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ABSTRACT 

The transcriptional pattern of IU1izobi11111, a legum plant endosymbiont, changes in response to 

externa! effectors even during nodule development. To date, the chemical nature of these 

effectors is not completely known. fn other Gram-negntive bacterial species, like E. co/i, cAMP 

and its receptor protein (CRP) exert transcriptional control upan a large number of catabolic 

operons. Although cAMP has been shown to participate in several functions in Rlzizobium 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 far the cAMP synthesis is the ndenylnte 

cyclnse, encoded by the cya gene. In this study, we present the characterization of three different 

Rhizobium et/i cya genes: cyaA, cyaB nnd cyaC. The functionality of each gene was corroborated 

independently by their ability to restare cAMP accumulation of an E. coli cya mutant strain. 

Further nnalysis of the deduced protein products show that while CyaA and CyaB contains 

catalytic domains similar to those found in class 111 AC's, CyaC is unrelated to any known AC. 

Here we demonstrate that CynC is the first member of a novel class of AC (class VI). The three 

R. etli cya genes are differentially expressed, whereas cyaA expression is induced during growth 

on glycolytic carbon sources, cyaB is constitutively expressed under ali conditions tested, and 

cyaC is induced only in the presence of organic hydroperoxides. The physiological performance 

of R. et/i null mutants in each of the three cya genes is indistinguishable from that of the wild 

type paren! strain, both in free living conditions and during symbiosis. However, the nitrogenase 

activity of bean plant nodules elicited by a double cyaAcyaB mutan! strain is significantly 

reduced, suggesting a importan! role of cAMP during nitrogen fixation in R. etli. 



RESUMEN 

Algunas bacterias de In familia Rhizobiaceae reducen el nitrógeno atmosférico mediante el 

establecimiento de una relación simbiótica con plantas leguminosas. Durante esta interacción el 

patrón de la expresión génica en ambos organismos sufre cambios drásticos. La naturaleza de las 

señales involucradas en este proceso aún no se han definido. En bacterias Gram negativas, como 

E. co/i, el AMPc y su proteína receptora (CRP) regulan la transcripción 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 represión catabólica, la regulación 

de la asimilación de amonio durante la simbiosis, y la regulación del metabolismo de hidrógeno. 

Sin embargo, la carencia de cepas de Rlrizobi11m deficientes en la síntesis 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 caracterización molecular de tres 

genes cya (cyaA, cyaB, y cyaC) de R. etli que codifican distintas AC's. Nuestros resultados 

indican que, mientras CyaA y CyaB pertenecen a la clase Universal de las AC's, CyaC no 

muestra similitud con ninguna proteína 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 expresión diferencial, mientras cyaA se induce preferentemente 

cuando R. etli crece en fuentes de carbono glucolíticas, cyaB se expresa constitutivamente en 

todas las condiciones de crecimiento analizadas, y e ya C solo expresa en presencia de 

hidroperóxidos orgánicos. El análisis fenotípico de las mutantes sencillas de R. etli nos muestra 

que las tres AC's son dispensables para el desarrollo de la bacteria en vida libre y en la simbiosis 

con el frijol. Sin embargo, la doble mutante cyaAcyaB, generó nódulos en las raíces del frijol que 

presentan una reducción notablemente (50%) de su actividad de nitrogenasa. Estos resultados 

sugieren que en R. et/i, el AMPc tiene un papel importante en la fijación del nitrógeno. 
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LAS ADENIL CICLASAS BACTERIANAS 

Las adcnil ciclasas (AC's), también llamadas adcnilil o adcnilato ciclasas, son las enzimas que 

sintetizan el adcnosin 3 ',5' -mono fosfato cíclico (AMPc), molécula que tiene un papel universal 

en Ja regulación de importantes procesos biológicos. En las bacterias, el AMPc participa en Ja 

regulación de numerosos fenómenos celulares. Particularmente en cnterobactcrias su función es 

mediada por el regulador transcripcional CRP ó CAP (proteína receptora del AMPc). En Jos 

cucariontcs, el AMPc funciona como un segundo mensajero que media Ja respuesta celular a 

estímulos extracelularcs como las hormonas, neurotransmisores, cte. En Jos mamíferos por 

ejemplo, las proteínas G, que se encuentran acopladas a receplorcs hormonales, estimulan Ja 

actividad de las AC's. Cuando el nucleótido alcanza cierta concentración crítica se une y activa a 

proteín-cinasas dependientes de AMPc, cuya función principal es fosforilar a diversas proteínas 

que actúan como efectores de enzimas metabólicas o reguladores de Ja expresión génica. 

