se conforma en la interfase entre Cl y C2,
de manera que ambos dominios contribuyen con distintos residuos para la generacién del sitio
activo. En esta interfase se generan dos sitios activos capaces de unir el substrato (ATP). Sin
embargo, en las AC's de mamifero solo uno de estos sitios conserva los residuos esenciales para




unir ATP y para la cnléhsns. mlentrns quc el otro sitio funciona como receptor de una molécula dc
"forskolm" (Fxg 3)(Tesmer et al.; 1997; Zang et al., 1997).
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Figura 3. Estructura tridimencional del centro catalftico de las AC's de la clase 111, El modelo esta basado en los
datos cristalograficos del heterodfmero formado por ¢l dominio C1 de la AC tipo V de ratén (gris) y el dominio C2
de la AC tipo 1l de rata (ncgro). La numeracién de los aminodcidos corresponden a la AC del tipo 1. Se muestran los
sitios de interaccion con varias protef ladoras (protefna G, protefna cinasa C, y calmodulina), asf como los
sitios de unién a ATP (P) y a “forskolin™ (D En este modelo, la orientacién del centro catalitico con respecto a las
regiones transmembranales (M1 y M2) es arbitraria. Tomado de James H. Hurley (1999).

Hipotéticamente el diterperno “forskolin” funciona como un activador de las AC's, porque
fomenta y estabiliza la interaccién de ambos dominics catalfticos. Este modelo predice que las
AC’s/GC’s que poseen solo un dominio catalitico por péptido, se estructuran de manera
homodimérica formando dos sitios activos capaces de tnir dos moléculas de ATP.

La claboracién de modelos de los sitios activos de estas ciclasas, basados en las estructuras
cristalogrificas antes mencionadas, aunado a la elaboracién y al andlisis de distintas mutantes en
los presuntos sitios activos, permitié identificar los residuos de aminodcidos csenciales para la
unién del substrato y para la catdlisis, Tres residuos se requieren para formar un sitio catalitico,
un dcido aspdrtico (D) de un dominio y una asparagina (N) y una arginina (R) del otro (Fig.
4)(Liu et al., 1997).
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En las ciclasas heterodiméricas, los dos dominios forman Solq _uh s'itio catalitico, mientras que en
las ciclasas homodiméricas cada dominio contribuye con los tres residuos pdra formar dos sitios
catalfticos activos '(Fig. 3 y 4)(Liu er al., 1997). Las adenil y las guanil ciclasas catalizan
conversiones andlogas, ambas utilizan un nucleétido trifosfatado, ATP o GTP, como substrato y
lo ciclan, generando como producto AMPc o GMPc més pirofosfato, respectivamente.

3GC-|
ACI-C2
ACV.C2

$GC-a
ACl-C1
ACVCL
sGC-f
ACU-C2
ACV-C2

sGC-a
ACILC1
ACv-Ct
sGC/B
ACHLC2
ACV-C2

Figura 4. Estructura daria y ali iento de las se ias de dominios cataliticos de ciclasas de la clase [1.

Las primeras tres secucacias corresponden a dominios Cl y ¢l resto a dominios C2. En ¢l alincamiento se utilizaron
las secuencias de la AC tipo {1 (ACII-Cl y ACILI-C2) de rata, de ta AC tipo V (ACV-Cl y ACV-C2) deratén, y la
subunidades a y B de la GC soluble de rata (sGC-a y sGC-[3). Las cajas griscs conticnen aminodcidos conservados.
Los aminodcidos csenciales para la actividad de ciclasa estin marcados con asteriscos. Las flechas seiialan a los
residuos involucrados con la discriminacién del substrato. Los residuos que coordinan a los 2 ftomos de Mg estin
marcados (M) al igual que el residuo que intcracciona con la ribosa del nucledtido (R).
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El alineamiento de las secuencias protéicas de los dominios cataliticos de ambos tipos de ciclasas
muestran una gran conservacién, especialmente en aquellas posiciones que son esenciales para la
catdlisis (Fig. 4). El modelo de los sitios activos de estas ciclasas, puso cn evidencia los residuos
involucrados con la unién y selectividad del substrato. Tres residuos, una lisina (K) y un dcido
aspirtico (D) de un dominio y una glutamina (Q) del otro, son invariantes en los sitios activos de
las AC’s. Estos residuos determinan la especificidad de la enzima ya que interaccionan con la
base nitrogenada de la purina. En las GC’s estos residuos son sustituidos por glutnminn'(Q) y
cisteina (C) en uno de los dominios y arginina (R) en cl otro (Fig. 4).

Mutantes de adenil y guanil ciclasas en las que estos residuos fueron intercambiados, modificaron
su especificidad por el substrato. La guanil ciclasa mutante utilizé exclusivamente’ ATP como
substrato, mientras que la adenil ciclasa mutante se convirtié en una ciclasa no selectiva, es decir,
fue capaz de utilizar tanto ATP como GTP. Hasta ¢l momento no ha sido posible intercambiar
totalmente la selectividad de substrato de las adenil ciclasas, por lo que se piensa que existen
algunos otros residuos involucrados con la selectividad de substrato (Sunahara et al., 1998).
Ambas ciclasas mutantes retuvieron la capacidad de la protefna parental para ser reguladas por las
correspondientes moléculas activadoras (Sunahara et al., 1998). En la GC RetGC-1, tinicamente
la sustitucién de dos residuos (Q y C) por sus contrapartes en AC's (K y D), fue suficiente para
permutar su especificidad de GTP a ATP (Tucker et al., 1998).

CLASE IV. LAS ADENIL CICLASAS TERMOFILICAS

Inicialmente esta clase incluia exclusivamente a la adenil cilcasa 2 (AC2), codificada por el gen
cyaB, de Aeromonas hydrophila y a tres proteinas hipotéticas codificadas en los genomas de las
arqueobacterias Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum y
Archeoglobus fulgidus (Sismeiro et al., 1998). Sin embargo, nuestra bisqueda de homélogos en
las bases de datos, identificé proteinas similares, algunas anotadas como proteinas hipotéticas de
funcién desconocida, codificadas en varios genomas bacterianos totalmente secuenciados,
particularmente del grupo de las arqueobacterias (Tabla 4).

Las proteinas de esta clase son las adenil ciclasas mds pequefias que se han descrito, tienen una
longitud de entre 165 y 191 residuos de aminodcidos. La secuencia proteica deducida no presenta
regiones transmembranales ni tampoco sitios de unién a ATP candnicos como el tipo P-loop. ni
del tipo propucsto por Peterkovsky y colaboradores (1993). La caracterizacién bioquimica de la
AC2 de A. hydrophila mostré sorprendentemente que los éptimos de actividad de esta proteina se
obticnen en condiciones inusuales de temperatura (65°C) y pH (9.5), condiciones que son
extremas e inadecuadas para la mayoria de las AC's descritas (Sismeiro er al., 1998).




Tabla 3: Adenil Ciclasas de Ia Clase IV.

Especie Locus .- - Longitud en aa Referencias

Aeromonas hydrophila “eyaB - 191 . Sismeiro et al., (1998)
Yersinia pestis cyaB 179 Parkhill er al., (2001)
Ralstonia solaneacearum . 17546108* 172 _ Salanoubat er al., (2002)
Clostridium perfringens 18310334* 187 Shimizu er al., (2002)
Clostridium acetobutylicum 15893938* = 180 Nolling et al., (2001) ‘
Borrelia burgdorferi 15595068* 177 Fraser.et al., (1:997)
Methanococcus jannaschii 15668415 175 Bult ef al., (1996)
M. thermoautotrophicum 7447791* 177 Smith et al., (1997)"
Archeoglobus fulgidus 11499570* 175 Klenk et al., (1997)
Pyrococcus horikoshii 14991570* 183 Kawarabayasi et al., (1998)

14590852* 165 Kawarabayasi et al., (1998)
Pyrococcus abyssi 14520591* 183 Heilig **

14521172*% 170 Heilig **
Pyrococcus furiosus 18978231* 183 Roob er al., (2001)
Pyrobacolum aereophilum 18312214*% 176 Fitz-Gibbon er al., (2002)
Methanosarcina acetivorans ~ 20092837* 176 Galagan et al., (2002)
Sulfolobus solfataricus 15897197* 186 She et al., (2001)
Sulfolobus tokodaii 15920492* 185 Kawarabayasi et al., (2001)
Areophylum pernix 146011609* 169 Kawarabayasi et al (1999)
Methanopyrus kandleri 20094307* 181 Slesarev et al., (2002)
*Clave de acceso a las bases de ias del Genbank .b *+ Sin publi

\S DE LAS ADENIL CICLASAS

CONSIDERACIONES ,EvovLu Ty

Dentro de las adenil ciclasas, sin dudn las en2|mas de Ia clase I son las proteinas que ticnen
mayor similitud en cuanto a organizacién’ es ructural y secuencia. A nivel de ADN los cambios
ocurren principalmente en la tercera posncnonkde los codones, predominando las transversiones
sobre las transiciones. La comparacién de las secuencias proteicas de los dominios cataliticos
contra las secuencias reportadas en los bancos de datos no revela similitudes significativas con
alguna proteina descrita. Unicamente se detecta una similitud escasa con la subunidad o de
ATPasas y en sus primeros 112 residuos se parecen ligeramente a protefnas que unen pirofosfato

15




(como ARNI sintetasas), Estas similitudes son msuﬁcnemes para proponer que las AC's de esta
clase tiene su origen en’las protefnas que unen“ATP, Sin embargo én un' estudio realizado
recientemente por Aravind y Koonin (1999) encuemran unia rcg:én en el extremo amino de cstas
AC’s, entre los residuos 76 y 140, que muestra similitud con el sitio catalftico de
‘nucleotidiltransferasas. Estos estudios sugieren que esta clase de AC’s son homélogos remotos de
la superfamilia de las nucleotiditransferasas, tipificada por la ADN B polimerasa de cucariontes.
Nuestra btisqueda de protefnas homdlogas en las bases de datos muestran que esta clase de AC's
solo estdn presentes en bacterias Gram negativas del grupo de las Protcobacterias (Tabla 1).

En el caso de las AC’s de la clase II, se han descrito tinicamente cuatro proteinas provenientes de
las bacterias patégenas B. anthracis (Gram positiva), B. pertussis, B. bronchiseptica 'y P.
aeruginosa (Gram negativas). Con excepcion de la AC de P. aeruginosa, estas AC's se activan
por CaM, protefna tipicamente cucarionte y cuya existencia en bacterias atin es muy limitada.
Esta dependencia por CaM las hace muy interesantes ya que podria sugerirse que las AC de la
clase Il ticnen un origen eucarionte (Danchin, 1993). Desafortunadamente y pese a que se han
descrito numerosas proteinas eucariontas dependientes de CaM, se conoce muy poco acerca del
mecanismo de activacién por CaM. Por otra parte, no obstante que las AC’s de esta clase no
presentan gran similitud a lo largo de todo el péptido, la comparacién de las regiones cataliticas
ha permitido identificar tres regiones conservadas que aparentemente estdn involucradas con la
catdlisis y la activacién por CaM. La primera region tiene una secuencia similar a la encontrada
en estructuras de tallos y asas tipica de protefnas que unen ATP o GTP y se lc involucra con la
unién del nucleétido. La segunda regidn, tiene similitud con la regidn catalitica de las enzimas
cinasas. La tercera regidén conservada presenta el dominio de unién a CaM, este dominio no lo
presenta la AC de P. aeruginosa. Nuestra bisqueda de proteinas homdlogas en las bases de datos
identificé una protefna hipotética de la enterobacteria Yersinia pestis que mucstra similitud con el
dominio responsable de la actividad de ciclasa en esta clase de AC's (Parkhill ef al., 2001)(Tabla
2). En todos los casos descritos, las AC's de esta clase participan de alguna manera en la
patogenicidad de la bacteria portadora, por lo que es posible la AC de Y. pestis forme parte de su
bateria patogénica.

Sin duda, las enzimas de la clase [l conforman el grupo mds amplio y diverso dentro de la
familia de las adenil ciclasas ya que incluye a las AC's/GC's cucariontas y procariontas. A
diferencia de las ciclasas eucariontes, las enzimas bacterianas poscen solo un dominio catalitico
asociado a diversos dominios accesorios que presentan distintas funciones. Encontramos desde
regiones transmembranales sencillas o miltiples, hasta dominios similares a los sistemas de dos
componentes. Interesantemente, la AC Rv1625c de M. ruberculosis presenta seis hélices
transmembranales en el extremo amino y un dominio catalitico en el extremo carboxilo cuya
secuencia es mds parecida a los dominios cataliticos de las AC’s de mamiferos que a sus

16




conlrnpartcs baclenanas La lopologfa de esta AC corresponde exucmmenle a la mltad dc una AC ’
‘de mamifero y las propiedades bloqufmlcas dc Ia AC aclcnana asemejan alas propledndcs de
las AC’s de mamifero. Lo anterior suglcrc que la AC Rv1625¢ de Mycobactermm es el
progenllor de las AC’s de mamifero, adqumda pos:blcmentc por transfercncm honzontal (Guo et
. 2001). ; : :
La comparacién inicial de los dominios camlfucos de cstas ciclasas, permitié identificar cuatro
regiones altamente conservadas  (Danchin, 1993), La resolucién de las estructuras
tridimensionales del centro catalitico de una AC de mamifero nos indica que estas regiones
contienen residuos de aminodcidos esenciales para la actividad de estas enzimas (Zang et al,,
1997; Tesmer et al., 1997). Beuve y Danchin (1992) demostraron que mutaciones puntualcs que
abaten la sintesis de AMPc en la AC1 de S. meliloti le confieren la capacidad de sintetizar GMPc.
Los autores suponen que los residuos mutados estdn involucrados con la reaccién de ciclizacién
mis que con la discriminacién del substrato (ATP o GTP) ya que estos residuos se conservan en
las adenil y guanil ciclasas. En trabajos posteriores se identificaron los residuos involucrados con
la especificidad del substrato (Sunahara er al., 1998; Tucker er al., 1998). Mutantes de adenil o
guanil ciclasas que sustitufan estos residuos por sus contrapartes en las adenil o guanil ciclasas,
permutan su preferencia por el substrato. Una situacién similar se presenté en el caso de la
proteina CyaG de S. platensis, a la cual se le permuté su especificidad de substrato al
intercambiar los tres residuos especificos de ATP por los especificos para GTP. La CyaG mutante
fue capaz de sintetizar GMPc y perdi6 la capacidad de sintesis de AMPc (Kasahara et al., 2001).
Danchin (1993) hipotetiza que las adenil y las guanil ciclasas pudieron haberse originado de un
ancestro comiin que presentaba actividad de ciclasa de nucledtidos purinicos trifosfatados. Por lo
que probablemente existié una proteina ciclasa con actividad dual que sintetizaba tanto AMPc
como GMPc y que precede a la separacién dec eubacterias y eucariontes. Kasahara y
colaboradores (2001) proponen otro escenario en el que las GC's de mamifero se originaron a
partir de algin tipo de AC. Si bicn es cierto que la CyaG de S. platensis contiene los
determinantes propios de una AC, su secuencia global se asemeja mds a las GC’s que a las AC’s.
Ademiis, posee cerca del extremo amino un dominio de dimerizacién, que no lo presenta ninguna
AC, pero que esta altamente conservado en las GC's eucariontas. Es probable que la CyaG de S.
platensis sea un antecesor de las GC's de mamfferos. Hasta el momento todas las guanil ciclasas
descritas pertenccen a la clase Universal, incluyendo la Gnica GC bacteriana caracterizada (Ochoa
de Alda er al., 2000, para informacidn reciente sobre GC's revisar a Lucas ef al., 2000). Es
probable que las GC's efectivamente hayan sido originadas a partir de adenil ciclasas, lo que
indicaria que los mecanismos regulados por AMPc anteceden a aquellos regulados por GMPec.
Las enzimas de la clase IV se describicron por primera vez en A. hydrophila (Sismeiro et al.,
1998). Esta bacteria es un bacilo Gram negativo, anacrobio facultativo, del grupo de las
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enterobaclerlas quc vnve en estuarios y es un patégeno oportunista de mamffcros mcluycndo al’
hombrc. Imcmlmente se especulé que este tipo de ‘enzimas estaban ‘distribuidas: casi
: qxclusnqucnle en Arqucobactcrms, y que incluso A. hydrophila podria haber adquirido el gen
cyaB.‘qu'e‘, codifica a esta AC, por transferencia horizontal (Sismeiro e al., 1998). Sin ecmbargo,
nuestra biisqueda de homélogos en las bases de datos encontré proteinas similares en los
genomas de distintos grupos de bacterianos, particularmente en las Proteobacterias, Espiroquetas
y Firmicutas (Tabla 3). Por lo que podemos pensar que estas proteinas estdn distribuidas mds
ampliamente de lo que se habia especulado. Como se mencioné anteriormente, las enzimas de
esta clase tiene éptimos de actividad en condiciones de temperatura y pH extremos. Dado que
estas condiciones distan mucho de ser optimas para el crecimiento de la mayoria de las bacterias
surge la pregunta ;Cual es el papel de estas AC’s en estas bacterias?. Subemos que mutantes
cyaB de A. hydrophila no tiene fenotipo y que este gen no se expresa en condiciones de
laboratorio (Sismeiro er al., 1998). Sin embargo, es posible que en el ambiente donde A.
hydrophila vive se presenten condiciones extremas de temperatura y pH, en las que ésta proteina
funciona éptimamente.
Algunas bacterias poseen AC's que pertenecen a distintas clases, por ejemplo A. hydrophila
posee AC’s de las clases 1 y 1V Yersinia pestis posee AC’s de la clase I, Il y 1V; y Pseudomonas
aeruginosa posee ciclasas de las clase I, I, y III. '
Finalmente, las AC’s constituyen una familia heterogénea de proteinas multidominios agrupadas
en cinco clases perfectamente definidas por sus caracteristicas presentes en la secuencia protéica.
En algunas de cstas clases, existe una gama de dominios accesorios a los scgmentos cataliticos
cuya funcién probable sea la de cjercer algiin tipo de regulacién sobre la actividad de la ciclasa.
Lo anterior ha llevado a postular que evolutivamente las adenil ciclasas son un claro ejemplo de
la construccién modular de protefnas. Asi mismo, resulta controversial el establecer relaciones
filogenéticas entre las distintas clases de AC's, alternativamente se puede proponer que no existe
ninguna relacién filogenética dentro de esta familia de proteinas y que se trata de un caso
particular de evolucién convergente, en ¢l que las distintas clases de AC's se originaron
independientemente (Danchin, 1993; Barzu y Danchin, 1994).