La importancia del AMPc y su presencia a Jo largo de Ja escala evolutiva ha atraído el interés de 

muchos investigadores al estudio de las AC's. Estas enzimas sintetizan AMPc, utilizando ATP 

como substrato, mediante Ja introducción de un enlace fosfodiestcr entre Jos carbones 3' y 5' del 

azúcar del nucleótido. La degradación del AMPc corre a cargo de las fosfodiesterasas de AMPc 

que rompen el enlace fosfodiestcr para producir adcnosin 5 ·-monofosfato (AMP). Los niveles 

intracelulares de AMPc están regulados por Ja actividad de ambas enzimas y por su excreción al 

medio. En las bacterias se asume que Ja síntesis, aún más que Ja degradación, es el factor 

determinante en Ja concentración intracelular de AMPc (Magasanik y Ncidhardt, 1987), quizás 

por esta razón el estudio de fosfodicsterasas bacterianas es un campo casi inexplorado (Para 

información reciente sobre fosfodicstcrasas revisar Conti y Jin, 1999). 

No obstante que en un par de estudios recientes se nos presentan las primeras estructuras 

tridimensionales de Jos centros catalíticos de una AC de mamífero (Zhang et al .. 1997; Tesmer et 

al., 1997), en Jo general, son escasos los reportes que describen aspectos estructurales de las 

AC's, principalmente porque se sintetizan en bajas concentraciones, y su purificación es muy 

complicada debido a Jos dominios tr:msmembranales que muchas de estas proteínas presentan. Se 

han clonado y secuenciado Jos genes cya que codifican para AC's en distintos organismos, desde 

bacterias hasta vertebrados superiores. Recientemente se aislaron Jos genes que codifican para 

AC's en las plantas de tabaco y maíz (lchikawa et al .. 1997; Moutinho era/., 2001). Sin embargo, 

Ja función del AMPc en las plantas continúa siendo fuente de controversia (lchikawa eral .. 1998; 

Maathuis y Sanders. 2001). Las AC's descritas se clasifican en cinco clases de acuerdo a 

características comunes presentes en Ja secuencia protéica: (i) La clase 1 agrupa a las enzimas 

relacionadas con las AC's entcrobacterianas. (ii) La clase 11 conjunta a las AC's tóxicas aisladas 

de bacterias patógenas como Bacil/11s a111/iracis o Borderella pertussis. (iii) La clase 111 reúne a 



las adeñil y guanil ciclasas de eucariontes y de procariontes. (iv) La clase IV, distribuida 

principalmente en arqueobacterias, contiene AC's que muestran propiedades termofílicas. (v) La 

clase V representada únicamente por una AC de la bacteria anaerobia estricta Prevotella 

ruminicola. Este péptido no tiene similitud con ningúna proteína de las bases de datos, posee 593 
residuos de aminoácidos, su peso molecular aproximado es 67 kD, su punto isoeléctrico es 6.49 y 

distintos análisis de predicción de estructura secundaria sugieren que es unu proteína 
transmembranal (Danchin, 1993; Sismeiro et al., 1998; Coita et al .. 1999). Como parte de este 
trabajo presento la caracterización de una nueva clase 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 pertenecen a la clase III. 

CLASE l. LAS ADENIL CICLASAS ENTEROBACTERIANAS 

Las AC' s enterobacterianas están altamente conservadas y suelen ser representadas por la AC de 

E. coli, la cual consta de 848 residuos de aminoácidos y tiene un punto isoeléctrico de 6.1. Esta 

AC presenta dos dominios funcionales, el dominio catalítico ubicado en el extremo amino, y el 
dominio regulatorio en el extremo carboxilo. Lu predicción de estructura secundaria muestra que 

los primeros 395 residuos, que corresponden al dominio catalítico, presentan un 42% de a

hélices, mientras que el resto de la proteína sólo presenta un 19% de a-hélices. El perfil de 

hidropatía no revela características de proteínas transmembranales. Estas proteínas carecen del 

típico motivo de unión a ATP (P-loop), sin embargo, poseen en el extremo amino un motivo de 

unión a ATP alternativo propuesto por Peterkovsky y colaboradores (1993). Evidencias 

experimentales demostraron que esta región, que comprende los residuos 181 a 197, es 

importante para actividad de ciclasa (Amín y Peterkovsky, 1994). 

Por otra parte, mientras que los genes cya de enterobacterias conservan características idénticas a 

las descritas para el gen de E. co/i, como lo son: un atípico codón de inicio (TTG, que parece 
estar involucrado en algún tipo de control traduccional), dos promotores en la región reguladora 

(cyaPI y cyaP2), un probable sitio de metilación (GATC) situado en la región -10 del promotor 

cyaP2, así como el entorno genético, tanto corriente arriba como abajo (lremC y cyaY, 

respectivamente). Los genes cya de bacterias no entéricas, como Aeromonas lrydroplrila, carecen 

del promotor cyaP 1, y presentan diferencias en el entorno genético. Probablemente, la regulación 

de la actividad de ciclasa de estas enzimas está conservada en las distintas bacterias, mientras que 

Ju regulación de la expresión de los genes podría ser diferente en las distintas bacterias (Troto! et 

al., 1996). 
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Tabla 1: Adenil pelusas de la Clase l. 

Especie Locus Longitud en na Referencias 

Esc/1eric/1ia coli e ya 848 Roy y Danchin (1982) 

Salmonella typhimuri11111 cya 419 ·wimg~ta/.,(1981)• 
Envi11ia chrysamhemi cya 851 Da.nchi~ y Lenzen ( 1988) 

Yersi11ia intermedia e ya 848 Trotot et al.; (1996) · 

Yersinia pestis e ya 850 Trotot et al .. ( 1996) 

Pasteurel/a 11111/tocida cya · 838 Md~k e; al., (l!Í91) 

Haemophilus i11j111e11we e ya . 843 DoroCiéz et ti/., ( 1993) 

Proteus mirabilis cya 865 Tr~Íot et al., ( Í 996) 

Aeromonas hydrop/lila cyaA 843 Trotot eta/., cl996) 
Pse11do111011as aeruginosa cyaA 950 Stower et al.; (2000) 

•El reporte original tiene un error en In sccuCrici~nuclcotlc:ticn, la proteína ·~cal posee 850 residuos de na. 

Regulación de la Actividad de las AC's Enterobncterlanas 

En E. co/i, In adenil ciclasa se encuentra asociada a In membrana y su actividad se modula por 

una segunda proteína membranal denominada proteína 111°'', también conocida como proteína l!A 

(producto del gen crr). Esta proteína es componente del sistema fosfotransporte de azúcares 

(PTS) del complejo fosfoenolpiruvato (PEP) y tiene por función introducir glucosa n la célula. 

Existen dos teorías que pretenden explicar la activación de la adenil ciclasa por la proteína 111°". 

La primera propone que durante el transporte de la glucosa. la proteína 111°'' en su estado 

fosforilado (111°'"") cede su grupo fosfato a las moléculas de glucosa entrantes, esto trae como 

consecuencia que la AC se inactive, debido a que hipotéticamente la adenil ciclasa se activa 

alostéricamente por la proteína 111°'' en su estado fosforilado (lllº"·")(Neidhardt et al .. 1990). 

La segunda teoría propone que tanto la adenil ciclasa como la glucosa son fosforiladas 

difcrencialmente por la proteína 111°''. En presencia de glucosa en el medio, la proteína mº'"r 
transfiere su grupo fosfato preferentemente al azúcar entrante, quedando la adenil ciclasa 

desfosforilada e inactiva. En ausencia de glucosa. la adenil ciclasa recibe el grupo fosfato de la 

proteína 111°''·" y en estas condiciones inicia la síntesis de AMPc. Lo antes descrito forma parte 

del fenómeno conocido como Represión Catabólica que nos describe la represión de la síntesis de 

enzimas catabólicas, aún en la presencia de sus inductores apropiados, por efecto del 

metabolismo de la glucosa (Fig. 1) (Saier, 1989). 

6 



A) Represión en presencia 
de glucosa 

• • Glu<IlSa l'TS '.\.~~ 
1•0...:. pwbnas ~~\' 

ff?k~gim~,~Rr&t~~-/ w·~y~~~~\~~ ~,¡ ···-·'{¡/IJ: .. l).( .IJ . l.~· .. ·t -~ .. 

/ · · ·' _-.: ;....... Adcnd ddma rE® 
Gluwsa &P · · :. ..r._ · (mcllva) 

o... 
ATI" 

CAP 

DNA 

:8) AchadCn en ausencia 
de glu:osa 

Figura t. Modelo propucslo por Saier (1989) que csqucmaliza come" la glucosa, ni interferir en la síntesis del AMPc, 
regula indirectamente la expresión de enzimas catabólicas de fucntcb Je carbono secundarias (Tomado de Neidhardt 
f!t C1/., 1990). (A) En presencia de glucosa, la adcnil ciclasa se encuentra inactivn. no se sintetiza AMPc y por lo tanto 
no hay formación de complejos AMPc-CRP, lo que impide la activación de los opcrones blanco. (BJ En ausencia de 
glucosa. la adcnil ciclasa sintetiza AMPc, se forman complejos AMPc·CRP que se unen a secuencias específicas en 
el ADN. para activar In transcripción de los opcroncs blanco. 