EL AMPc EN BACTERIAS ENTERICAS

La funcién del AMPc se ha estudiado mds extensamente en enlerob.xctcrms que en mngun otro

grupo bacteriano. Se ha descrito que el AMPc se unc a CRP formando un complejo que uene la
capacidad de interaccionar con ¢l ADN de manera especifica y rcguldr la: (ranscnpcnén de

numerosos genes (Kolb er al., 1993).




Rekgulacién Transcripcional Mediada por el Complejo AMPc-CRP

La proteina CRP es un homodimero constituido por subunidades de 209 residuos con una masa
de 23.6 kD. Cada subunidad posee dos dominios. El dominio amino, que comprende los primeros
135 residuos, contiene tres hélices o y 8 hojas 3 plegadas en las que se encuentran los sitios de
unién al AMPc (McKay et al., 1982; Weber et al., 1987). El dominio carboxilo, que comprende
del residuo 136 al 209, estd constituido por 3 hélices a y 4 hojas B-plegadas; en este dominio se
encuentra el motivo hélice-vuelta-hélice (HTH) que interacciona especfficamente con el ADN
(Steiz er al., 1982; Schultz et al., 1990). Cada dimero interacciona con dos moléculas de AMPc,
producto de esta interaccion se producen cambios conformacionales que alteran la orientacién

relativa de ambas subunidades, permitiendo que ¢l complejo AMPc-CRP se una al ADN (Kypry .

Mrazek, 1985). Los motivos HTH de cada subunidad se unen a dos secuencias simétricas
palindrémicas de 22 pb cn dos surcos mayores consccutivos. Los operones activados por el
complejo AMPc-CRP presentan estas secuencias a distancias que varfan entre 40 y 200 pb
corriente arriba del inicio de la transcripcién (Berg y VonHippel, 1988).

El complejo AMPc-CRP activa la transcripcion de algunos genes y reprime la de otros. Lo genes
activados presentan en su regién promotora sitios de unién a CRP cercanos al inicio de
transcripcién, tal es el caso de los promotores gaiPl, lacPl, y malTP!, donde el sitio de unién de
CRP se sitiia en las posiciones 41, 65, y 70 corriente arriba del inicio de la transcripcién,
respectivamente. En otros casos, los sitios de unién a CRP se encuentran a mayor distancia
corriente arriba del inicio de transcripcidn, como es el caso de los promotores araB, malE y papL.
En estos casos la activacién depende de la funcién coordinada de CRP y un segundo regulador.
CRP activa la transcripcidn alterando uno 6 mds pardmetros del inicio de Ia transcripcidén: por
cjemplo, participa en la captura de la polimerasa, lo que favorece la formacién del complejo
cerrado; y posteriormente acelera la isomerizacién del complejo cerrado a complejo abierto y
finalmente estimula la tasa de escape de la polimerasa, dando paso a la formacién de un complejo
de inicio estable que se acompaiia de la pérdida de la subunidad sigma (Kolb et al., 1993),

Los genes que se reprimen por el complejo AMPc-CRP presentan sitios de unién a CRP
sobrelapados con los sitios de unién de la ARN polimerasa. La unién de CRP al ADN bloquea la
unién de la polimerasa a la regién promotora. Este tipo de represién se presenta en la expresién
del gen cya y del operdn gal (Kolb et al., 1993).

Funciones Celulares Reguladas por ¢l AMPc en Enterobacterias

Si bien es cierto que el complejo AMPc-CRP se describié inicialmente por su papel en el control
de la Represién Catabélica en E. coli, actualmente son cuantiosos los reportes que involucran al
complejo en la regulacién de genes que participan en diversos procesos celulares (Tabla 4).
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. Tubln 4: Genes y Funciones Reguladas por ¢l AMPc en E. coli yST typhimuriam.
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Esta tabla ¢s una modificacién de la Tabla | presentada por Botsford y Harman (1992), Criterios: A, Funcién
sensible u represion catabélica; B. Funcién afectada por la adicion de AMPc; C. Cuantificacién de nucledtidos
ciclicos: D. Evidencias genéticas a partir de cepas mutantes cya y crp; E. Evidencias bioquimicas in vitro; F. Sitios
de unién para CRP presentes en las regiones promotoras; G. Estudios de expresion utilizando genes reporteros.
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Lo M_olilidxid. ‘En bacterias chléricas_. el coniplcjo AMPc-CRP activa la lmnScripéidn del operén

"7 flaAB y del gen flaD. El producto de estos genes es indispensable para la sintesis del flagelo, por

- esta razén, mutantes de E. coli en los genes cya o crp son totalmente inméviles (Kutsukake er al.,
1990). -
Represion Catabdélica. En £, coli, 1a represion catabélica describe la represién pemizinente de la
sintesis de enzimas catabdlicas ain en la presencia de sus inductores apropiados por efecto del
metabolismo de la glucosa. El complejo AMPc-CRP regula, a nivel transcripcional, la sfntesis de
muchas enzimas que intervienen en el catabolismo de fuentes secundarias de carbono. -
Anacrobiosis. Cuando E. coli crece en condiciones anaerébicas expresa de novo mds de 50
proteinas, algunas de las cuales se requicren para la respiracién anaerébica’y otras son qspecfﬁ‘cas .
del metabolismo fermentativo. Se demostré que el complejo AMPc-CRP regula la expresién'dc’: -
algunas de estas protefnas, por ejemplo, la expresién de la enzima L-asparagmasa ll depcnde de -
FNR y CRP (Russell y Yamazaki, 1978). ‘ g :
Virulencia, Cepas mutantes de S. typhimurium cya y crp, obtenidas mediante msercnones dcl :
Tn 10, crecieron mds lentamente que la cepa silvestre y son completamente nvnrulcnms en células
intestinales de ratén en cultivo. Esto indica que se requiere del complejo AMPc-CRP para el
desarrollo de la virulencia en esta bacteria (Curtiss y Kelly, 1987).
Divisién Celular. Distintos reportes proponen que el complejo AMP-CRP intervienen en el
proceso de la divisién celular en E. coli, ya que se observé que la expresién de genes vitales
involucrados en este proceso, tales como sfiA, sfiC y fis, requieren del complejo (Holtje y
Nanninga, 1984; Kumar er al., 1981).
Fase Estacionaria. Las bacterias entran en fase estacionaria cuando s¢ encuentran en
condiciones ambientales adversas, como lo es la limitacién de algin nutrimento esencial. Durante
la deprivacidén de carbono se induce la sintesis de novo de treinta protefnas con distintos patrones
temporales de expresién, algunas de las cuales son de importancia para la sobrevivencia de la
bacteria. Veinte de estas proteinas estdn bajo el control del complejo AMPc-CRP. Los genes que
codifican a estas protefnas se han llamado genes cst. Se piensa que estdn relacionados con la
preparacién de la bacteria para escaparse de la deprivacién, puesto que muchos de estos genes
codifican para protefnas catabdlicas y transportadoras de fuentes de carbono (Siegele y Kolter,
1992).

Finalmente, cabria mencionar que algunos reportes acreditan al AMPc papeles independientes de
CRP. Por ejemplo, Unden y Guest (1984)‘describcﬁ que E. coli requiere de AMPc pero no de
CRP cuando crece en condiciones de anacrobidsis en un medio con glucosa. Observan que
mutantes cya de £. coli detienen su crecimiento bajo estas condiciones, mientras que mutantes
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crp. continiian creciendo. - Por. otra partc. los csludlos dc Hughes y colaboradores (l988)
mvolucran nl AMPc con I rephcacnén del genomn de E calt En estos trabajos se describe como
la unién del AMPc a DnaA (proteina mlclddora de'la rephcacndn de ADN) estimula su unién al
ongen de rcphcac:dn (anC) favorecxendo de esta  manera rcpllcnclén del cromosoma de E, coli.

EL AMPc EN BACTERIAS NO ENTERICAS

Biville y Guiso (1985) prcéchlan evidencias.de la existencin de AMPc en doce diferentes
bacterias Gram negativas, algunas de las cuales no son entdricas, y reportan que la concentracién
del AMPc varia en funcién de las condiciones del crecimicnto, de manera similar a la descrito
para E. coli. También, mediante el empleo de ensayos radioinmunolégicos, describen la presencia
de CRP cn algunas de las bacterias empleadas en su estudio. Excepcionalmente en bacterias no
entéricas como Haemophilus influenzae y Vibrio fischeri, el complejo AMPc-CRP regula el
desarrollo de la competencia y la luminiscencia, respectivamente (Tabla 5).

Luminiscencia. Cepas mutantes cya 6 crp de V. fischeri reducen los niveles de luminiscencia.
Adicionalmente, el anilisis de secuencia de la regién reguladora de los genes lix (encargados de
la luminiscencia) revelan un sitio de unién de CRP. Ambos observaciones sugieren que el
complejo AMPc-CRP regula el desarrollo de la luminiscencia en esta bacteria (Dunlap, 1989).
Desarrollo de la Competencia. La bacteria /. influenzae es un bacilo Gram negativo capaz de
desarrollar competencia y ser transformable de manera natural. Mutantes de H. influenzae
deficientes en la sintesis de AMPc 6 CRP no desarrollan competencia, ademds de que presentan
un fenotipo pleiotrépico en la fermentacién de carbohidratos (Dorocicz, 1993).

Motilidad. La adicién de AMPc a cultivos de la cianobacteria filamentosa . platensis estimula
la motilidad celular. Algunas evidencias sugieren que el AMPc participa en la formacién de la
capa mucilaginosa que permite el deslizamiento de la bacteria (Ohmori er al., 1993).
Patogénesis. Algunas bacterias patégenas como B. periussis, causante de la tosferina, y 8.
anthracis, responsable de la enfermedad conocida como dntrax, sintetizan una AC téxica. Esta
toxina se libera y posteriormente se internaliza en las células hospederas, aumentando
indiscriminadamente los niveles de AMPc que desajustan distintos procesos en las células
eucariontas. Mutantes de B. pertussis en la sintesis de la AC son avirulentas. Por otra parte, no se
ha definido si el AMPc ticne algin papel en la fisiologin de estas bacterias.

Sintesis de Celulasas. Mutantes de la bacteria termofila Thermomonospora curvata, que
sobreproducen celulasas presentan niveles elevados de AMPc, y la adicidn de este nucleétido a
células en cultivo estimula la produccién de celulasas. Ambas observaciones sugieren que en T,
curvata, el AMPc estd involucrado en la sintesis de celulasas (Wood er al., 1984).
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Tabla 5: Papel del AMPc en Bacterias No Entéricas.

Bacteria Funcién Criterio
Salmonella typhimurium Virulencia A,B,C,D,E,F:
‘Erwinia chrysanthemi Expresidn de la pectato liasa A, B
Chlamydia trachomatis Regulacién del desarrollo B
Klebsiella aerogenes Induccién del operdn hut B,E
Klebsiella pneumoniae Metabolismo de nitrégeno y regulacién A, B

de enzimas del ciclo de Krebs
Serratia marcescens Catabolismo de carbono B,C.
Bordetella pertussis Patogenicidad D
Bordetella brochiseptica Patogenicidad D
Bacillus antracis Patogenicidad D
Legionella pneumophila Desarrollo celular B .
Vibrio spp. Bioluminiscencia y produccién de A,B,C,D

proteasas
Pseudomonas fluorescens Produccién de antibidticos A.B
Rhodocyclus gelatinosus Regulacién de genes fotosintéticos B,C.
Anabaena spp. Formacidn del aparato fotosintético B,C.D
Streptomyces spp. Esporulacién y sintesis de celulosa B.C
Thermomonospora curvata Produccién de celulosa B,C. .
Clostridium botulinum Esporulacién A,B,C
Photobacterium spp. Expresion del gen ompH ABT
Spirulina platensis Movilidad B,C,D
Mycoplasma pneumoniae Represién catabélica B a
Mycobacterium smegmatis Sintesis de dcidos grasos B
Nocardia salmonicolor Regulacidn de Ia isocitrato liasa B,C
Alcaligenes entrophicus Expresion de la hidrogenasa B
Arthobacter crystallopoietes Morfogénesis B,C
Myxobaclerias Formacidn de esporas y del cuerpo B,C

fruciffero
Nostoc mucorum Morfogénesis B

Esta tabla es una modificacion de la Tabla 2 presentada por Botsford y Harman (1992). Criterios: A. La glucosa
reprime la sintesis de enzimas; B. Funcién afectada por la adicién de AMPc: C. Cuantificacién de ledtid
ciclicos: D. Evidencias genéticas, locus cya y/o apasentes mutantes cya y crp; E. Evidencias de la expresién de genes
in vitra: F. Sitios de unién para CRP presentes en las regiones promotoras.

Fotosintesis. En la bacteria fotosintética Rhodocyclus gelatinosus, el AMPc reduce la cantidad de
pigmentos involucrados cn la fotosintesis, lo que sugiere que el nucledtido participa en la
regulacion de la expresién de genes involucrados con el proceso fotosintético (Murray et al.,
1988). En la cianobacteria Anabaena cilindrica, los niveles de AMPc se incrementan
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notablemente cuando las células crecidas en condiciones de luz se cambian a la oscuridad
(Ohmori et al., 1988). En Anabaena variabilis, el AMPc interfiere con la formacién de aparato
fotosintético (Smith er al., 1981).

Morfogénesis. Bacterias del género Arthrobacter presenta formas circulares cuando crecen en
fase exponencial y cambian su morfologfa a bastones al entrar en fase estacionaria. El AMPc
inhibe este cambio de morfologia cuando se adiciona a cultivos celulares (Hamilton ef al., 1977),
Concomitantemente, mutantes que no presentan esta transicién de morfologia producen reducidos
niveles de AMPc. Tales evidencias sugieren que el AMPc participa en la regulacién de la
morfologia en estas bacterias (Hamilton et al,, 1978).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
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LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La fijacién bioldgica del nitrégeno s ¢l proceso mediante el cual el dinitrégeno atmosférico (N,)
cs reducido a amonio (NH,'), por la accién de la enzima nitrogenasa. Este proceso estd
restringido a los procariontes y lo encontramos tanto en eubacterias como en arqueobacterias.
Algunas bacterias de los generos Klebsiella, Azotobacter y Anabaena, por citar algunas, fijan
nitrégeno en vida libre para satisfacer sus propios requerimientos (Diazétrofos). Otras bacterias,
particularmente de la familia Rhizobiaceae, reducen el dinitrégeno mediante asociaciones
simbidticas con plantas leguminosas y algunas como B. japonicum, son capaces de fijar nitrégeno
tanto en vida libre como en simbiosis. La fijacién simbidtica de nitrégeno requiere de la
formacién de nédulos, estructuras especializadas en las raices de las leguminosas, que albergan a
las tipos bacterianos directamente encargados de la reduccién del N,, denominados bacteroides.
Durante estd interaccion la bacteria cede a la planta el nitrégeno fijado a cambio de una serie de
metabolitos necesarios para ¢l funcionamicnto del bacteroide. El establecimiento de un relacién
simbidtica efectiva que culmine con la formacién de nédulos y la consecuente fijacién de
nitrégeno es un proceso altamente especifico, en algo casos una leguminosa solo es capaz de
interaccionar con un grupo muy reducido de bacterias. Por ejemplo, Phaseolus vulgaris (frijol)
interacciona con Rhizobium etli, Pisum sativa (chicharo) con Rhizobium leguminosarum,
Medicago sativa (alfalfa) con S. meliloti y Glycine max (soya) lo hace con B. japonicum y 8.
fredii. La fijacién simbi6tica de nitrégeno suministra cada afio mas del 50% del nitrégeno que es
reintegrado a los seres vivos. Evidentemente, el estudio de este fendmeno tiene gran importancia
desde ¢l punto de vista ecolégico y agronémico, pero también el establecimiento de la simbiosis
entre Rhizobium y leguminosa ha probado ser un excelente modelo del estudio de las

interacciones planta-microorganismo.