CLASE ll. LAS ADENIL CICLASAS TÓXICAS 

La clase 11 conjunta a las AC's tóxicas de las bacterias patógenas Baci//11s anr/iracis, 

Pse11domonas aeruginosa y tres bacterias del genero Bordetella (Tabla 2). Estas AC's son 

excretadas de las bacterias e internalizadas en la célula hospedera, usualmente eucnrionte (Lepla 

et a/., 1985). Los sistemas de excreción de estas toxinas son del tipo 1, 11, y 111 para Bordetel/a, B. 

anr/iracis, y P. aeruginosa, respectivamente. Mientras que las AC's de Bordete//a y B. ant/iracis 

TESIS CON 
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poseen dominios catalíticos cuya activación depende de calmodulina (CaM), en el caso de la AC 

de P. aeruginosa se desconoce la molécula efectora que potencia su actividad. Dentro de la célula 

hospedera, la AC se activa y sintetiza AMPc de manera descontrolada, con lo que se desajustan '. 

distintos procesos celulares (Hanski y Forfel, 1985; Weis y Hewlett, 1986). • · 

El gen cyaA de B. pert11ssis codifica una proteína de 1706 residuos con un peso.aproximad~ de 

200 kD. Los primeros 400 residuos del extremo amino contienen la actividad de ciclasa 

dependiente de CaM, mientras que el resto de la molécula contiene un dominio con actividad 

hemolítica, por esta razón se la ha dado el nombre de ciclolisina (AC-Hly)(Fig. 2)(Glaser et al., 

1988). Se desconoce el mecanismo por el 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. bronchiseprica codifica una proteína de 1705 residuos de 

aminoácidos 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 unión a CaM (Betsou et al., 

1995). El gen cya de B. <llllhracis, que codifica la toxina conocida como factor de edema (EF), se 

encuentra en un plásmido junto con los genes que codifican la toxina llamada factor letal (LF) y 

In proteína acarreadora "antígeno protector" (PA). PA es una proteína extracelular de 83 kD que 

se requiere para la internalización 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. anrhracis es una 

proteína 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 señal que permite la excreción de la proteína; ii) el segundo corresponde al dominio de 

unión 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 11. 

Especie Locus Longitud en aa Referencias 

Baci//11s a111hracis cya 800 Escuyer eral .. (1988) 

Borderella perrussis cyaA 1,706 Glaser eral .. ( 1988) 

Borderella paraperr11ssis cyaA 1.706 Boursauxu 

Borderella bro11c/1iseprica cyaA 1,705: Betsou ei al .• (1995) 

Pse11do111011as aeruginosa exoY 378 vahr e1_ a1.; cr998> 

Yersinia pesris 15980309* 874 Parkhill et al., (2001) 

•Clave de acceso a las bases de secuencias del GcnBank. ••Sin publicar. 
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El gen exo Y de P. aeuri;ginosa codifica una proteína (ExoY) de 378 residuos con un peso 

aproximado de 42 kD. Esta proteína forma parte del regulón ExoS, cuyos miembros son factores 

de virulencia necesarios para la propagación de la bacteria en el torrente sanguíneo. Esta AC, a 

diferencia de las proteínas de B. pertttsis y B. s11b1i/is, carece del dominio de unión a CaM, sin 

embargo, su activación depende de un factor desconocido que es provisto por la célula hospedera 

(Yahr el al., 1998). 

Tres motivos conservados se presentan en el dominio catalítico de estas ciclasas. El motivo 1 

contiene un sitio de unión para ATP/GTP del tipo P-loop (K(AfG)X4GK(S/T)), que es esencial 

para In actividad de estas enzimas, ya que mutantes de AC-Hly en las lisinas 58 y 65, abaten la 

síntesis de AMPc, sugiriendo que estos aminoácidos están involucrados en la unión del ATP. El 

motivo 11 también esta conservado y se ha demostrado que mutantes de AC-Hly en los ácidos 

aspárticos 212 y 214 también abaten la síntesis de AMPc. Se propone que esta región forma parte 

del sitio activo de la enzima. Esta región muestra similitud con proteínas que unen nucleótidos 

como lo son algunas cinasas. El dominio 111 sólo lo conservan EF y AC-Hly, en este sitio se 

encuentra el motivo de unión a CaM. Se ha demostrado que mutantes de AC-Hly en el triptofano 

242, ubicado en esta región, abate la unión de CaM y por lo tanto reduce pero no abate la síntesis 

de AMPc (Fig. 2) (Glascr el al., 1989). 

Regiones Conservadas 

1 11 111 
l 378 
l.il;il ¡i,,;'·;::.:I I E.xoY 

1

~*lf.l.·:·,~;I 1
800 

EF 

1 l•l'lhli·"'.;,~~ 1706AC·HLY 

1221 PA 0 AC ~llLY 

Figura 2. Representación esquemática de las AC's 1óxicas. Se muestran Jos motivos presentes en cada AC y las 
regiones conservadas entre ellas. 

CLASE 111. LAS CICLASAS UNIVERSALES 

La clase 111, también conocida como la clase "Universal", conjunta a las adenil y a las guanil 

ciclasas (AC's/GC's) de procariontes y eucariontes. La topología general de los centros 

catalíticos de esta clase de ciclasas se define por dos dominios con actividad de ciclasa asociados 

de manera antiparalela (Tesmer el al., 1997; Zang e1 al., 1997). Este dímero puede ser formado 
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por dominios idénticos o distintos. En el segundo caso, estos dominios pueden pertenecer al 

mismo o a distintos polipéptidos. En eucariontes superiores, cuatro subgrupos pueden 

identificarse (I-lurley, 1999): (i) Las AC's con 12 dominios transmembranales, poseen dos 

dominios citoplasmáticos distintos con actividad de ciclasa y son regulados por proteínas G. (ii) 

Las GC's con un dominio transmembranal, poseen solo un dominio con actividad de ciclasa, por 

lo que se conforman como homodímcros y son estimulados por péptidos natriuréticos (péptidos 

extracclulares de tamaño variable, entre 28 y 152 residuos, que funcionan como hormonas y cuyo 

papel se vincula a la regulación de fluidos corporales). (iii) Las GC' s solubles y sensibles a óxido 

nítrico, se conforman por la interacción de dos proteínas distintas, cada una de las cuales aporta 

un dominio con actividad de ciclasa. (iv) La AC soluble de mamífero posee dos dominios con 

actividad de ciclasa y es regulada por bicarbonato (Buck el al., 1999). En terminas generales, las 

AC's de mamíferos son las ciclasas más estudiadas, actualmente se han clonado los genes de 10 

isoformas de AC's (tipos 1 al X). Las 10 proteínas difieren en su regulación por efectores como la 

calmodulina y las proteín-cinasas A y C. Todas son activadas por proteínas G y todas, excepto las 

ACIX y ACX, son activadas por "forskolin". Este diterpeno fue originalmente aislado de la 

planta Cole11sforskohlii y tiene la propiedad de inducir la actividad de estas enzimas (Buck el al., 

1999; I-lurley, 1999). 

Las AC's de microorganismos eucariontes, 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 mamífero con dos dominios citoplasmáticos con actividad de ciclasa y 
doce regiones transmembranales (Pitt e1 al., 1992). 

Las ciclasas de la clase lII se encuentran ampliamente distribuidas ente los distintos grupos 

bacterianos. La obtención de la secuencia nucleotídica de numerosos genomas bacterianos ha 

permitido identificar proteínas homólogas en Proteobacterias, Cianobacterias, Firmicutas y 

Espiroquetas. La generalidad es poseer más de una ciclasa, como es el caso de las bacterias 

S1ig111atella a11ra11tiaca, Anabaena sp., Spirulina platensis, Syneclwcystis sp., Mycobac1eri11111 

/eprae, Nostoc sp., Agrobacteri11111 111111efaciens, etc. Sorprendentemente, las bacterias 

Mycobac1eri11111 111berc11/osis, Mesorhizobiwn loti y Si11orhiwbi11111 111e/i/oti llegan a tener más de 

12 AC's/GC's diferentes (15, 12, y 26, respectivamente)(Cole <'/al., 1998; Kaneko et al., 2000; 

Galibcrt et al., 2001). Debido a que las AC's/GC's bacterianas poseen solo un dominio con 

actividad de ciclasa por péptido, que puede ubicarse en el extremo amino o carboxilo, se supone 

estas proteínas se estructuran de manera homodiméricu. Experimentalmente esta conclusión ha 

sido corroborada en el caso de la AC Rvl625c de M. 111berc11/osis (Guo et al., 2001). Algunas 

AC's bacterianas presentan dominios transmcmbranalcs, como es el caso de la ACl de S. 

a11ra11tiaca, la AC 1 de S. p/atensis, la AC2 de S. meliloti y de seis AC"s/GC's de M. t11berc11/osis. 
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Algunas otras presentan dominios accesorios similares a los sistemas de dos componentes, corno 

es el caso de la CyaC de S. platensis y la AC2 de S. aurallliaca (Yashiro et a/., 1996; Coudart

Cavalli et al., 1997). Varias AC's/GC's de S. meli/oti y M. /oti presentan secuencias repetidas 

similares a las tetraticopeptidos (TPR 's) presentes en proteínas eucariontes involucradas en la 

división celular. Los TPR ·s son motivos de 34 residuos de aminoácidos, usualmente repetidos en 

tandern, y que participan en interacciones intcr e intraprotefna (Kaneko et al., 2000; Galibert et 

al., 2001). La proteína Cya2 de Syneclwcystis sp cepa PCC6803 es la única GC bacteriana 

caracterizada. Esta proteína presenta solo un dominio con actividad de ciclasa y varias regiones 

transrnernbranales (Ochoa de Alda et al., 2000). 