LOS NUCLEOTIDOS CiCLICOS EN LAS RHIZOBIACEAS

En procariqnleé. los knkucleélidos ciclicos 'éomo el ' AMPc y el GMPc, son seiiales intracelulares
que controlan diversos fenémenos.: Mientras que el AMPc se ha detectado casi en todas las
baétérias, la presencia de GMPc se fha;;'éportado principalmente en cianobacterias (Botsford y
Harman, 1992; AO'chou de Aida et al., 2000). Durante la fijacién de nitrégeno el patrén de la
expresién génica en ambos organismos sufre cambios drasticos, La naturaleza de las sefiales
involucradas en este proceso de expresion génica diferencial no estdn del todo aclaradas.
Distintos reportes describen la presencia de AMPc y GMPc en algunas especies de la familia
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Rhizobiaceae, ¢ involucran a estas moléculas con funci‘dncAs"éeluIares tales como: la represién
catabdlica, la regulacién de la asimilacién de amonio durante la'simbiosis y la regulacién del
metabolismo de hidrégeno. ' :

En vida libre las rhizobiaccas se confrontan con una gran variedad de fuentes de carbono, cuya
cantidad y calidad son un factor limitante para su crecimiento. Por esta razén, es de suma
importancia contar con un mecanismo eficiente de represién catabélica. En algunas rhizobiaceas
se han descrito fenémenos de represién catabélica simililar al de E. coli, con la diferencia de que
en Rhizobium son dcidos dicarboxflicos, como el succinato o malato, en lugar de la glucosa, las
moldéculas que ejercen el efecto represor. Numerosas investigaciones se han enfocado cn
esclarecer los mecanismos que controlan la represién catabédlica en estas bacterias. Ucker y
Signer (1978) reportan por vez primera, la cxistencia de un fenémeno de represién catabélica en
Sinorhizobium meliloti (antes Rhizobium meliloti). Describen como la adicién de succinato a
células cultivadas en medios suplementados con lactosa, como tnica fuente de carbono, causa
una inmediata reduccién de la actividad de B-galactosidasa. Arias y colaboradores (1982)
reportan que en S. meliloti, dcidos dicarboxilicos, como el succinato y el malato, reprimen el
catabolismo dc la manosa. Rohm y colaboradores (1985) demuestran que el succinato reprime la
respiracién de fenol de bacteroides y de células en vida libre de B. japonicum. Stowers y Elkan
(1985) describen que en B. japonicum, ¢l succinato regula los niveles de distintas enzimas del
catabolismo de hexosas pertenecientes a las rutas metabdlicas de Entner-Doudoroff (ED) y
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). En B. japonicum, las enzimas encargadas de la utilizacion del
formato (formato deshidrogenasa y RuBP carboxilasa) estdn sujetas a represion catabdlica por
dcidos dicarboxflicos, segtin reportes de Simpson (1979) y Manian (1982). En las investigaciones
realizadas por McGetrick (1985) se plantea que distintas fuentes de carbono, entre cllas
intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, ejercen represion sobre la fijacién de CO, al
reducir la actividad de la enzima RuBP carboxilasa de S. meliloti. Mandal y Chakrabartty
(1993A) reportan que las enzimas de las rutas ED y EMP encargadas del metabolismo de hexosas
en M. ciceri son inducibles por glucosa y estdn sujetas a represion catabdlica por el succinato.
Extrafiamente, en ninguno de cstos estudios fue posible involucrar al AMPc en la regulacion de la
represién catabélica.

Por otra parte, durante la simbiosis, los bactcroides activan la sintesis de la nitrogenasa al mismo
tiempo que reprimen la sintesis de las enzimas cncargadas de asimilar el amonio. Upchurch y
Elkan (1978) obscrvan que en B. japonicum, la expresién de tres enzimas involucradas en la
asimilacién de amonio (glutamino sintetasa, glutamato sintasa y glutamato deshidrogenasa) se
reduce drdsticamente por la adicién de AMPc a cultivos celulares crecidos en medios
suplementados con NH,Cl. Basados en este hecho, los autores sugieren que en B. japonicum el
AMPc puede tener algtin papel durante la simbiosis. Catenese y colaboradores (1989) reportan
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que en bacteroides de 5. Jjaponicum, 1a AC y la fosfodiesterasa de AMPc presentan distintos
patrones de actividad. Los autores analizan la actividad de ambas enzimas en bacteroides y
-concluyen QUe mientras la actividad de fosfodiesterasa disminuye conforme el nédulo se
desarrolla, la actividad de AC se incrementa. Lo anterior sugiere que el AMPc tiene un papel
durante la simbiosis. Lim y Shanmugam (1979A) reportan que en B. japonicum la presencia de
algunos intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, como malato o succinato, reducen
la utilizacién de hidrégeno molecular (Hy), y que en células crecidas en medios suplementados
con malato como tunica fuente de carbono, la adicién de AMPc alivia la inhibicién ejercida por el
malato sobre la toma de H,. Ambas observaciones concluyen que el AMPc participa en la
regulacidn del metabolismo del H,. En el mismo reporte se demuestra que las pozas de AMPc
intracelular varian dependiendo de la fuente de carbono disponible. Los niveles del nucleétido
fueron bajos cuando las células se crecieron en malato, pero altos cuando se crecfan en glutamato.
Posteriormente MacGetrick (1985) introduce una copia del gen cyal de S. meliloti en B.
Jjaponicum y observa como cl efecto represor del malato sobre la toma de H, es totalmente
abatido. Cuando M. ciceri crece en acetato, la adicién de succinato causa represién de la actividad
de la isocitrato liasa, enzima de la ruta del glioxilato. La adicién de AMPc a este cultivo alivia
substancialmente la represién ejercida por el succinato (Mandal y Chakrabartty, 1993B).

Por otra parte, Lim y colaboradores (1979B) involucran al GMPc con la fijacién de nitrégeno en
la vida libre de B. japonicum. Los autores observan que la adicién de GMPc, en concentraciones
menores de 100 uM, a culiivos de B. japonicum abaten completamente la actividad de
nitrogenasa y reducen la actividad de hidrogenasa y nitrato reductasa. En el mismo reporte se
describe como los niveles intracelulares de GMPc de B. japonicum disminuyeron cuando la
actividad de nitrogenasa se indujo. En un trabajo posterior se observé que la adicién de GMPc a
cultivos de B. japonicum inhibia el crecimicnto de la bacteria. Esta inhibicién fue independiente
de la fuente de carbono y nitrégeno utilizada en el medio de cultivo (Jones et al., 1985).

LAS ADENIL CICLASAS DE LAS RHIZOBIACEAS

En los genomas, recientemente secuencindos, de M. loti, S. meliloti 'y A. tumefaciens se
identificarén 12, 26, y 3 genes, respectivamente, cuyos productos poseen regiones homdlogas a
las dominios cataliticos de las AC's de la clase Ill. Asi mismo, no se identificaron genes que
codificaran AC's de¢ otra clase (Kaneko et al., 2000; Galibert et al., 2001, Wood et al., 2001).
Sorprendentemente, S. meliloti es la bacteria que posce mayor cantidad de genes que codifican
para AC’s/GC's. En trabajos anteriores se habian clonado y secuenciado 3 de los 26 genes cya de
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S. meliloti (Kiely et al., 1983§ Beauve et al., 1990; Archdeacon et al., 1995; Shapyrova et al.,
1999). Los productos de estos genes (cyal, cya2 y cya3), se agruparén en la clase 111 debido a
que posen regiones similares a los dominios cataliticos de las ciclasas . cucariontas. Las
AC's/GC’s de S. meliloti fueron clasificadas en dos tipos. Las ciclasas del tipo I (19 protefnas)
presentan un dominio responsable de la actividad de ciclasa ubicado en el extremo carboxilo y
solo algunas de estas poseecn dominios transmembranales ubicados en ¢l extremo amino. Las
ciclasas del tipo II (7 proteinas) tiencn un dominio catalitico en el extremo amino asociado a
secuencias repetidas similares a las tetraticopeptidos (TPR's) ubicadas en el extremo carboxilo.
Los TPR’s son motivos degencrados de 34 residuos de aminodcidos, usualmente repetidos en
tdndem, y que estdn involucrados en interacciones intra e intermoleculares entre proteinas.
Particularmente, la Cya3 posce cuatro secuencias TPR’s muy similares a las que presentan las
proteinas TfuA y CycH de Rhizobium leguminosarum 'y S. meliloti, respectivamente. La protefna
TfuA esta involucrada con la produccidn del antibiético trifolitoxina (Tfx) y CycH participa con
la biogénesis del citocromo C (Shapyrova er al., 1999). Mientras que 4 de las 12 ciclasas de M.
loti presentan secuencias TPR's, ninguna de las ciclasas de A. rumefaciens presenta éste tipo de
secuencias.

Por otra parte, la complementacién de una mutante cya de E. coli permitié la clonacién de una
regién de ADN de B. japonicum que posiblemente codifica para una AC. No existe secuencia de
este fragmento de ADN, sin embargo, experimentos de hibridacién tipo Sourthen demostraron
que el probable gen cya de B. japonicum no muestra similitud con su contraparte en E. coli
(Guerinot y Chelm, 1984).

La clonacién de los 3 genes cya de S. meliloti permitié la construccién de cepas mutantes cya.
Tanto las mutantes sencillas (cyal y cya2) como la doble mutante (cyalcya2), reducen la
produccién de AMPc, con respecto a la cepa parental (F34), pero no la abaten. Ninguna de estas
cepas presentd alteraciones en sus propiedades simbidticas o en vida libre (Boesten er al., 1988;
Archdeacon et al, 1995). Una situacién similar se present$ en el caso de la mutante cya de B.
Japonicum. (Guerinot y Chelm, 1985). Sorprendentemente, la mutante cya3 de S. meliloti (T482),
generada por la insercién de un transposén TnS5, incrementdé su capacidad simbiética en
comparacién con la cepa parental CXM1-105 (Shapyrova er al., 1999).

La proteina CRP en Rhizobiaceas

No obstante que algunas evidencias experimentales sugieren la presencia de una protefna
homéloga a CRP en rhizobiaceas (McGetrick et al., 1985B) y que incluso la involucran de
anncn;n directa en el control de la expresién del operén dctABD de S. meliloti (Wang et al., 1993).
La busqueda de proteinas homdlogas a CRP en las secuénciaé de los genomas de M. loti, S.
meliloti y A. tumefaciens, no arroja ninguna protefna que presente una similitud superior al 20%.
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El AMPc EN Rhizobium etli

El sistema modelo de estudio cn ¢l laboratorio es el endosimbionte del frijol, Rhizobium etli. Esta
bacteria es la que mds frecucntemente se encuentra asociada a raices de frijol en la regién central
de México (Martinez et al., 1985). Son bacilos Gram negativos, aerébicos, capaces de crecer en
medio mfnimo suplementados con dcidos dicarboxilicos como la mejor fuente de carbono. La
cepa CE3, ccpa tipo de ésta especie, se caracteriza por poseer seis plismidos denominados p42a,
p42b, p42c, p42d, p42¢ y p42f (cuyos tamaiios varian entre 120 y 750 kb), y por la presencia de 2
copias de los genes nifDK y 3 de nifH, que codifican las enzimas nitrogenasa y nitrogenasa
reductasa, repectivamente. Las copias de estos genes nif se localizan, junto con la mayoria de los
genes necesarios para la fijacién de nitrégeno, en el p42d, también llamado pldsmido simbiético
o pSym (Segovia et al., 1993).

Mora y colaboradores (1993A) reportaron como distintas rhizobiaceas al ser subcultivadas
consecutivamente en medio mfnimo (MM) disminuyen su crecimiento con un patrén
caracterfstico de cada especic. Particularmente, la cepa CE3 de R. eli al ser subcultivada en MM
presenta un metabolismo que asemeja al fermentativo, ya que excreta aminodcidos, dcidos
orgénicos (algunos son intermediarios de ciclo de Krebs), y acumula poli-B-hidroxibutirato
(PHB) en grandes cantidades. El crecimiento de la cepa CE3 se mantiene constante cuando se
inocula a baja densidad o cuando el O, sc mantiene al 20%. De igual manera, la adicién al MM
de suplementos como tiamina, biotina 0 AMPc permiten que la cepa CE3 contintie creciendo
ininterrumpidamente (Encarnacién et al., 1995). Estos datos permiten suponer que el AMPc es
una seiial involucrada con el cambio del metabolismo aerébico a fermentativo en R. erli. Por otra
parte, Mora y colaboradores (1993B) describen que en la cepa CE3 de R. erli, el succinato
reprime la utilizacién de glutamina en cultivos crecidos en presencia de ambas fuentes de carbono
y que la adicién de AMPc en este medio de cultivo provoca que la glutamina sea utilizada en
mayor proporcién que el succinato. Asi mimo, los niveles de AMPc acumulados por R. eili
cuando crece en medio minimo glutamina fueron seis veces mayores que cuando crece en medio
minimo succinato-amonio, indicando que el AMPc puede ser una sefial de deprivacion de

carbono en esta bacteria.
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OBJETIVOS

No obstante que el AMPc se ha implicado en el control de diversas funciones celulares en
distintas especics de la familia Rhizobiaceae, la carencia de mutantes deficientes en la sintesis de
AMPc ha impedido discernir en forma precisa el papel del nucleétido en este importante grupo de
bacterias. El trabajo de mis estudios de la maestria y del doctorado se enfocan en el aislamiento y
la caracterizacién de los elementos genéticos encargados de la sintesis del AMPc en Rhizobium
etli, asf como a la construccidn y al andlisis de las cepas mutantes consecuentes.
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RESULTADOS




ANTECEDENTES DIRECTOS

En el trabajo desarrollado durante el Doctorado retomd los avances obtenidos durante mis
estudios de Maestria, En seguida hago una breve reseiia de algunos de los resultados mds
relevantes: Con la finalidad de aislar e identificar genes de R. erli que codificaran para AC’s,
complementamos el fenotipo lac de una mutante cya de E. coli con ADN procedente de un banco
de c6smidos de la cepa CE3. Esta estrategia nos permitié aislar los cédsmidos pTS933, pTS934,
pTS1179 y pTS1190, Experimentos de hibridacién tipo Southern nos confirmaron que dos de
estos (pTS933 y pTS1190) estin sobrelapados y que comparte dos fragmentos EcoRl de 2y 1
kb. A partir de los césmidos pTS1179, pTS933, y pTS934 generamos las clonas recombinantes
pEVSm, pE2, y p33.10, que contienen fragmentos £coRV/Smal de 2.3, EcoRl de 2, y Sall de 2.8
kb, respectivamente. Las tres clonas recombinantes le permitieron a la mutante cya de E. coli
crecer en lactosa, ser méviles y recuperar la sensibilidad a fosfomicina y serina. Asf mismo, las
cepas complementadas fueron capaces de sintetizar y acumular AMPc en distintas
concentraciones (Tabla 7). Con estos resultados concluimos que habiamos aislado tres genes cya
que codifican distintas AC’s en R. erli. La secuencia nucleotidica de la clona pE2 nos revel6 la
existencia de un marco de lectura abierto que nombramos cyaB porque codifica una proteina de
364 residuos que tiene gran similitud con la AC2 (Cya2) de S. meliloti. Ambas AC's conservan
los motivos caracteristicos de las AC's/GC’s de la clase IIl. La insercién de un interposén dentro
de cyaB, nos permitio construir la mutante en R. et/i. Esta mutante no presenté diferencias con la
cepa silvestre en los fenotipos analizados. Estos resultados nos permiten suponer CyaB es
dispensable para el crecimiento del rhizobio tanto en vida libre como en simbiosis.

Tabla 7. Niveles de AMPc en las cepas cya de E. coli complementadas.

Cepas AMPc

(pmol/mg prot)

W3110 (sitvestre) 318 (£32)

CONI (cva) ND

CONI1/pRKACEc 650 (x42)

CONI/pEVSm (cyaA) 1265 (£113)

CONI/pE2 (cyuB) 833 (+98)

. CON1/p3310 (cvaC) 125 (+13)

El AMPc se cuantificé a partir de crecimicntos cxponcncialcs de las distintas cepas cultivadas en medio mfnimo M9 :
lactosa-casaminodcidos. empleando cl kit “Cyclic AMP PH] Assay System” de Amersham. El pRKACEc contienc
.8 kb que codifica a la adenil ciclasa de E. coli (Tabla 10). Cada valor cs el promcdlo de

un fragmento de ADN de 2
éntesis. ND=No d do

tres estimaciones independientes. La desviacidn estandar se muestra entre
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LOS PLASMIDOS pEVSm, pE2 y p3310 CODIFICAN DISTINTAS ADENIL CICLASAS

Plismido pEVSm

En la secuencia nucleotidica de estd clona identificamos dos ORF’s (Fig. 5A). El ORF1 codifica
una protefna de 457 residuos y tiene una masa molecular calculada de 50.8 kD. El producto de
este ORF, particularmente la regién carboxilo, muestra gran similitud con el dominio catalftico de
AC’s/GC’s de la clase IIL. El ORF2 orientado en el mismo sentido que el ORF1, codifica un
péptido de 83 residuos de aminodcidos que tiene 40% de identidad con el extremo amino de
proteinas de la familia de los transportadores tipo ABC, particularmente con la proteina OppD de
B, subtilis. Estc ORF estd truncado al término de la clona pEVSm. La insercién de un interposon
(QTec) dentro del ORFI abate la capacidad del pEVSm para complementar a la mutante cya de E.
coli, confirmando que éstc ORF es el responsable del fenotipo de complementacién. Estos
resultados nos indican que el ORF1 codifica una AC que pertenece a la clase I1 y a la cual hemos
llamado CyaA. Ninguna secuencia similar a un sitio de unién a ribosoma (RBS) o a un promotor
pudo reconocerse corriente arriba de cyaA. Distintos andlisis in silico (DAS, TopPred2) nos
indican que CyaA es una protefna citopldsmica. Los cuatro motivos altamente conservados en los
dominios cataliticos de las AC’s/GC’s de la clase Il estdn presentes en CyaA. En experimentos
de hibridacién tipo Southern, utilizando como sonda un fragmento interno de cyaA ¢ hibridando
contra el perfil plasmfdico de la cepa CE3 de R. etli, se demostrd que cyaA se localiza en el p42e.
As{ mismo, este experimento evidencid la presencia de una segunda sefial de hibridacién menos
intensa localizada en el cromosoma y que probablemente corresppnde aun nuevo gen cya.