A diferencia de las AC's eucariontas, se conoce muy poco acerca del mecanismo que regula Ja 

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

de S. platensis, esta proteína posee dos dominios, uno responsable de la actividad de ciclasa y el 

otro es similar al que presentan proteínas de Jos sistemas bacterianos de dos componentes 

(Kasahara et al .. 1997). Se sabe que CyaC es capaz de autofosforilarse en Ja histidina 572, 

utilizando A TP corno substrato, y después transferir el grupo fosfato al ácido aspártico 895, con 

lo cual, autoestirnula su actividad de ciclasa (Kasalrnra y Ohrnori, 1999). 

Estructura del Centro Catalítico de las Ciclasas Universales 

Las típicas AC's de mamíferos poseen dos regiones transrnembranales (M 1 y M2) y dos regiones 

citoplásrnicas (C 1 y C2). Cada una de las regiones transrnembranales contiene seis hélices que 

atraviesan la membrana. Los dominios C 1 y C2 miden en promedio 230 residuos de aminoácidos 

son homólogos entre si, pero no idénticos, y contienen todos los determinantes catalíticos (Fig. 

3). Estos dominios pueden fomrnr hornodírneros u heterodfrneros en solución e incluso, dominios 

catalíticos de distintas isoformas de AC's pueden unirse para formar heterodírneros quiméricos 

activos (Tang y Gilrnan, 1995). La estructura tridimensional de los centros catalíticos de esta 

clase de ciclasas se dedujo a partir de dos estructuras cristalográficas de fragmentos solubles de 

AC's de mamífero. La primer estructura se obtuvo a partir de cristales de homodírneros inactivos 

del dominio C2 de rata (llC2) (Zang et al., 1997). La segunda estructura se generó a partir de 

cristales heterodírneros quiméricos activos, combinación de los dominios CI de la isoforrna V 

(VC 1) y C2 la isoforrna 11 (llC2)(Tesrner et al., 1997). En ambas estructuras cristalográficas, los 

dominios catalíticos, cada uno constituido por las subestructuras pappap, se asocian de manera 

antiparalela formando un espiral. El centro catalítico se conforma en la interfase entre CI y C2, 

de manera que ambos dominios contribuyen con distintos residuos para la generación del sitio 

activo. En esta interfase se generan dos sitios activos capaces de unir el substrato (ATP). Sin 

embargo, en las AC's de mamífero solo uno de estos sitios conserva los residuos esenciales para 
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unir ATP y para Ja ~atálisis;'mientras que el otro sitio funciona como receptor de una molécula de 

"forskolin" (Fig. 3)(Tesmer et al., 1997; Zang et al., 1997). 

Figura 3. Estructurll tridimcncional del centro catalítico de las AC's de la clase 111. El modelo esta basado en los 
dalos crislalograficos del helerodlmero formado por el dominio C 1 de la AC 1ipo V de rnión (gris) y el dominio C2 
de la AC lipo ll de rala (negro). La numeración de los aminoácidos corresponden a la AC del lipo l. Se mucs1ran los 
sitios de interacción con varias proteínas reguladoras (proteína G, prolcína cinasa C, y calmodulina), así como tos 
silios de unión a ATP (P) y a "forskolin" (F). En cs1c modelo, la orien1nción del cenlro calnlflico con rcspcclo a las 
regiones 1ransmembrnnalcs (M 1 y M2) es arbi1raria. Tomado de James H. Hurlcy (1999). 

Hipotéticamente el diterperno "forskolin" funciona como un activador de las AC's, porque 

fomenln y estabiliza Ja interacción de ambos dominios catalíticos. Este modelo predice que las 

AC's/GC's que poseen solo un dominio catalítico por péptido, se estructuran de manera 

homodimérica formando dos sitios activos capaces de unir dos moléculas de ATP. 

La elaboración de modelos de los sitios activos de estas ciclnsas, basados en las estructuras 

cristalográficas antes mencionadas, aunado a Ja elaboración y al análisis de distintas mutantes en 

los presuntos sitios activos, permitió identificar Jos residuos de aminoácidos esenciales para la 

unión del substrato y para Ja catálisis. Tres residuos se requieren pnrn formar un sitio catalítico, 

un ácido aspártico (0) de un dominio y una asparagina (N) y una arginina (R) del otro (Fig. 