Plismido pE2 .
Como se habfa mencionado anteriormente, la secuencia nuclcotfdlca de la clona pE2 muestra dos

ORF’s (Fig. 5B). El ORF! codifica una protefna de 353 resnduos ‘de.aminodcidos con tna masa
molecular calculada de 39.2 kD, que muestra gran similitud con AC's/GC’s de la clase I El
ORF2, orientado en ¢l mismo sentido que el ORF1, se encuentra truncado en su extremo 3°, Este
ORF codifica un péptido de 291 residuos de aminodcidos que tiene similitud con una proteina
hipotética de Campylobacter jejeuni. La regién central de ambas proteinas presenta similitud con
glicerolfosfodiesterasas. El producto del ORF1 tiene un 55% de identidad con la AC2 codificada
por el gen cya2 de S. meliloti. La insercidn de un interposén (QKm) dentro del ORF1 abate la
capacidad de 1a clona pE2 para complementar a la mutante cya de £. coli, confirmando que este
OREF es el responsable del fenotipo de complementacién. Aunados ambos resultados nos indican
que el ORF1 codifica una AC que pertenece a la clase Il y que hemos llamado CyaB. Un
probable RBS estd ubicado a 7 bp corriente arriba del codén de inicio de CyaB. Ninguna
secuencia similar a un promotor se reconoce corriente arriba de cyaB. Distintos anilisis in silico
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predicen que CyaB presenta tres dominios (ransmembri\nales eh el extremorarﬁi‘no;'eslos
dominios también estdn conservados en la Cya2 de S. melllau (Archdeacon ‘et'al.; 1995) Los
motivos_altamente conservados en las AC's/GC’s de la clnse m cstﬁn tamblén prcsenles en
ambas ciclasas. Experimentos de hibridacién tipo Soulhern mostraron que cyaB sc Iocuhza enel

cromosoma de R. etli como copia tinica.

Plismido p3310
La secuencia nucleotfdica de la clona p3310 presenta tres ORF's (Flg 5C). Ninguno de estos

tiene similitud con alguna AC descrita en las bases de datos, ni conservan dominios
caracterfsticos de alguna de las distintas clases de AC's. Nosotros demostramos que ¢l ORF3, al
cual llamamos cyaC, codifica una adenil ciclasa nunca antes descrita y proponemos que
representa una nueva clase de AC's, la clase VI. La caracterizacion de esta nueva clase, aunado al

anilisis fenotipico y de expresién de cyaC se presenta en el articulo anexado.

A
) pEVS y = 100bp
;m ;Sg 'I-Z ll‘i ‘S B Src :S l;v
C > [(=]
eyaA(ORF1) ORF2
B) pE2
£ MS 1S i A E
[ > | — ]
: ‘ cyaB (ORF1) ORF2
©) p3310
r s Y 'r L ll:‘ !
S Bg BH Sc " u M [id S
[ — 1 | > >
ORF1 odir (OFR2) cyaC (ORF3)

Figura 5. Mapa fisico de los plismidos pEVSm (A), pE2 (B) y p3310 (C). Las flechas representan la arientacién de
los marcos de lectura abiertos. Los rectangulos con una flecha negra representan marcos de lectura abiertos pero
truncados en su estremo 3°. Todos los marcos sefialados tienen similitud con alguna proteina en las bases de datos
exeptd ¢l marco 3 del panel C (ver el texto para los detalles), Los triangulos negros indican los sitios donde se
insertaron los interposones omega (Q)o el casscite Km-lacZ. Los sitios de restriccion sefalados son: S (Sall), Sm
(Smal). Bg (Bgll). B (Bamtll), M (AMlul), P (Pstl), A (Apal), H (Hindlil), Sc (Sacl). E (EcoRl), Ev (EcoRV).
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CyaA 'y CyaB ;ADENIL 0 GUANIL CICLASAS?

El alincamiento de las secuencias de los dominios cataliticos de las ciclasas CyaA y CyaB de R.

etli y de las ciclasas Cyal, Cya2 y Cya3 dc S. melioti, nos demuestra la gran similitud que ticnen

las ciclasas rhizobianas con el dominio C2 de la ACII de rata (Fig. 6). Las ciclasas rhizobianas, al
_igual que todas las AC's bacterianas de la clase IIl, poseen solo un dominio catalitico que

conserva los tres residuos esenciales para la actividad de ciclasa (D, N y R). Por esta razén, es
" probable que estas AC's se conformen de manera homodimérica generando dos sitios cataliticos.

N
s
s
G

M

1AD

CyaA R eddi 234
CysB R. etli 152
Cyal 8. melilai 1
Cya2 S.meliloti 151
Cyad 8. melitoti 6
ACI-C2 879

CyaA R. etli
CyaB R. etli
Cyal S. meliloti
Cya2 S. meliloti
Cyad . meliloti
ACILLC2

CysA R. etli
CyaBR. edli
Cyal S. meliloti
Cya2 §. meliloti
Cya3 . melidoti
ACI-C2

IPEDR
AYA.VGKLDAI-\

- CyaA R. esli
CysB R etli
Cyal §. meliloti
Cya2 S. meliloii
Cyad 8. meliloti
ACIC2

CyaA R ethi
CyaB R. enli
Cyal §. meliloti
Cya2 5. meliloti
Cyal §. meliloti
ACIC2

Figura 6. Ali i de las ias de los dominios cataliticos de las ciclasas CyaA y CyaB de R. etli y de las
tres ciclasas de S, meliloti mis jindas. También sc incluye el dominio catalitico C2 de la AC tipo Il de ruta. Las
cajas griscs conticnen residuos de aminoidcidos conservados. Los residuos esenciales para la actividad de ciclasas

estdn marcados con asteriscos. Las flechas sefialan a los residuos involucrados con la especificidad por cl substrato.
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Sorprendentemente ninguna de las ciclasas de R. etli, al igual que las ciclasas Cyal y Cya2 de S.
meliloti, conservan los residucs involucrados con la unién y selectividad de substrato propios de
AC’s (K, Q y D). Pero tampoco conservan los residuos caracteristicos de GC's (Q, R y C) (Fig.
6). En el alineamiento presentado en la figura 6, la flechas nos indican los residuos involucrados
con selectividad de substrato. Como puede observarse CyaA y CyaB de R. etli no conservan
ninguno de los tres residuos propios de AC's o GC’s. Es probable que estas protefnas en realidad -
son ciclasas duales, ¢s decir, que tienen la capacidad de sintetizar AMPc y GMPc. Por esta razén,
cuantificamos las pozas de GMPc producidas en crecimientos exponenciales de las mutantes cya
S de E. coli complementadas con los pldsmidos pEVSm, pE2 y p3310.

Las distintas cepas se cultivaron en medio minimo M9 suplementado con lactosa y
casaminodcidos, es decir, en las mismas condiciones empleadas para cuantificar el AMPc.
Unicamente las cepas complementadas con pEVSm y pE2 sintetizaron GMPc. Ni en la cepa
silvestre, ni en la mutante cya y tampoco en la cepa complementada con el p3310 fue posible
detectar GMPc (Tabla 8). Los niveles de GMPc sintetizado por las cepas complementadas con
pEVSm y pE2 fueron menores en comparacién con los niveles de AMPc alcanzados por las
mismas cepas. Al igual que en ¢l caso del AMPc, la cepa complementada con el pEVSm presentd
niveles de GMPc mds altos que los niveles alcanzados por la cepa complementada con el pE2. Es
sabido que E. coli no posee guanil ciclasas, por lo cual no produce GMPc. Por esta razén, es muy
probable que el GMPc detectado haya sido generado por la actividad de guanil ciclasas de las
protefnas CyaA y CyaB. El kit “Cyclic GMP-[*H] Biotrak Assay™ de Amersham, empleado para
cuantificar el GMPc, se basa en un inmunoensayo altamente especifico, por lo que segtin los
fabricantes no es posible una reaccién cruzada con AMPc.

Tabla 8. Niveles de GMPc en las cepas cya de E. coli complementadas

Cepas GMPc
(pmol/mg prot)
W3110 (silvestre) ND
CONI (cya) ND
CONI/pEVSm (cyad) 435 (£35)
CONI/pE2 (cyaB) 210 (227)
CON!/pJS 10 (cyaC) ND

EI GMPc sc cuantificé de manara similar quc el AMPc pcro cmplcnndo el kit *Cyclic GMP~[’H] Buolmk Assay dc
Amersham. Cada valor es ¢l pr dio de tres esti ne: fientes. La desviacién cslnndnr se mucstm entre

paréntesis. ND=No d 4
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CONSTRUCCION Y EVALUACION FENOTIPICA DE LAS MUTANTES cya DE R. etli

Construccién de Mutantes

A partir de la cepa CE3 de R. erli gencramos las mutantes sencillas CON13 (cyad) y CON23
(cyaB), y la doble mutante CON43 (cyaAy cyaB). Estas mutantes fueron construidas utilizando
los pldsmidos pEVSm y pE2 que portan los fragmentos de ADN que codifican los genes cyaA y
cyaB, respectivamente. Dentro de las regiones codificantes de CyaA y CyaB insertamos un
interposon omega con resistencia a los antibidticos tetraciclina y kanamicina, respectivamente
(Fig. 5). Estas inserciones abaten la capacidad de los plismidos pEVSm y pE2 para
complementar a la mutante cya de E. coli. Estas construcciones fueron posteriormente
subclonadas en el vehiculo movilizable y suicida en Rhizobium, pWS233. Este vehiculo posee los
genes sacRB, cuyos productos protéicos resultan téxicos para algunas bacterias Gram negativas,
exclusivamente cuando cstas son cultivadas en presencia de altas concentraciones de sacarosa
(Selbitschka er al., 1993). Los pldsmidos resultantes, pWSE2Km y pWSEVSmTc (Tabla 10),
fueron movilizados de la cepa S17.1 de E. coli a la cepa CE3 de R. etli. Estas construcciones nos
permiticron seleccionar de manera directa a aquellas cepas de R. erli en las que el gen silvestre
fue sustituido, mediante un doble evento de recombinacién, por el gen mutante. El genotipo de
las distintas cepas seleccionadas sc analizé a través de experimentos de hibridacién tipo

Southern.

Fenotipos en Vida Libre

El fenotipo de las cepas mutantes CONI3 (cyaA), CON23 (cyaB), y CON43 (cyaAcyaB) se
evalud en las siguientes condiciones de crecimiento: medio rico (PY), medio minimo (MM)
suplementado con distintas fuentes de carbono glucoliticas (glucosa, galactosa, maltosa, lactosa,
sacarosa) o gluconeogénicas (glutamina, piruvato, succinato, acetato). Asf mismo, cultivos
exponenciales de las tres mutantes se sometieron a condiciones estresantes tales como: estrés por
peréxido de hidrégeno (200 mM), estrés osmdético (NaCl 100 mM), y estrés por calor (42°C
durante 2 min). También examinamos la motilidad de las mutantes en placas de agar suave. En
ninguna de las condiciones antes mencionadas observamos diferencias entre el comportamiento
de la cepa silvestre (CE3) y las cepas mutantes. Posteriormente, cuantificamos las pozas de
AMPc y GMPc en crecimientos exponenciales de las distintas mutantes cultivadas en medio
minimo suplementado con succinato o glucosa como tnica fuente de carbono (Tabla 9). Las
pozas de AMPc producidas por la cepa silvestre fueron similares en ambas condiciones de
crecimiento. Todas las cepas mutantes sintetizan niveles de AMPc similares a los alcanzados por
la cepa silvestre en ¢l medio suplementado con succinato. Sin embargo, en el medio
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suplcmentado con glucosa, las cepas CON13 (cyaA) y CON43 (cyaAcyaB) prcscntaron niveles dc
AMPc menores a los niveles producidos por la cepa snlvestre. -aproximadamente un 50% y 60% '
respect_wamentc. Por otra parte, los niveles de GMPc producndos por las distintas cepas fueron en
lo general muy reducidos en comparacién con-los niveles de AMPc alcanzados por las mismas
cépas.’lncluso las desviaciones estandar en todos’ lo's“cnsbs fueron iguales o mayores que las
kcanlid‘ades presentadas en la tabla 9, por esta razén. en eSté caso las desviaciones fueron omitidas. ’

: Tnbln 9. Nivcles de AMPc y GMPc en Ins mutante cya de R eth.

Ccpas . AMPc GMPc
(pmol/mg prot) {pmol/mg prot)

o Succinato Glucosa Succinuto

CE3 17.63 (x£1.9) 22.14 (x1.7) 0.459

CON13 (cyaA) 17.34 (z1.1) 12.26 (+1.6) 0.931

CON23 (cyaB) 18.41 (x1.6) 2141 (x2.5) ND

CON3! (cyaC) 17.15 (£2.2) 19.99 (x1.5) 1.582

CON43 (cyaAcyaB) 18.10 (x2.1) 8.10 (¢1.7) 0.66
Las pozas de nucledtidos fucron cuantificadas a partir de crecimientos expc iales de las distintas cepas cultivadas
en medio minimo suplementado con succinato o glucosn para ¢l caso del AMPc y succinato en el caso del GMPc.
Cada valor es ¢l pr lio de tres esti iones independi La desviacién estandar se muestra entre paréntesis.

ND=No detectado.

Fenotipos Simbidticos

Finalmente, analizamos el comportamiento de las distintas mutantes en la simbiosis con plantas
de frijol. Inicialmente, germinamos semillas de frijol previamente esterilizadas y las cultivamos
en invernadero hasta generar pldntulas que posteriormente fueron inoculadas con cada una de las
cepas mutantes. A los 25 dfas postinoculacién retiramos los sistemas radiculares para evaluar,
mediante el ensayo de reduccién de acetileno, la actividad de nitrogenasa. Todas la cepas fueron
capaces de inducir la generacién de nédulos en las rafces de frijol. Como se observa en la figura
7. la actividad especifica de nitrogenasa de los nédulos generados con las mutantes sencillas
CON13 (cyaA), CON23 (cyaB) y CON31 (cyaC) no presentan diferencias significativas con
respecto a la actividad de nitrogenasa alcanzada por los nédulos generados con la cepa silvestre
(CE3). Por otra parte, la actividad de nitrogenasa de los nédulos producidos con la cepa doble
mutantc CON43 (cyaAcyaB) fue aproximadamente el 50% de la actividad que presentaron los
nédulos generados con la cepa silvestre (Fig. 7). No obstante esta disminucién en los niveles de
actividad, no observamos diferencias en cuanto 2l nimero, tamaiio y forma dc los nédulos
generados en las raices de las plantas inoculadas con la cepa CE3 o con la cepa CON43.
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Figura 7. Actividad especifica de nitrogenasa de nédulos de frijol generados con las cepas de K. erli CE3, CON13
(cyaA), CON23 (cyaB), CON31 (cyaC) y CON43 (cyaAcyaB). La actividad de nitr fue analizada i el
ensayo de reduccién de acetileno en nédulos de plantas de 25 dias postinoculacién. La actividad especifica se reporta
como micromoles de ctileno producidos por hora por gramo de peso seco de nédulos. Los valores graficados
corresponden al promedio de la actividad de los nédulos de 10 plantas analizadas en el caso de las cepas CE3 y
CON43 y de 5 plantas para ¢l caso de las cepas CON13, CON23 y CON31.