4)(Liu et al., 1997). 
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E.n las ciclasas heterodiméricas, los dos dominios forman solo un sitio catalítico, mientras que en 

las ciclasas homodiméricas cada dominio contribuye con los tres residuos para formar dos sitios 

catalíticos activos (Fig. 3 y 4)(Liu et al., 1997). Las adenil y las guanil ciclasus cutalizan 

conversiones análogas, ambas utilizan un nuclcótido trifosfatado, ATP o GTP, como substrato y 

lo ciclan, generando como producto AMPc o GMPc más pirofosfato, respectivamente. 

IGC·U 469 
ACll·CI 277 
ACY.CI )66 
•OC·I\ 408 
ACll·CZ 1174 
ACV·C2 <H-.6 

.oc.u 
ACll·CI 
ACV·CI 
•GC·P 
ACllC2 
ACV-C2 

•GC~ 
ACll-CI 
ACV-CI 
1GC·P 
ACll·C2 
ACVO 

1GC-u 
ACIJ-CI 
ACV-CI 
IGC'·I\ 
ACll·C2 
ACVO 

1GC-o 
ACll-CI 
ACV.CI 

·=~ ACll.C2 
ACV-C2 

~--------1~-=:::::::::>~~~-=::==:::::::> 

'"" "' , ... ... , ... 
1166 

Figurn 4. Estructura secundaria y alineamiento de las secuencias de dominios ca1alíticos de ciclasas de Ja clase 111. 
Las primeras tres secuencias corresponden a dominios CI y el resto a dominios C2. En el alincamicn10 se utilizaron 
las sccuencios de la AC lipo 11 (ACll-CI y ACll-C2) <le rala, de la AC lipo V (ACV-Ct y ACV-C2) <le ralón, y la 
subunidadcs a y J1 de la GC soluble de rata (sGC-a y sGC-P). Las cajas grises contienen aminoácidos conservados. 
Los aminoácidos esenciales para Ja actividad de ciclasa estoin marcados con asteriscos. Las ílechas señalan a los 
residuos involucrados con la discrimimición del subs1rn10. Los residuos que coordinan a los 2 átomos de Mg están 
marcados (M) al igual que el residuo que interacciona con la ribosa del nuclcótido (R). 
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El alineamiento de las secuencias protéicas de los dominios catalíticos de ambos tipos de ciclasas 

muestran una gran conservación, especialmente en aquellas posiciones que son esenciales para la 

catálisis (Fig. 4). El modelo de los sitios activos de estas ciclasas, puso en evidencia los residuos 

involucrados con la unión y selectividad del substrato. Tres residuos, una lisina (K) y un ácido 

aspártico (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 glutamina (Q) y 

cisteina (C) en uno de los dominios y arginina (R) en el 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 utilizó exclusivamente ATP como 

substrato, mientras que la adenil ciclasa mutante se convirtió en una ciclasa no selectiva, es decir, 

fue capaz de utilizar tanto A TP como GTP. Hasta el momento no ha sido posible intercambiar 

totalmente la selectividad de substrato de las adenil ciclasas, por lo que se piensa que existen 

algunos otros resíduos involucrados con la selectividad de substrato (Sunahara et al., 1998). 

Ambas ciclasas mutantes retuvieron la capacidad de la proteína parental para ser reguladas por las 

correspondientes moléculas activadoras (Sunahara et al., 1998). En la GC RetGC-1, únicamente 

la sustitución 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 TERMOFíLICAS 

Inicialmente esta clase incluía exclusivamente a la adenil cilcasa 2 (AC2), codificada por el gen 

cyaB, de Aero111011as hydrophila y a tres proteínas hipotéticas codificadas en los genomas de las 

arqueobacterias Metha11ococcus ja1111asc/iii, Met/ia11obacteri11m thermoa11totropliic11111 y 

Archeog/ob11sf11/gid11s (Sismeiro et al .. 1998). Sin embargo, nuestra búsqueda de homólogos en 

las bases de datos, identificó proteínas similares. algunas anotadas como proteínas hipotéticas de 

función desconocida, codificadas en varios genomas bacterianos totalmente secuenciados, 

particularmente del grupo de las arqueobacterias (Tabla 4). 

Las proteínas de esta clase son las adenil ciclasas más pequeñas que se han descrito, tienen una 

longitud de entre 165 y 191 residuos de aminoácidos. La secuencia proteíca deducida no presenta 

regiones transmembranales ni tampoco sitios de unión a ATP canónicos como el tipo P-loop. ni 

del tipo propuesto por Pcterkovsky y colaboradores ( 1993). La caracterización bioquímica de la 

AC2 de A. hydrophi/a mostró sorprendentemente que los óptimos de actividad de esta proteína se 

obtienen en condiciones inusuales de temperatura (65ºC) y pH (9.5), condiciones que son 

extremas e inadecuadas para la mayoría de las AC's descritas (Sismeiro et al., 1998). 