LOS GENES cya DE R. etli POSEEN PATRONES DE EXPRESION DIFERENCIAL

Construccién de fusiones transcripcionales cya::LacZ

-Para estudiar el patrén de expresién de los genes cya de R. etli, gencramos fusiones
transcripcionales de los tres genes con cl gen reportero lacZ de E. coli e integramos dichas
fusiones en ¢l genoma de la cepa CE3 de R. etli. Las fusiones transcripcionales se construyeron
empleando los plismidos pEVSm y pE2 e insertando un cassette Km-lacZ, en ambas
orientaciones, dentro de las regiones codificantes de las AC's. El gen lacZ de esle casselte carece
de un promotor, por lo que solo puede ser transcrito cuando se encuentra orientado en la posicién
adecuada con respecto a un promotor externo (Kokotek y Lotz, 1989). La figura 5 muestra los
sitios donde el cassette fue insertado dentro de los distintos genes. Las distintas construcciones se
subclonaron en el vehiculo pWS233 y posteriormente se transfirieron de la cepa S17.1 de E. coli
a la cepa CE3 de R. edli. El pWS233 nos permitié scleccionar aquellas cepas en las que el gen
silvestre fue sustituido por la fusién transcripcional (Selbitschka ¢f al., 1993). El genotipo de las
distintas cepas fue analizado mediante hibridaciones tipo Southern. L
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Anilisis de 1a expresién de los genes cya de R. etli
La acli\}idad de B-galactosidasa se ensayé a partir de crecimientos exponenciales de las distintas
mutantes cultivadas en las siguientes condiciones de crecimiento: medio rico (PY), MM
: suplénwntado con fuentes de carbono glucoliticas o gluconeogénicas. Inicialmente notamos que
- tanto la cepa parental (CE3) como las cepas CON22 y CON32, que poseen ¢l cassette insertado
en contrasentido de la transcripcién de cyaA y cyaB, respectivamente, presentaron niveles
actividad de 3 ~galactosidasa muy reducidos en todas las condiciones ensayadas. Incluso en los
crecimientos en presencia de lactosa como tinica fuente de carbono, la actividad generada por la
cepa parental fue muy baja (Fig. 8). Por esta razén asumimos que la actividad de B—galactosidasa
producida por el resto de las cepas refleja la actividad del promotor de cyad y cyaB. Los niveles
de actividad de B-galactosidasa de las cepas CON11 y CON21, que tienen insertado el cassette
Km-lacZ en el sentido de la transcripcién de cyaA y cyaB, respectivamente, fueron
consistentemente mds clevados que los niveles que presentd la cepa parental. En la figura 8
observamos como los niveles de actividad de B-galactosidasa que exibié la cepa CONI11
oscilaron dependiendo de la fuente de carbono suplementada al MM. Cuando la cepa CON11 se
cultivé en medios con fuentes de carbono glucoliticas, como galactosa y maltosa, presentd
mayores niveles de actividad de B—galactosidasa (~750 unidades) en comparacién con los niveles
de actividad que mostré cuando se crecié en fuentes de carbono gluconeogénicas como succinato
o piruvato (~350 unidades). Por otra parte, los niveles de actividad de 3-galactosidasa que exibié
la cepa CON2! se mantuvieron constantes (~300 unidades) en todas los medios de cultivo
empleados. Estos resultados nos indican que los genes cyaAd y cyaB de R. etli poseen patrones de
expresion diferencial. Mientras que la expresidn del gen cyaA depende de la fuente de carbono
empleada en el medio de cultivo, la expresién del gen cyaB es constitutiva.
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Figura 8. Expresion de los genes cva de R. edi. Las cepas CE3 (WT) [J. CONIL (cyaA-IacZ)% . CON2! (cyaB-
lac?) y CON3I (cyaC-lacZ) .; fucron crecidas en medio minimo suplementado con fuentes de carbono
glucolilicus'(A) o gluconcogénicus (B). La actividad especifica de f3-galactosidasa se reporta como nanomoles de o-
nitrofenol producidos por minuto por microgramo de proteina.
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Tabla 10. Cepas bacterianas y plismidos émbléndos n t;Sl(.f trabajo.

Cepas y Pldsmidos

E. coli
HB!O!

DHS5a

S17-1

“wialito
CON!
< Reetli

Plasmidos
pBluescriptlISK
pWS233
pKOKé6
pBLS193
pBLS128
PRKACEc
pEVSm
pWSEVSmTe
pWSEVSmlLacZs
pWSEVSmlLacZe
pE2
pWSE2Km
pWSE2LacZs
pWSE2LacZe

Descripcion

F-, hsdS20, IeuDG pmAZ.Ihy-I lacYl, :upE44 arald,
galK2, xyl5, rps120, recAl3

F-, hsdR17, thi-1, gyrA, AllacZYA- argl"). .rupE44. recAl
(fSOdAlacZMIS). relA

thi-1, proAZ recA, hsdR, hsdM RP4, 2-Tc:, 'Mu Km:: Tn U

Silvestre
W3110, cyaAKm.

Silvestre CFN42, Sm"

CE3, cyaA-lacZ (sentido)

CE3, cyaA-lacZ (contrasentido)
CE3, cyaAQTec

CE3, cyaB-lacZ (sentido)

CE3, cyaB-lacZ (contrasentido)
CE3, cyaAQKm

CE3, cyaAQTc, cyaBQKm

Replicén ColEl, Ap'

Replicén mobilizable ColEl, Gm', T¢', sacRB

Donador del cassette lacZ-Km*

Donador del QTc

Donador del QKm

pRK415 /rag. EcoR1 de 2.8 kb, codifica a cya de E. coli
pSK/frag. EcoRVISmal de 2.3 kb, codifica a cyad de R.etli
pWS233/frag. del pEVSm, pero cyaAQTe

pWS233/frag. del pEVSm, pero cyad-lacZ (sentido)
pWS8233/frag. del pEVSm, pero cyaA-lacZ (contrasentido)
pSK/frag. EcoRl de 2 kb, codifica a cyaB de R.eili
pWS233/frag. del pEVSm, pero cyaBQKm

pWS233/frag. del pEVSm, pero cyaB-lacZ (sentido)
pWS233/frag. del pEVSm, pero cyaB-lacZ (contrasentido)

Referencia

: Bbyer y Roullan-Dussoix
(1969)

o Hannhun (1983)

'Slmon etal (1983)

Dra. Carmen Gémez
Este trabajo)

Noel et al. (1984)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Stratagence
Selbitschka et al. (1993)
Kokotek ef al. (1989)
Alexeyev er al. (1995)
Alexeyev et al. (1995)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Adenylate cyclases (ACs) catalyze the formation of 3',5'-cyclic AMP (cAMP) from ATP, A novel AC-encoding
gene, cyaC, was isolated from Rhizobium etli by phenotypic complementation of an Escherichia coli cya mutant.
The functionality of the cyaC gene was corroborated by its ability to restore cAMP nccumulnllun in an E. coli
cya mutant. Further, overexpression of a malE:cyaC fusion protein allowed the d of ifi AC
actlvity levels in cell extracts of an E. coli cya mutant, CyaC is unrelated to any known AC or to any other
protein exhibiting a currently known function. Thus, CyaC represents the first member of o novel class of ACs
(class VI). Hypothetical genes of unknown function similar te cyaC have been Identified in the genomes of the
related bacterial spectes Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, and Agrobacterium tumefaciens, The cyaC
gene s cotranscribed with a gene similar to ohir of Xanthomonas campestris and Is expressed only In the presence
of organle hydroperoxides. The physlological performance of an R. eli cyaC mutant was indistinguishable from

Vol. 184, No. 13

that of the wild-type parent straln both under free-living conditions and during symblosis,

Cyclic AMP (cAMP) is widely distributed in prokaryotic and
cukaryotic organisms and plays a central role in the regulation
of diverse cellular functions. In cukaryotic cells, increased lev-
cls of cAMP regulate enzyme activities, channel activitics, and
gene expression, mainly via cAMP-dependent protein kinases
(22). In some prokaryotes, such as Escherichia coli and other
entcrobacteria, cAMP regulates gene expression when bound
to its receptor protein (CRP) (for a review, see reference 27).
In other bacteria, however, the mechanism through which
cAMP acts remains unclear.

Adenylate cyclases (ACs) are the enzymes responsible for
the synthesis of cAMP from ATP and have been classified into
five classes according to their evolutionary relationships. Class
1 embraces the ACs of enterobacteria, the enzyme from £. coli
being the best-known member of this class. Class II includes
the calmodulin-activated toxins from Bacillus anthracis and
Bordetella pertussis. Class 111 (the universal class) contains ACs
or guanylate cycluses (GCs) from eukaryotic and prokaryotic
organisms, and class IV It AC2 of A, hy-
drophila encoded by the a8 gene, which has close sequence
similarities to proteins of hyperthermophilic archacbacteria
(13, 46). The recently identified class V is compriscd of one AC
from the strict anacrobic bacterium Prevotella numinicola (11).
All five classes of enzymes arc present in bacteria, while in
cukaryotes, only enzymes belonging to class Il have been
described. Recently, the crystal structures of the catalytic do-
mains of mammalian class 111 ACs have been solved (50, 60).
Based on these structures, on modeling studies, and on other

Eoalucd
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mutational analyses, essential residues required for substrate
binding (ATP) and catalysis have been identified (32, 51).

In rhizobia, cyclic nucleotides such as cAMP and cyclic GMP
(cGMP) have becn implicated in some metabolic functions. In
Brad)rlnzubmm /apumcum it h.xs br:cn suggested that cAMP
particif in reg ion, since the ad-
dition of this compound to cultures decreased the specific
activities of glutamate synthase and glutamine synthetase (54).
In the same organism, malate and other tricarboxylic acid cycle
intermediates repressed hydrogen uptake and glutamate utili-
zation when glutamate is utilized as the sole source of carbon
and nitrogen. The addition of exogenous cAMP alleviates this
inhibition (30). In B. japonicum, growth and ex planta nitro-
genase activity were inhibited when 100 uM cGMP was added
to the culture media (23, 31). In Sinorhizobium meliloti, an
apparcnt catabolite repression-like phenomenon has been de-
scribed in which the addition of succinate (the preferred car-
bon source) causes the immediate repression of B-galactosi-
dasc activity in cells growing in lactose. Unexpectedly, cAMP is
not involved in this repression (53).

The clucidation of the physiological role of cAMP and
c¢GMP in Rhizobiten has been difficult, since multiple ACs have
been identified: two in B. japonicum (10, 19) and three in S.
meliloti (5, 6, 43). However, analysis of the recently sequenced
genomes of S. meliloti and Mesorhizobium loti has shown that
these organisms contain genes coding for 26 and 12 different
ACs/GCs, respectively. All of these predicted proteins present
catalytic domains similar to those found in class 11 cnzymes
(18, 24).

With the aim of reaching a deeper insight into the role of
cAMP in Rhizobil we have isolated several AC (qu) genes
from Rhizobium etli by functional complementation of an £
coli cya mutant strain with a genomic library. In this study, we
present the isolation, sequencing, functional characterization,
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TABLE .. Bacterial strains and plasmids used in this slndy

<A NEW ADENYLATE CYCLASE CLASS 3561

Strain or plasmid

Genolype

;. Source or reference

Strains
Escherichia coli ;
wio Wild type C. Gémez
CONt1 W3110, A(cya-1400)::Km - This work "
SPRs0 reldl spoT A(cya-1400):Km thi-l €14~ A= 43
HBI F~ hsdS20 leuBB6 proA2 thi-1 lacYl supEd4 aruN gall\Z ,\ylS -8
rpsi20 recAld : )
DHSa F= hsdR17 thi-1 7A A(lacZYA-argF) supEd4 recAl 2|
(b80dAIacZM 15) reld .
S1741 thi-1 proA2 recA hsdR hsdAf RP4.2-Te:Mu-Km:Tn? 45
Rhizobium edi
o Wild-type Sm' derivative of CFN42 7
CON31 CE3 eyaC:lacZ “This work
CON32 CEJ cyuCilacZ This work
CONd40 CE3 ohr1Km ‘This work
Plasmids
pLAFR1 Broad-host-range IncP2, cosmid, Te' 17
pRK2073 Helper plasmid, Sp’ 15
pRK4LS Broad-host-runge IncP cloning vector, Te' 25
pBlucscriptlISK+ ColE1 replicon, cloning vecior, Ap' Stratagene
pWS233 Mobilizable replicon ColEt, Gm* Tc‘ sacRB 4?2
pKK233-3 ColEl replican, expression vector, Ap' Stratagene
pMAL-c2X ColE?! replicon, expression vector, Ap* New England Biolabs
pKOK6 lacZ-Rm' interposon in pKOK4, Km' Cb* 26
pBLS128 0Km donor 1
PRKOhr pRKA41S derivative containing PCR product with ohr gene This work
and its upstream region
p33i0 pBluescriptlISK + derivative carrying 2.9-kb Sall fragment ‘This work
containing the R. etli cyaC gene
p33N0m pBluescriptl ISK + derivative carrying 2.9-kb Sall (ragment ‘This work
containing R. etli cyaC gene, but with single base
mutation (G2316C)
p3310CyaCKm P3N0 derivative, but with R. erli puC gene interrupted by “This work
a IKm
. p33100hrKm p3310 derivative, but with R. etli ohr gene interrupted by This work
f1IKm .
pKKCyaC pKK233.3 derivative containing PCR product with R, etli This work
cyaC gene . -
pMALCyaC pPMAL-c2X derivative containing 'CR product with K. eti This work .
cyaC gene fused to E. coli malk gene -
pRKACEe pRR415 desivative carrying 2.8-kb EcoR[ fragment This work
containing £. coli W30 cyu gene
pWSACEcKm pWS233 derivative catrying L,ummu: fragment of 8 kb from This work
SP850 strain with A(eywe-1400)::K
pWSCyaClucl PWS233 detivative catrying same mﬂcn as p3310m, but This work
with cyuC gene fused o lucZ in direct orientation
pPWSCyaClac2 pWS233 desivative carrying same insert as p3310m, but “This work

with ¢yaC gene fused 1o lucZ in inverse otientation

and expression analysis of the owC gene of R. eii CE3. The
deduced protein product of gyaC gene does not contain canon-
ical motives or signatures resembling those of any other ACs
reported, indicating that it defines a new class of ACs, class VI

MATERIALS AND METHODS

Bacterial stralns, plasmids, and medla. The plasmids and strans used in this
sudy are described in Table 1. £ colr strains were grown at 37°C i Luria-
Hertani, MacConker’s, of MY mimmal medium with differem sugars (tactose,
maltose, galactose, of azabinose at 1%0). Rhczobiarm steains were grown ut MPCin
PY (37) or mimimal medium (MM) (16) containing 10 mM NIT,C1 as a nilrogen
source and the sole carbon source &t a concentsation of 10 mM Batch cubtures
of R el cells were grown aceording 0 the method of Encarsaaon and comork.

ers (16). Culture growth was estimated as the total protein content by using the
Lowry method (33} Swarming soft-agar plales for E. coli contained 1% yeast
eatract, 0 8% NaCl, and U.3% agas. Swarming soft-agar plates for R eidi con-
tained MM plus 0 D05%- yeast eatract, 0.028% agar, and 10 mM succinale as the
carbon soutee. When required, antibiotics were added in the following fina)
ine, 1 pgml; icillia, 100 pgml; in, 30
upml; gentamicin, W wp/ml, 25 ugmt; in, 100 pg/mt;
lteptamycin, HWO pg/ml
DNA oanlpulstions. Standard DNA manipulations wete carried out as de.
sitibed previusly (41). Restristion enzymes, T4 DNA ligase, and Tag DNA
were from Hiolech. All enzynws
wzv: used according to the suppher's recommendations. Cosmids were intro-
duced jnto £ cob by clectroporation as reported by Kubicka and Kramaric (28).
Constructlon of an £, coli WH 10 cya mutant. In the £ coli SPESU strain, most
of the cva coding sequence has been replaced by a kanamycin resistance inter-
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poson (Acya-1400:Km) (43). To create the £ coli W3I10 cya mutant, the
genomic DNA of SPHS0 was digested with EcoRl, and the mutation
(Acya-1400::Km) was subcloned into the conditionally Icthal plasmid pWS233
(42), exploiting the kanamycin resistance. The resulting plasmid, pWSACEcKms,
which harbors a genomic fragment of & kb, was transformed into £ coli sirain
W3110, and one-step double recombinants were sclected by the method de-
scribed by Sectbitschka and coworkers (42). The cya mutants were selected as
golden colanies able to grow in MacConkey medium plates supplemenied with
lactose as the carbon source. The genatype of the resultant strain, CON1, was
verified by PCR and Southern analyscs. Strain CON1 showed the expected
phenotype for a cya mutant (data not shown).

The cya gene of £. cofi strain W3310 was isolated by PCR amplification with

1. BAcTERIOL.

Beck! GS-1R ifuge (t I and the sup was
kept frazen for further AC assay.
AC was esti d by the U method de by Salomon and

coworkers (40) by incubatin, atiquots of S0 ug of protein for 20 min at M°C. Fur
the optimum pH d i inuti of bulfers ining either 40
mM Ttis, 20 mM morpholinecthanesulfonic acid (MES), or 20 mM morpho-.
linepropanesutfonic acid (MOPS) were adjusted to the desired pl and wsed
during the incubation.

Construction of ¢yaCilacZ ir h fusions. A lacZ-Km
interposon (26) was inserted in both orientations into the coding regions of the
putative R etli cyaC gene hasbored in plasmid p33I0. Because this plasmid
lacked a suitable single restriction site for the insenion of the interposon, a Pt

e H

specific primers derived from the i E coli cyu
{(GenBank accession no. K02969) (3"-GTCATTATCATCCGTGGT-3' and 5'-A
GTITCCGCFAAGATT-3). The amplification product of 2,957 bp, harboring
the whole cya gene and its promoter region, was cloned into the medium-copy-
aumber plasmid pRK415 (15) to generate plasmid pRKACEC.

[& analyses. Individual clones from an R etli sizain CLE3
genomic library cloned in pLARF1 wete conjugally maled into E. coli cya strain
51850, with plasmid pRK2073 as a helper. A mixiure of overnight cultures of £,
coli SP8SG and HI101(pRK2073) strains (50 ul cach) was spread onto Luria-
Bertani agar plates. Approsimately 1,200 clones from the library weee then
individually streaked onto these plates and incubated overnight at 37°C. The
mated clones were subsequently replicated onto selective agar plates (MY plus

site was i i by vl is near the

codon of cyaC according 10 the method of Ali and Sicinkasserer (2). In the
oligonucleotides used (3'-GGTTGCCTGCAGTTCGG-3 and §'-CCGAACTG
CAGGCAACC-3"), the Ser 250 TCC codon was replaced with a Cys TGC
codon. The resulting gene was sequeniced to ensure that only the desired change
had beea introduced. Finally, the fucZ-Km interposon was insesied in this site in
bath ori i These ions were then subcl into the il
suicide vector pWS233, The resulting plasmids (pWSCyaClLac! and pWSCya-
Clac2) wete conjugately transf from the broad-h: ge-mobilizing £
coli strain $17-1 (45) into R. esli. Double tecombinant derivatives were obtained

ibed b .

factosc as carbon source) and incubatcd at 37C uniil colony
Positive transconjugants were retested in the E. coli cya mutant strain CON1.
DNA sequencing and blolaformatics. Double-stranded templates were se-
quenced manually by the dideaxy method with the Thermosequenase kit from
ia Biotech. Si ing reaction mixtures were electropho-
tesed in 6% polyacrylamide—8 M urea gets in a Bio-Rad Sequi-gen scquencing
apparalus. Routine sequence analysis was accomplished with the Genctics Com-
puter Group suite (version 8) and the GeneWorks suite {release 2.5; InielliGe-
netics). Nucleotide and deduced amino acid sequences were compared to those
deposited in the GenBank nonredundant database by using the Blast 2.1 algo-

as y hka and (42). The correct genolype of the
resultant murant strains was venified by Southern analysis.

E of p-gal actlvity. The B-gal. activity from sam-
ples (1 ml) of bacterial cullures was esti us previously {55).
Specific activities are teposted as of O-ni pet

minute per microgram of culture protein. Activity values n'm- the :nun of thiee
independent samples.

Expresslon of the cyaCidacZ fuslons In the prexsence of cumene hydroperoalde,
The MIC of cumene hydrop ide was o ined by ing the growth of
the wild-type CL3 strain at conventrations of this compound ranging from 50 to
600 wM. An inhibitory effect was observed when cumene hydroperoxide concen-
trations above 300 pM were used (data nat shown). Cultures of R etli sirains
growing ially in MM succinate plus chloride (150 ml) were

1 ncbi.n-

rithm at the National Cenler for Bi (http
Im.nih.gov/BLAST/) (4) The assessment of Iransmembrane regions in the pre-
dicted CyaC protein was carried out with the programs PSORT (36) (hup/psort
nibb.acjp), TMHMMM (47) (httpsiwww.chs.du.dkiservices/ TMIMM-1.47),
HMMTOP (52) (http://www.cnzim.hi ). DAS (12) (hutp biokemi

challenged with 300 uM cumene hydroperoxide (Sigma). Samples of the cultures
(1 ml) were taken at diffesent times after the challenge, their B-galactosidase
activity and protein content wese estimated as previously described, and protein
content was cstimated as previously described.

! snd nitrogen Aaatlon assays. Sierile Phaseolus vulgaris ov. Negro

su.se/~server/DAS/), and TopPred (56) (http: biokemi.su.se/~ser
ftoppred2toppredSecver cgi).

Locallzation uf the cyaC gene. Genomic DNA from R etli strains cured of cach
one of the endogenous megaplasmids was digested with the appropriate restric-
tion enzymes, electrophoresed in [% agarose, bloited onto pitroceliulose, and
hybridized sgainst a aC internal probe with the Rediprime kit and Rapid-hyb
buffer from Amersham.Pharmacia Biotech. R etli plasmid profiles were obtained
by the in-gel lysis method of Wheatcroft and coworkers (57), blotted onto

and hybridized as di above.

CAMUD determination and estimation of AC activity. The cAMP content in ccll
extracts was determined by using the cyclic AMP Y Assay System kit from
Amersham-Pharmacia Biolech (48). To delermine the cAMP content in E. coli,
cells were grown in MY MM supplemented with 1% lactose and 0.1% Casamino
Acids, To determine the cAMP content in R effi, cells were grown in MM
supplemented with succinate. In both cases, 10-mt samples from exponentially
growing cultures were boiled for 10 min Extracts were thea centrifuged to
remove cell debtis and lyophilized. Dricd residues were resuspended in 0.5 ml of
assay bufler and assayed for cAMP according 10 the supplier’s protocol.

The AC activity of CyaC was measured in cell extracts of the £ coli CON)
sitain overexpressing MBP-CyaC, a fusion protein formed by the maltose bind-
ing protein and CyaC. The quC coding sequence was amplificd by PCR with the
oligonucleotides $"-GGAATTCATGAGCAACAGCCAG-3Y and 5'-GGAAGC
TTGATCCAGCGCGCGCTGCCG-3', which contain the restriction sites EcoR1
and Mindlll, respectively. The PCR product was digested and then claned into
the pPMAL-c2X expression vecior (New England Biol.abs), yielding the plasmid
pMALCyaC, which contained the intact «yaC gene fused to malE, thus encoding
the MBP.CyaC fusion proicin. CONI cells harboting pMAL-c2X or pMALCyaC
were grown in 100 m) of LB medium supplemented with 0.2% glucuse ta an
uptical density at 60 nm (ODyy) of U5, and then 0.5 mM isopropyt-v-thioga-
lactopytranoside (1PTG) was added to the medium. After 2 h, the bactesial cells
were harvested by centeifugation and washed with 20 mM Tris-HCT (plf 7.4)
buffer containing 2 mM NaQ, 1 mM EDTA, 10 mM p-mercapioethanol, and
1 mdt i itol and I\ by i in 10 ml of the same buffer. The
cell extract was centrifuged for 20 ntin at 13,000 rpm with a FUG30 rulor in a

Jamapa seedlings inoculated with the R esli steains were grown in pots with
vermiculite-Fahracus medium, free of combined nitrogen. R erli strains used as
inacula were grown for 18 hin PY medium, washed twice with 100 mM MgSO,,
and difuted to an ODyu of 0.05. Groups of four plants were examined to

i i activity by the i method at 24 days after

inoculation (9).

d flon number. The sequence of the plas.
mid p3310 insert was determined and deposited in GenBank undes accession no.
AF299113.

RESULTS

Isolation of the R. erli cya genes. To isolate the cya genes of
R. edli, a cosmid library was introduced by conjugation in to an
E. coli SP850 strain (Acyva-1400::Km) (43). Four transconju-
gant colonies were sclected based on their ability to grow on
M39-lactose agar plates (e * phenotype). To confirm the ava®
phenotype conferred by the cosmids, they were isolated and
introduced into another E. coli cya mutant strain, CONI.
Transformants were tested for three unrelated cAMP-depen-
dent traits: growth on MacConkey plates supplemented with
different sugars, motility in swarm plates, and sensitivity to
fosfomycin and scrine (3, 14). All four cosmids were able to
rescue the gya phenotype of the E. coli CONI1 strain (data not
shown), indicating that all of them encode at least one protein
with AC activity. Restriction analyses confirmed that all cos-
mids were diflerent (data not shown). In this communication,
we present the characterization of one of them, which we
named c934.
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To localize the cya gene encoded in clone ¢934, pure cosmid
was fragmented with different endonucleases, and all frag-
ments were individually cloned into the pBluescriptlISK + vec-
tor. Recombinant plasmids were transformed into the E. coli
CON1 cya strain and spread onto MacConkey-lactose agar
plates. Several red clones were selected, and onc of them,
p3310, which harbored the smallest insert (a 2.8-kb Sall frag-
ment), was selected for further analysis. Moreover, the com-
plemented strain with p3310 was able to produce up to 40% of
the cAMP level detected in the W30 wild-type strain, dem-
onstrating that this plasmid encodes a cya gene (Table 1), No
¢GMP accumulation could be detected in the complemented
strain (data not shown). Hybridization experiments indicated
that this gene is maintained as a single copy in the chromo-
some.

ORFC encodes an AC gene. Figurc 1A shows a scheme of
the three (ORFs) identified within the nucleotide sequence of
the plasmid p3310 insert fragment: two of them arc on the
same DNA strand (ORFB and ORFC), while the third one was
encoded in the opposite strand (ORFA). ORFA, which lays
truncated at the 5* end of the p3310 insert, encodes a polypep-
tide that shows weak similarity to proteins having methyltrans-
ferase activity. ORFB c¢ncodes a protein of 131 amino acid
residues. The ORF was named ohir, given its significant simi-
larity to the gene coding for the organic hydroperoxide resis-
tance Ohr protein of Xanthomonas campestris (34). Similarity
searches with the predicted product of ORFC against trans-
lated GenBank sequences revealed a high similarity to hypo~
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GEIDFGLHRQS (positions 288 to 298 in CyaC), which is
almost identical to the ATP binding motif previously proposed
by Peterkofsky and coworkers (39), suggesting that this region
could be involved in ATP binding. None of five different com-
pul.ﬂlonal prediction methods that were used to assess the

of tr branc in CyaC reported signif-
icant results, which suggests CyaC is cytoplasmic.

Catalytic properties of CyaC. To investigate the biochemical
propertics of CyaC, we overexpressed an MBP-CyaC [fusion
protein in the E. coli CON1 cya strain, and the AC activity was
estimated in ccll extracts (as described in Materials and Meth-
ods). Extract samples were electrophoresed on a sodium do-
decyl sulfate-polyaciylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
gel (8% polyacrylamiide) and stained with Coomassie blue, and
aninduced band at the position corresponding to the predicted
molecular weight of the MBP-CyaC fusion protein was visible
(data not shown). No AC activity was detected in cell extracts
from E. coli CONI harboring the pMAL-c2X vector. The op-
timal pH for CyaC activity was 9.5. The initial velocity of
cAMP production by MBP-CyaC was dependent on Mg-ATP
concentration (data not shown), with an aflinity (K,,) of 0.97 =
0.08 mM and a maximal specific rate of 3.2 = 0.14 nmol min~!
mg of protein™'. GTP was found to be a competitive inhibitor
for the ATP binding site. These data substantiate the identity
of CyaC as an authentic AC.

Transcriptional analysis of cyaC. To detcrmine the expres-
sion profile of cyaC, transcriptional fusions of this gene with
lacZ were constructed and integrated into the R. etli CE3
chrg ome by homologous marker as described in

thetical genes that code for proteins of unknown i in
the recently published genome sec s of the related bac-
teria M. loti, S. meliloti, nnd Agrobaclclimn tumefaciens. None
of the three ORFs identified in p3310 showed similarity to any
known AC,

To identify which of the ORFs in plasmid p3310 encodes an
AC, an QKm cassette was inserted within ORFB (ohir) or
within ORFC; no insertion into ORFA was performed, since it
was naturally inactivated by truncation. Both insertions pre-
vented the complementation of the £. coli CONI strain by
p3310, suggesting both ORFs are organized in a single tran-
seriptional unit. A plasmid containing only ohr and its up-
stream region (PRKOhr) was unable to complement the £, coli
cya phenotype, indicating that ORFC is the gene responsible
for the complementation.

To further demonstrate that ORFC encodes an AC, a PCR
product containing the coding region of ORFC downstream
from a consensus E. coli ribosomal binding sequence was
cloned into the cxpression vector pKK223-3 under the controt
of the Prac promoter, yielding plasmid pKKCyaC. This plasmid
was able to complement the £. coli CONI strain under both
induced and noninduced conditions. This result indicates that
ORFC encodes an AC and that the background expression
level under noninduced conditions suffices to rescue the ge-
netic defect of the E. coli CONI strain. Accordingly, ORFC
was designated guC.

The CyaC homolags were identified in the chiomosome of
M. loti (24), in the ciscular chromosome of A. tumefaciens (58),
and in the S. meliloti symbiotic plasmid B (18). These se-
quences were highly similar to that of CyaC, as can be seen in
Fig. 1B (42 to 45% identity). Conservation is especially evi-
dent over discrete regions, one of them being the sequence

Materials and Methods, producing strain CON31 (gyaC::lacZ)
and the control strain CON32, which harbors the fusion in
inverse orientation. The B-galactosidase activities of slrams
CON3t and CON32 were ed in MM suppl
wnh lactose, maltose, galactose, sucrose, glucose, pyruvate,
acetate, or glutamine as the sole carbon source., The
B-galactosidasc activities of fusion strains CON31 and CON32
were low and indistinguishable from the endogenous activity of
the wild-type strain, CE3, under all conditions tested. To fur-
ther explore other conditions that might result in cyaC induc-
tion, strains CE3 and CON31 were cultured in MM supple-
mented  with succinate  and  subjected 10 diverse  stress
conditions, such as heat shock (42°C for 2 min), osmotic shock
(300 mM NaCl), or oxidative insult (200 oM hydrogen perox-
ide). The biomass yields and growth rates of bath strains were
simitar in all treatments, The B-galactosidase activities of bath
strains were estimated at different times after exposure to
stress conditions; no differences between the activities of cul-
tures with treatment and those without treatment were found
{data not shown).

We suggested above that ¢aC forms an operon with ofir, the
product of which has been shown to confer resistance to or-
ganic hydroperoxides in X. campestris (34). Furthermore, the
expression of the Xl campestris ohr gene is induced in the
presence of organic hydroperoxides (34). In order to evaluate
the expression profile of the R. etli ohir-quC operon, the B-ga-
lactosidase activities of mid-exponential cultures of the wild-
type CE3 and the CON31 (¢paC:lacZ) strains were deter-
mined in the presence of 300 oM cumene hydroperoxide (Fig.
2). As expected, the B-galactosidase activity was induced in the
CON31 strain culture, but not in the wild type. The response of
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FIG. 1. (A) Physical and genetic map of the insest in p3310. Open arrows indicate the pusitions of complete ORFs. The position of the
incomplete ORF is indicated by an open rectangle, and the arrow located within ind the d of i Open triangles indicale

the positions at which {1 interposons were inserted. A black triangle indicates the position at which lecZ-Km cassettes were inserted. A small gray
black triangle marked with letter P indicates the position where Pstl was generated. (B) Protein sequence alignment of the R enli CyaC and the
three homologous proteins found in the databases: M. fofi, protein identification no. BABSO193.1: 8. melilori, protein identification no.
CAC49159.1: 4. ofe ts, protein identi ion no. AAKBSO18.1; and R edli, accession n0. AF299113. Amino acid residues identical in at least
theee of the sequences are shown in open boxes, and conservative substitutions are shaded in gray. The asterisk indicates the position of a scrine
in CyaC, which was changed to cysteine by site-specific mutagenesis. The amino acid residues that poteatially confiem an ATP binding site, as
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FIG. 2. Induction of the cyaC-lacZ fusion in the presence of 300 pM cumene hydroperoxide (CHP). Open symbuls repr:scm pmleln ylelds as
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the cyaCi:lacZ [usion to cumene hydroperoxide was very fast;
10 min after cxposure, the B-gahclosidasc activity increased
5-fold and within 1 h had risen up to 10-fold. There was no
gnifi differcnce b the growth rates of the cumene
hydroperoxide-treated and control cultures.

Taken together, these data suggest that while gaC is in-
duced by cumene hydroperoxide, it does not seem to partici-
pate in the resistance phenotype against this compound. To
asscss the physiological role of Ohr-CyaC in R. etli, we evalu-
ated the effect of different cumene hydroperoxide concentra-
tions upon the growth rates of the wild-type CE3, CON31, and
CONA0, an ohir QKm mutant strain. No differences were found
amoung the biomass yiclds and growth rates of all three strains
when subjected to the same treatment (data not shown). Ex-
posure to organic hydroperoxides during the R. etli life cycle
might be limited, with the exception of nodule establishment,
when the bacteria get cantact with plant roots, which excrete

utilization of glycolytic (maltose, glucose, lactose, galactose,
and sucrose) or nonglycolytic (pyruvate, succinate, acetate, and

1 inc) carbon was cval d. Strain CON31 grew
in alt of these carbon sources at the same rate as the wild- -type
strain, suggesting CyaC is dispensable for carban source utili-
zation, in contrast to E. coli, in which Cya is nccessary for the
utilization of carbon sources other than the preferred source,
glucose (38; data not shown). In E. coli, Cya is also required for
motility; however, when strain CON31 was tested in swarm
plates, no differences were observed in comparison to the wild-
type strain.

‘To assess if the symbiotic abilities of the gaC mutant were
affected, bean plant secdlings were inoculated with strain
CONB31 or the wild-type strain. After 24 days, nodule morphol-
ogy and nitrogen-fixing activity were evaluated. No significant
differences were found between the nodules induced by the
mutant stzains and those elicited by the wild-type strain nor
b the nitrog activities of root systems inoculated

hydrogen peroxide and organic hydroperoxides as a def
strategy against pathagens (7). The effect of bean plant root

wnh cither strain (data not shown).

cexudates upon ohr-cyaC operon expression was eval d. Un-
expectedly, no difference was found between the B-galactosi-
dase activities of strain CON31 whether in the presence or
absence of bean root exudates (data not shown).
Physiological role of R. etli CysC. To assess the physiological
role of CyaC in free-living R. etli cells, several approaches were
undertaken. In the first place, the requirement of CyaC for the

¢ is the preferred carbon source for rhizobia and
exerts catabolic repression over other carbon sources, includ-
ing glucose (36). In the wild-type R. etli strain CE3, cAMP
accumulation is similar, whether grown with succinate or glu-
cosc as the carbon source, suggesting cAMP levels are not
involved in catabolic repression, in contrast to E. coli, in which
cAMP levels mediate the catabolic repression of glucose (the
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TABLE 2. cAMP levels in different strains of £ coli and R. etli

cAMP levels
{pmoVmg of protein)

Strain® Carbon source

E. coli

coli
W3110 (wild type)

Lactose 318.18 = 32.3
CONI (cya mutant) Lactose ND*
CON1(pRKACEc) Lactose 650.25 = 42.8
CONI1(p3310) Lactose 12591 = 13.1
R etli
CE3 (wild type) Succinate 1763 = 1.9
Glucose 2214 = 1.7
CONS3! (cyaC mutant) Succinate 1715 £ 2.2
Glucose 1999 = L5

“ E. coli strains were grown in mm MY supplemented with 1% Jactose and
0.1% Casamino Acids. B e strains were grown in mm supplemenied with
succinate of glucose s carbon soutces. The cAMP conteat was determined from
samples of exponential growing cultutes. Each value is the average of three
independent expesiments.

#ND, not detecied.

preferred carbon source) over other carbon sources (Table 2).
To estimate the role of CyaC on cAMP accumulation, strain

J. BACTERIOL.

Il AC from Bordetella pertusis (29), class 111 AC from Myco-
bacterium tuberculosis (20), and class IV AC from A. hydrophila
(46) have been published. Here we report the preliminary
characterization of the novel class VI AC activity as an MBP-
CyaC fusion protein in cell extracts. Compared to members off
other AC classes, MBP-CyaC showed a reduced specific activ-
ity, although this might be due to the lack of purity of our
preparations. MBP-CyaC shares with the class IV AC from A.
fydrophila the peculiarity of having an alkaline optimum pH of
9.5 (46), but not its thermophilic properties, since incubation at
40°C sharply decreased the MBP-CyaC activity (data not
shown). GTP was found to be a competitive inhibitor for the
MBP-CyaC AC activity; whether it is a substrate, it is yettobe
characterized.

The carboxy-terminal region of CyaC is probably involved in
its catalytic function. An $252C mi i bolished
the CyaC complementation ability (data not shown). This po-
sition is invariant in the four homologous proteins mentioned
above. Also, a region highly similar to the ATP binding site
proposed by Peterkofsky and coworkers (39) is conserved in
the carboxy-terminal region of CyaC and its homologs (Fig. 1).
To date, six diffcrent classes of ACs have been deseribed. The
complexity of proteins with nucleotide cyclase activity suggests

CON31 was grown on MM supy d either with inate
or glucose as the carbon source, and the cAMP content was
determined. No differences were found between both carbon
sources or between strain CON31 and the wild-type cAMP
values, suggesting that CyaC is not required for cAMP synthe-
sis under the conditions tested (Table 2). *

DISCUSSION

ACs make up a large and complex family of proteins that can
be classified into five classes according to their evolutionary
relationships (11, 13, 46). Representatives of all five classes
have been identified in bacteria. In this work, we present the
isolation and characterization of a new class of AC, class VI,
encoded by ¢yaC of R. eili. The cpaC gene was isolated by
functional complementation of an E. coli cya mutant strain
with a cosmid library of R. etli CE3. Several cosmids were
isolated by this method: one of them encodes three ORFs.
ORFA, which lays truncated at the 5° end of the p3310 insert,
cncodes a polypeptide that shows weak similarity 1o proteins
having methyltransferase activity, The other two ORFs are
located in the same strand. The upstream ORF, named ORFB,
encodes a protein that is 36% identical to Ohr of X, campestris,
which is involved in the resistance to organic hydroperoxides
(34). The downstream ORF, named ORFC, encodes a protein
that has no significant similarity to other ACs or to signatures
related to this broad family of proteins. In this work, we
present evidence that ORFC encodes a navel AC. First, ORFC
was able to rescue different nonrelated phenotypes of two
different E. coli cya mutant strains. This ability was abolished
when ORFC was dissupted by insertion. Second, ORFC re-
stored the synthesis of cAMP in an E. coli cya mutant strain.
Third, cell extracts of an E. coli cya mutant strain comple-

that they arose by convergent evolution rather than by diver-
gence from an ancestral protein, as was previously described
(13, 46).

The physiological role of cAMP in members of the family
Rhizobiaceae remains clusive, d the continuous efforts of
several rescarch groups. Genetic approaches have been ham-
pered by the presence of multiple cya genes. The recently
published genomic sequences of Af. foti and S. meliloti allowed
the identification of at least 12 and 26 different ACYGCs,
respectively (18, 24). The physiological relevance of harboring
multiple nucleotide cyclases is poarly understood; however, it
is possible to argue that the activity and expression of each onc
these cyclases might be regulated in response to specific exter-
nal signals or to particular growth conditions, probably as a
consequence of belonging to different signal transduction path-
ways. This complexity might be the reason we were not able to
find a discernible phenotype for our cyaC mutant under any
condition tested.

The expression of cyaC could only be detected in the pres-
ence of cumene hydroperoxide, which triggers a significant
induction (approximately 10-fold) (Fig. 2). This result was not
totally unexpected, since ¢yaC is cotranscribed with a gene
named olir, the product of which is highly similar to the Ohr
protein of X, campestris, which is induced in the presence of
organic hydroperoxide (34). Plants increase the production of
oxygen-reuctive species as part of their defense strategy against
pathogens (7). Early nodule establishment stages can be con-
sidered similar to carly phytopathogenesis. Although this as-
sumption suggests that the transcription of the ohr-guC
operon might be activated by bean root exudates, we found no
evidence to support this assumption. Alternatively, we suggest
that ohir-cyaC operon expression can be induced in response to
the 2 lation of oxygen-reactive species as a consequence

mented with ORFC presented AC activity, For these re:
ORFC was named “cyuC,” which allowed us to propose its
product, CyaC, as the first member of a new class of ACs, class

The catalytic properties of class I AC from E. coli (59), class

of the higher respiratory rates required to sustain bacteroid
metabolism. However, the symbiotic capacities of an R. etli
cyaC mutant strain were not altered.

We were not able to find any discernible phenotype, cither

S
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for the olir or for the cyaC mutant strains in the presence of
cumene hydroperoxide. This might be due to the exi in

10.
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campestris ohr gene, the R. eili ohr-cyaC operon did not re-
spond to hydrogen peroxide, indicating that the transcription
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nome scequence of other members of the family Rhizobi
(data not shown).

The analysis of the whole genome sequences of three mem-
bers of the family Rhizobiaceae: M. loti (24), S. meliloti (18),
und A. tumefaciens (58) revealed the presence of genes of
unknown function coding for CyaC homologs. In none of these
cases is the R eili ohir-cyaC genetic organization conserved.
The presence of cyaC seems to be an exclusive trait of Rhizo-
biaceae, since no homologs could be identified in the genome
sequences of other alpha proteobacteria, such as Rhodobacter
sphaeroides and Caulobacter crescenius.

in enteric bacteria, such as E. coli, cAMP exerts its function
while bound to the regulatory protein CRP. The CRP-cAMP
complex is able to bind to specific DNA scquences and by this
means positively or negatively regulate gene transcription of
operons involved in fi such as bolite repression
(27). However, no CRP homologs can be detected i m lhc Bge-
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No obsumte que el AMPc ha sxdo mvolucrado en el control de diversos fenémenos en las
bacterias de la’ familia Rhizobiaceae, la carencia de cepas deficicntes en la sintesis de este
nucleétido han impedido dilucidar su funcién en este importante grupo de bacterias.

En este trabajo presentamos la caracterizacién molecular de tres genes cya (cyaA, cyaB y cyaC)
de la cepa CE3 de Rhizobiwm etli que codifican para distintas AC*s. Mostramos el estudio de la
expresion de los tres genes, el andlisis fenotipico de las mutantes de R. edli deficientes en cada
una de estas AC's y ¢l anilisis fenotipico de una doble mutante. El andlisis de las secuencias de
estos genes nos indican que dos de cstas AC's (CyaA y CyaB) pertenecen a la clase III
(Universal) de las AC's y que la tercera (CyaC) no muestra similitud con ninguna protefna antes
descrita en las bases de datos. En este trabajo demostramos que CyaC posee actividad de AC y
que por lo tanto conforma una nueva clase de AC’s, la clase VI. Los tres genes presentaron
patrones de expresidn diferencial, mientras que la transcripcién de cyaA se incrementa cuando R.
etli crece en fuentes de carbono glucoliticas, cyaB se expresa constitutivamente en todas las
condiciones de crecimiento analizadas, y cyaC solo se expresa cn presencia de hidroperéxidos
orgdnicos. El andlisis fenotipico de las mutantes sencillas de R. efli nos muestra que las tres AC's
son dispensables para el desarrollo de Ia bacteria en vida libre y en simbiosis con el frijol. Sin
embargo, la doble mutante cyaAcyaB3 generé nodulos en las raices del frijol que muestran una
reduccién notablemente (50%) en su actividad de nitrogenasa.

Los tres genes cya se aislaron mediante la complementacién funcional de una mutante cya de E.
coli con ADN procedente de un banco genémico de la cepa CE3 de R. edli. Los tres genes cya
complementaron de manera diferencial a la mutante cya de E. coli, particularmente cyaA y cyaB,
clonados en un vehiculo de alto ndmero de copias (pSK) complementaron todos los fenotipos
analizados en la misma cxtensién en que lo hizo el propio gen cya de E. coli, este tiltimo clonado
en un vector de mediano niimero de copias (PRK415). Los tres genes le permitieron a la mutante
cya de E. coli sintetizar AMPc en diferentes concentraciones (Tabla 7), particularmente la cepa
complementada con cyaA sintetizé mayor cantidad de AMPc que las cepas complementadas con
cyaB o cyaC. Los niveles de AMPc sintetizados por las cepas complementadas con los genes
cyaA o cyaB clonados en el pSK fueron 4 y 2.5 veces mayores, respectivamente, que los niveles
de AMPc sintetizados por lu cepa silvestre. Mientras que la cepa complementada con el cyaC,
clonado en el mismo vector, solo acumulé el 40% del AMPc sintetizado por la copia silvestre. Es
posible que los tres genes sc expresen en £, coli a partir de sus promotores indigenas y no por el
promotor PLac del pSK. Lo anterior es porque en los tres casos, los fragmentos de ADN se
encuentran clonados en ¢l pSK de tal manera que los genes cve estan orientados en direccién

opuesta al promotor PLac del vehiculo.
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El anéhsxs de las secuencias nucledtidicas, recientemente oblcmdas dc los genomas de M. ol S
meliloti y A. tumefaciens, logra identificar numerosos genes (12, 26 y 3 respecuvamente) cuyos i

. productos posecn regiones homélogas a las dominios catalfticos dc lns AC's de ln clase lll Asf,
: mismo, no se identificaron genes que codificaran AC's de otra clase (Kaneko et" :
- Galibert et al., 2001, Wood et al., 2001). En trabajos previos se. habx’an _clonado y caraclenzndo

tres de los genes cya (cyal, cya2 y cya3) de S. meliloti. Las AC’ s Cya'l 'y Cyn2 poseen en el‘
extremo amino, y In Cya3 en el carboxilo, un solo dominio catalitico propxo de las ciclasas de la
‘clase Il (Kiely er al., 1983; Beauve et al., 1990, Archdeacon er al., 1995 Shapyrova et al..
1999). La AC Cya3 presenta en ¢l carboxilo terminal cuatro secuencias repeudas similares a las
tetraticopeptidos (TRP's) presentes en proteinas eucariontes involucradas con la divisién celular.
Muchas de la ciclasas de S. meliloti y algunas de las ciclasas de M. loti poscen estos TRP's, Hasta
el momento, \inicamente en bacterias rhizobiaceas se han descrito este tipo de ciclcasas. La AC
CyaB de R. etli presenta gran similitud con la Cya2 de S. meliloti (similitud 65%, identidad 55%).
Ambas protefnas presentan en el extremo amino tres dominios transmembranales, que podrian
estar involucrados con la percepeion de estimulos ambientales que eventualmente regularan su
actividad. Tal es el caso de la ACG del eucarionte inferior Dictyostelium. Esta protefna tiene la
capacidad de percibir la osmolaridad extracelular y ajustar su actividad regulando de esta manera
los niveles de AMPc que a su vez controlan la germinacién de las esporas (Van et al., 1996). La
ciclasa CyaA de R. etli es una proteina citopldsmica que tiene parecido con otras AC's descritas
en otras bacterias, algunas Gram positivas, pero particularmente presenta una alta similitud (50%)
con la AC CyaA de la bacteria Stigmatella aurantiaca (Coudart-Cavalli et al., 1997),

El alineamiento presentado en la figura 6, nos muestra que CyaA y CyaB conservan los resfduos
cataliticos mds importantes para la catdlisis que llevan a cabo estas proteinas. Sin embargo y
sorprendentemente no conservan ninguno de los tres resfduos responsables de la selectividad de
substrato en las AC's o GC's (ATP o GTP). Para saber si estas protefnas tiene la capacidad de
sintetizar GMPc, medimos las pozas de este nucleétido en crecimientos exponenciales de las
mutantes cya de E. coli complementadas con las distintas ciclasas. Como se muestra en la tabla 8,
las cepas complementadas con los plismidos pEVSm (cyad) y pE2 (cyaB) sintetizaron GMPc, no
asi la cepa silvestre, ni la mutante cya, ni tampoco la cepa complementada con el pldsmido p3310
(cyaC). Los niveles de GMPc sintetizado por las cepas complementadas con los pldsmidos
pEVSm y pE2 fueron un 30% y 40%, respectivamente, los niveles de AMPc alcanzados por las
mismas cepas cn las mismas condiciones. Esto nos indica que no obstante que ambas ciclasas
tienen la capacidad de sintetizar GMPc, aparentemente producen mis eficientemente AMPc.
Alternativamente, podria pensarse que en E. coli hay limitaciones en la concentracién de GTP, es
decir, del substrato para la actividad de guanil ciclasas. Al igual que en el caso del AMPc, la cepa
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éomplememada con el plismido pEVSm presentd niveles dé GMPc més altos que los niveles
alcanzados pbr la cépa complémemnda con el plasmido pE2. Estos resultados nos indican que en
E. coli ambas protel‘nus tienen actividad dual, es decir, que tienen la capacidad de sintetizar
AMPc y GMPc. Es posible que cn R. etli ambas ciclasas sinteticen preferentemente AMPc, ya
que cuando medimos las pozas de GMPc producidas por la cepa silvestre CE3 encontramos que
los niveles de este nucledtido son notablemente mds bajos en comparacién con los niveles de
AMPc alcanzados por la misma cepa (Tabla 9). Alternativamente podriamos pensar que en R. erli
ambas ciclasas sintetizan tanto AMPc como GMPc pero que existe una fosfodiesterasa de GMP¢
tan activa que impide la acumulacién de este nucleétido. Incluso se podria pensar que el ensayo
empleado para cuantificar GMPc no es lo suficientemente sensible. En estudios previos se han
obtenido variantes de adenil ciclasas que pierden la especificidad por el substrato y se convierten
en ciclasas no selectivas. Sin embargo, alin no ha sido posible intercambiar totalmente la
selectividad de substrato de las adenil ciclasas (Sunahara er al., 1998). Hasta el momento, las
protefnas CyaA y CyaB de R, edli son los primeros ejemplos de ciclasas naturales con actividad
dual. Danchin propone que evolutivamente las AC’s y las GC’s de la clase 11, se generaron a
partir un ancestro comtn que presentaba actividad de ciclasa de nucleétidos purfnicos
trifosfatados incapaz de descriminar entre los posibles substratos. En este sentido es probable que
las ciclasas CyaA y CyaB pudicran estar en un proceso de definicién de su actividad y que el
ancestro comiin de las AC’s/GC"s haya sido muy parecido a CyaA y a CyaB de R. etli. Por otra
parte, cabe cuestionarse si ambas ciclasas tienen la capacidad de utilizar como substrato otros
nucleétidos prinicos trifosfatados, ademds del ATP y GTP, como el ITP (inosina trifosfato) o el
HTP (hipoxantina trifosfato), incluso seria interesante averiguar si utlizan nucledtidos pirimidicos
trifosfatados. Sin embargo, en la literatura encontramos que el AMP¢ y el GMPc son los tinicos
nucleétidos ciclicos involucrados con el control de diversos fenémenos celulares.

La secuencia de aminodcidos de CyaC de R. efli no presenta similitud significativa con ninguna
AC’s descrita en las bases de datos y carece de los motivos caracteristicos de las AC’s de la clase.
11, En el articulo anexo demostramos con experimentos in vivo e in vitro qdé CyaC t,ibene':
actividad de adenil ciclasas por lo que se constituye como ¢l primer miembro de una nueva clase
de AC’s, la clase V1. Danchin ha clasificado a las AC's descritas en cuatro clases. L:{ primcr clase
la constituyen AC's enterobacterianas. La segunda se compone de AC's téxicas. La tercera
comprende a las AC’s y GC's de origen eucarionte y procarionte. La cuarta clase conjunta a las
AC's termofilicas identificadas mayoritariamente en arqueobacterias. Recientemente se describid
una AC's en la bacteria anaerdbica estricta Provotela ruminicola que no posee similitud con
ninguna proteina en las bascs de datos y a la que podriamos definir como el primer miembro de la
clase V (Danchin, 1993; Sismeiro ef al., 1998; Cotta er al., 1999). La bisqueda de homélogos a
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CyaC-de R. etli en las bases de datos identificé protefn'x'xskdé t"unciéh'dcscgnocida tinicamente en
los genorﬁds de S. meliloti, M. loti y A. tumefaciens. No se encontraron proteinas homélogas en
los genomas totalmente secuenciados de otras alfa prbteobacterias. incluyendo Rhodobacter
capsulatus, R. sphaeroides y Caulobacter crecentus, por lo que podriamos suponer que esta clase
de AC’s son exclusivas de rhizobiaceas. La AC CyaC posee en el extremo carboxilo una regién
con gran parecido al motivo de unién a ATP propuesto por Peterkofsky y colaboradores (1993)
que podria estar involucrada con la actividad de esta enzima. La introduccién de un sitio de
restriccién para la enzima Pstl en el extremo 3 del gen cyaC generd la mutacién S252C (Fig.
5C). Esta variante de CyaC fuec incapaz de co‘mplémenmr a la mutante cya de E. coli. Estos
resultados nos sugieren algin papel crucial de la serina 252 en la actividad de ciclasa de CyaC.

_ El aislamiento de los genes cyal y cya2 de S. meliloti permitié la generacién de una cepa doble
. mutante deficiente en ambas AC’s derivada de la cepa silvestre F34. Esta mutante, al igual que
“las mutantes sencillas eyal y cya2, contintian sintetizando AMPc en cantidades similares a los
producidos por la cepa silvestre. Ninguna de estas mutantes presentan alteraciones en su
crecimiento en vida libre o en su fenotipo simbiético con respecto a la cepa silvestre F34
(Archdeacon et al, 1995). Sorprendentemente, la mutante cya3 de S. meliloti (T482), generada
por la insercién de un transpos6n TnS5, incrementd su capacidad simbi6tica en comparacién con la
cepa parental CXM1-105. Aparentemente, las plantas de alfalfa noduladas con la cepa T482
incrementaron hasta en un 25% su biomasa en comparacién con las plantas noduladas con la cepa
parental CXM1-105. En vida libre esta mutante no present$ ninguna diferencia con respecto a la

cepa silvestre (Shapyrova et al., 1999).

Las mutantes cya de R. etli CON13 (cyaA), CON23 (cyaB), y CON31 (cyaC) presentan el mismo
comportamiento que la cepa silvestre CE3 en los fenotipos analizados, los cuales incluyeron
crecimientos en medio minimo (MM) suplementados con distintas fuentes de carbono, motilidad,
nodulacidn y fijacién de nitrégeno o reduccién de acetileno. Por otra parte, anteriormente se
mencioné como la cepa CE3 de R. edli al ser subcultivada consecutivamente en MM presenta un
metabolismo que asemeja al fermentativo, ya que excreta aminodcidos, dcidos orgdnicos (algunos
son intermediarios de ciclo de Krebs), y acumula poli-B-hidroxibutirato (PHB) en grandes
cantidades (Encarnacién et al., 1995). El crecimiento de la cepa CE3 se manticne
ininterrumpidamente durante los subcultivos cuando al MM se le adicionan suplementos como la
tiamina, la biotina o el AMPc. Las distintas mutantes cya de R. etli, al igual que la cepa silvestre,
disminuyeron su capacidad de crecimiento durante los subcultivos de CE3 (datos no
presentados). Cabe cuestionarse si existe relacién directa entre el efecto del AMPc y el efecto de
las vitaminas (biotina y tiamina) en el fenémeno de dejar de crecer que experimenta R. etli. En
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este scnndo. seria mleresnnlc averiguar si alguna de las mutantes cya |nterrumpen su crecimiento

dumme los subcultlvos ain en la presencia de vitaminas.

v.Las'bbids de AMPc sintetizados por las mutantes cya y la cepa silvestre en crecimientos cn MM-

succinato fueron similares (Tabla 9). Sin embargo, en el MM-glucosa, las cepas CON13 (cyad) y
CONA43 (cyaAcyaB) presentaron niveles de AMPc menores a los niveles producidos por la cepa
silvestre, aproximadamente un 50% y 60%, respectivamente. Estos datos nos sugieren que en
estas condiciones CyaA tiene alguna funcién importante para sostener la produccién de AMPc.
Por otra parte, si bien la doble mutante CON43 (cyaAcyaB) no presenté alteraciones en los
fenotipos analizados en vida libre, en simbiosis con ¢l frijol generé nédulos que presentaron una
disminucién notable (casi un 50%) de la actividad de nitrogenasa, en comparacién con los
nédulos generados por la cepa silvestre. En este sentido, es probable que una cepa triple mutante,
(cyaAcyaBeyaC) presente un fenotipo simbidtico atin mds dristico, que nos permita concluir que
en R. etli, el AMPc tiene un papel importante en la fijacién de nitrégeno. Por otra parte y como se
mencioné anteriormente, los niveles de GMPc producidos por las distintas mutantes y por la cepa
silvestre fueron en lo general muy reducidos en comparacién con los niveles de AMPc
alcanzados por las mismas cepas, razén por la cual no es posible asumir algiin papel de CyaA y
CyaB en la sfntesis del GMPc.

Por otra parte, nos resulta intercsante que no observemos fenotipos de las distintas mutantes cya
de R. etli en vida libre, ya que cuando analizamos la expresién de los tres genes cya en estas
misma condiciones, observamos que cyaA y cyaB se expresan considerablemente mientras que
cyaC se mantiene reprimida. En este sentido suponemos que atn cuando cyaA y cyaB se expresan
en MM suplementado con fuentes de carbono no glucoliticas como el succinato, posiblemente ni
CyaA ni CyaB tienen un papel relevante en la sintesis de AMPc en estas condiciones. Como se
mencioné anteriormente, los niveles de AMPc producidos por las cepas CON13 (cvad), CON23
(cyaB) y CON43 (cyaAcyaB) de R. etli, crecidas en MM-succinato, no disminuyeron en
comparacién con los niveles de AMPc sintetizados por la cepa silvestre (Tabla 9). Podria ser
posible que existan mecanismos de regulacién postranscripcional que estuvieran regulado la
actividad de estas ciclasas. Asi también, podriamos suponer que la deficiencia de CyaA 6 CyaB o
ambas, incrementa la actividad de alguna otra u otras AC’s compensando de alguna manera la
perdida de una de estas. Por otra parte, cuando analizamos el patrén de expresion de cyaA y cyaB.
a partir de los crecimientos de las cepas CONI1I (cyaA-lacZ) y CON21 (cyaB-lacZ)en MM
suplementados con fuentes de carbono glucoliticas, observamos lo siguiente: i) La expresién del
gen cyaB se mantiene en niveles muy similares a los alcanzados en los MM suplementados con
fuentes de carbono no glucoliticas y ii) El gen cyaA incrementa su expresién notablemente en
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estas condiciones en comparacién con los niveles de expresién presentados en condiciones de
MM suplementados con fuentes de carbono no glucoliticas. Como se observa en la figura 8, la
cepa CONI11 (cyaA-lacZ) crecida en MM-glucosa presenté el doble de actividad de f3-
galactosidasa en comparacién con los niveles alcanzados cuando la misma cepa se cultivé en
MM-succinato. Estos resultados son consistentes con la reduccién en los niveles de AMPc que
presentaron las mutantes CONI13 (cyad) y CON43 (cyAcyaB) cuando se cultivaron en MM-
glucosa en comparacién con los niveles de AMPc sintetizados por la cepa silvestre en las mismas
condiciones (Tabla 9)., Ambos resultados nos indican que CyaA tiene un papel relevante en la
sintesis de AMPc cuando R. erli crece en presencia de fuentes de carbono glucoliticas.

Por su parte, el gen cyaC se expresa tinicamente en presencia de hidroperéxidos orgdnicos,
incrementando su expresién mds de 10 veces. En el articulo anexo demostramos que el gen cyaC
se encuentra formando parte de un operén con el gen ohr (Fig. 5C), denominado asf por su
similitud con el gen ohr de X. campestris. El gen ohr codifica una proteina que confiere
resistencia a hidroperdxidos orginicos como el peréxido de cumeno o el peréxido de terbutilo,
por esta raz6n se propone que representa una nueva clase de peroxidasas de hidroperéxidos
orgdnicos (Mongkolsuk er al., 1998). Se ha descrito que las plantas como parte de un programa
de defensa contra el ataque de patégenos incrementan la produccién de especies reactivas de
oxfgeno, colectivamente llamadas ROS (Bolwell, 1999). En este sentido podriamos suponer que
la expresién del operén ohr-cyaC de R. etli se activa en respuesta al programa de defensa de la
planta de frijol, iniciado durante la infeccién de las rafces por Rhizobium y otras bacterias
patégenas. Por otra parte, una vez dentro de los nédulos, los bacteroides incrementan sus tasas
respiratorias para sustentar el aporte energético necesario para la actividad de la nitrogenasa. Es
sabido que como consecuencia de un mectabolismo aerébico activo se incrementan las
concentraciones de distintos ROS como el superéxido, H,0, y los hidroperéxidos orgdnicos,
entre otros. Algunos de estos ROS, particularmente, los hidroperéxidos orgénicos podrian activar
la transcripcién del operdén ohir-cyaC. Ambas situaciones antes descritas nos permiten suponer
que tanto ohir como cyaC pueden tener alglin papel en el establecimiento y manutencién de una
simbiosis efectiva. Sin embargo, tanto mutantes cyaC como ohr de R. etli carecen de fenotipo
simbidtico y la expresién del operén no se indujo por la presencia de exudados de frijol. La
bacteria X. campestris, al igual que otras bacterias, posee una peroxidasa [lamada AhpCF que
destoxifica de hidroperéxidos orgédnicos. Es probable que en R. erli exista un mecanismo similar
ya que la mutante ofir no mostré sensibilidad a peréxido de cumeno.

Resulta interesante que el operén ohr-cyaC solo se exprese en presencia de hidroperéxidos
orgdnicos y no por H,0,. Una situacién similar se present6 en X, campestris y se demostré que la

60




1'tfahscrfpci6n de ohr no depende del regulador global OxyR, que regula la exprcsiéﬁ de varios
ooperones inducidos por H,0, (Mongkolsuk et al., 1998). Rcc:cnlemente se descnblé en X,
campes!ns una protefna llamada OhrR, que regula negativamente la cxpresnén del gcn alxr. Esta
‘proleina pertenece a la familia de reguladores transcripcionales MarR (Sukchawnht et al.. 2001)
La biisqueda de homdlogos a OhrR en el genoma de S. meliloti nos indica la existencia de varias
_protefnas reguladoras de la familia MarR en esta bacteria. Es probable en R. etli exista un
regulador similar a OhrR que este regulando la expresién del operén ohir-cyaC. ' :

La identificacién de distintas proteinas encargadas de sintetizar AMPc en M. loti, S. )neliloii yen
R. etli obliga a cuestionarnos ¢Porqué las rhizobeaceas presentan mdltiples adenil ciclasas?. Las
propiedades estructurales de las distintas AC’s, aunados a los diferentes patrones de expresién
que presentan los genes cya de R. etli, nos presentan un esquema en el que las distintas AC's
posiblemente responden a sefiales o condiciones de crecimicentos particulares. En este sentido, el
andlisis de las propiedades bioqufmicas de las distintas ciclasas puede afiadir informacién que nos
permita esclarecer la funcidn de las distintas proteinas. Todo esto sugiere que la bacteria posce
distintos mecanismos que controlan la sfntesis del AMPc y que mantienen su concentracién en
diferentes umbrales. Lo anterior supone la existencia de uno o varios mecanismos capaces de

percibir estas diferencias en concentracién y activar en consecuencia diferentes funciones .

celulares. En bacterias entéricas como E. coli, ¢l sistema que media la funcién del AMPCyes la
proteina reguladora CRP. Este regulador se modifica alostéricamente por la unién de' AMPc, en
estas condiciones CRP adquiere la capacidad para unirse al ADN en secuencias especificas y de
esta manera regula positiva y necgativamente la transcripcién de numerosos operones
involucrados con diversas funciones incluyendo la represién catabélica. En ninguno de los
genomas rhizobianos recientemente secuenciados se ha logrado identificar de manera
contundente la existencia de una proteina homéloga a CRP, quedando atin la interrogante acerca
de cual es el o los mecanismos que median la funcién del AMPc en estas bacterias.
Recientemente se identificé en ¢l genoma de la bacteria Synechocystis sp. un proteina capaz de
unir AMPc y que tienc un parecido muy limitado con proteinas de la familia de reguladores CRP-
FNR (menos del 20% de identidad con el CRP de E. coli) (Yoshimura et al., 2000). En
experimentos in vitro, los autores demuestran que esta protefna, a la cual llamaron SYCRPI1, fue
capaz de unirse a un fragmento de ADN que contiene la secuencia consenso para 1a unién de la
proteina CRP de E. coli. Nuestra bisqueda de homélogos a SYCRPI en el genoma de S. meliloti
identificé un par de proteinas (SMc02175 y SMb21079), anotadas como posibles reguladores

transcripcionales, que muestran una similitud mayor del 45% con la proteina de Synechocystis. -

Ya que en las rhizobiaceas no sc ha logrado identificar protein-cinasas dependientes de AMPc, es
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probable que en estas bac(crlas la funcxén del AMPc se ha medmdn por una o'vanus protefnas~ :
“CRP-like". - : T

En distintas rhizobiaceas s ha descrito la existencia de un fenémeno de iépkre‘siéh catabélica
similar al que presentan bacterias como £. coli, con la diferencia de que no es la’glucosa sino
dcidos dicarboxilicos, como el succinato o el malato, las fuentes de carbono que ejercén fepresién
sobre el catabolismo de fuentes de carbono alternativas. Algunos reportes involucran al AMPc en
el control de la represién catabélica en Rhizobium sin embargo, aun no se puede establecer
contundentemente si el AMPc tiene algtin papel importante en el control de este fendmeno o si es
que cxiste un mecanismo alternativo que controla la represién catabdlica en las rhizobiaceas y
que cs independiente del AMPc. Rhizobium etli sintetiza concentraciones similares de AMPc
cuando crece en succinato o glucosa (Tabla 9) a diferencia de E. coli que en crecimientos en
glucosa, su fuente de carbono predilecta, reduce notablemente la sfntesis del nucleétido. Este
resultado sugiere que el AMPc no esta involucrado en el control de la represién catabélica
ejercida por el succinato sobre el catabolismo de la glucosa en R. etli.

En este trabajo presentamos evidencias que sugieren la existencia de al menos cuatro genes cya
que codifican para distintas ciclasas en R. esli, tres de los cuales fueron caracterizados y el cuarto
tnicamente lo identificamos por una seiial de hibridacién. Sin embargo, cabe cuestionarse acerca
de la cantidad de ciclasas que codifica el genoma de R. etli. En el laboratorio del Dr. Guillermo
Dévila, se estd llevando a cabo la secuencia del genoma total de la cepa CE3 de R. etli. En una
exploracién inicial y empleando el programa de biisqueda de protefnas similares BLASTX, se
identificar6n 6 secuencias parciales cuyos productos traducidos presentan similitud con adenil
ciclcasas de la clase III (Dr.Victor Gonzidles, comunicacién personal). Solo uno de estos péptidos
habia sido previamente identificado por el Dr. Sergio Encarnacién, mediante una mutagénesis
generalizada con transposén TnS en la que seleccioné cepas derivadas de la cepa CE3 con
alteraciones en la formacién de Biopeliculas. Suponiendo que el cuarto gen cya que identificamos
por hibridacién corresponde a alguno de los seis genes antes mencionados, hasta el momento
podriamos decir que R. etli posce al menos 9 genes cya distintos. En nuestra estrategfa inicial
solo logramos identificar 3 genes, posiblemente porque el resto de los genes cya no se transcriben
en £. coli o porque la actividad de ciclasa de algunas de estas AC’s requiere de activadores
especificos que aparentemente E. coli no posce. No obstante la gran cantidad de ciclasas que
posee R. etli, la doble mutante CON43 (cyaAcyaB) reduce considerablemente su capacidad
simbidtica. En este sentido, podriamos suponer que las multiples éiclaézié de R. etli son
especificas para algunas condiciones de crecimiento y por lo tanto pencnecen a dlsuntas vias de
transduccidn de sefiales o a distintas cascadas regulatorias. :
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PERSPECTIVAS

En colaboracién con la Dra. Maria Eugenia Torres Mdrquez, que trabaja en la Facultad de
Medicina de la UNAM, hemos iniciado la caracterizacidn de la actividad dual de la ciclasa CyaA.
Al momento hemos generado, por mutagénesis oligo dirigida, variantes de CyaA en dos de los

- tres residuos esenciales que determinan la especificidad del substrato (ATP o GTP). Esto con la
intencién de generar mutantes de CyaA que solo posean la actividad de adenil ciclasa. :

El kDr. Sergio Encarnacién, que trabaja en el Programa de Ingenieria Metabdlica del Centro de

- Investigacién sobre Fijucién de Nitrégeno de la UNAM, generé una mutante de R. etli que

presenta alteraciones en la formacién de Biopelfculas. Aparentemente ¢l gen afectado codifica
una adenil ciclasa. En colaboracién con el Dr. Encarnacién hemos iniciado la caracterizacién de
este gen cya. Actualmente tenemos clonado y secuenciado a este gen y lo hemos llamado cyaD.
El producto de cyaD conserva los residuos importantes para la actividad de ciclasa y presenta dos
de los tres residuos involucrados con la especificidad por el substrato. Lo anterior nos indica que

" .CyaD es una adenil ciclasa bonafide.

La existencia de un novedoso sistema de regulacién por estrés oxidativo, que no involucra al

.- regulador OxyR, nos incité para iniciar la caracterizacién del sistema de regulacién del operén

ohr-cyaC de R. etli. Actualmente, esté es e! proyecto de la tesista de licenciatura Silvia Grisel )

Ballestcros Hernandez. Al momento tencmos identificado, mediante un ensayo de primer. -

extension, al inicio de la transcripcién del operén y al probable promotor del mismo.
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