14 



Tabla 3: Adenil Ciclasa5 de la Clase IV. 

Especie Locus Longitud en aa Referencias 

Aero111011as llydropllila cyaB 191 Sismeiro et al., ( 1998) 

Yersi11ia pestis cyaB 179 Parkhill et al., (2001) 

Ralsto11iC1 sola11eacear11111 17546108* 172 Salanoubat et al., (2002) 

Clostridi11111 perfri11ge11s 183!0334* 187 Shimizu et al., (2002) 
Clostritli11111 acetob111y/icu111 15893938* 180 Nolling et al., (2001) 
Borrelia burgdorferi 15595068* 177 Frnser et al., (1997) 

Metlw11ococcus ja1111asc/1ii 15668415* 175 Bult et al., (1996) 

M. tller111oautotrophic11111 7447791 * 177 Smith et al., (1997) 
Arc/1eoglob11s fulgidus 11499570* 175 Klenk et al., ( 1997) 
Pyrococcus /10rikosllii 14991570* 183 Kawarnbayasi et al., (1998) 

14590852* 165 Kawarabayasi et al., ( 1998) 
Pyrococc11s C1byssi 14520591* 183 Heilig ** 

14521172* 170 Heilig ** 
Pyrococcus furiosus 18978231 * 183 Roob et al., (2001) 
Pyrobacol11111 aereoplli/11111 18312214* 176 Fitz-Gibbon et al., (2002) 
Me1'1a11osarci11a acetivora11s 20092837* 176 Galagan et al., (2002) 
Sulfolobus solfataricus 15897197* 186 Sheet al., (2001) 

Sulfolobus tokodaii 15920492* 185 Kawarabayasi et al., (2001) 

Areopllylu111 pemix 146011609* 169 Kawarabayasi et al (1999) 

Metlw11opyrus ka11dleri 20094307* 181 Slesarev et al., (2002) 

*Clave de acceso a las bases de secuencias del Genbank. •• Sin publicar. 

CONSIDERACIONES EVOLUTIY AS DE LAS ADENIL CICLASAS 

Dentro de las adenil ciclasas, sin dudá las enzimas de la clase 1 son las proteínas que tienen 

mayor similitud en cuanto a organización estructural y secuencia. A nivel de ADN los cambios 
ocurren principalmente en la tercera posición de los codones, predominando las transversiones 

sobre las transiciones. La comparación de las secuencias proteícas de los dominios catalíticos 

contra las secuencias reportadas en los bancos de datos no revela similitudes significativas con 

alguna proteína descrita. Únicamente se detecta una similitud escasa con la subunidad ex de 

ATPasas y en sus primeros 112 residuos se parecen ligeramente a proteínas que unen pirofosfato 
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(como ARNt sintetasas). Estas similitudes son insuficientes para propo.ner que las AC's de esta 

clase tiene su origen en las proteínas que unen ATP. Sin embargo, en un estudio realizado 

recientemente por Arnvind y Koonin ( 1999) encuentran u ria región en el extremo amino de estas 

AC's, entre los residuos 76 y 140, que muestra similitud con el sitio catalítico de 

nucleotidiltransferasas. Estos estudios sugieren que esta clase de AC's son homólogos remotos de 

la superfamilia de las nucleotiditransfernsas, tipificada por la ADN Jl polimerasa de eucariontes. 

Nuestra búsqueda de proteínas homólogas en las bases de datos muestran que esta clase de AC's 

solo están presentes en bacterias Gram negativas del grupo de las Proteobacterias (Tabla 1 ). 

En el caso de las AC's de la clase II, se han descrito únicamente cuatro proteínas provenientes de 

las bacterias patógenas B. amllracis (Gram positiva), B. per111ssis, B. bro11clliseptica y P. 

aeruginosa (Gram negativas). Con excepción de la AC de P. aerugi11osa, estas AC's se activan 

por CaM, proteína típicamente eucarionte y cuya existencia en bacterias aún es muy limitada. 

Esta dependencia por CaM las hace muy interesantes ya que podría sugerirse que las AC de la 

clase II tienen un origen eucarionte (Danchin, 1993). Desafortunadamcnle y pese a que se han 

descrito numerosas proteínas eucariontas dependientes de CaM, se conoce muy poco acerca del 

mecanismo de activación 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 comparación de las regiones catalíticas 

ha permitido identificar tres regiones conservadas que aparentemente están involucradas con la 

catálisis y la activación por CaM. La primera región tiene una secuencia similar a la encontrada 

en estructuras de tallos y asas típica de proteínas que unen ATP o GTP y se le involucra con la 

unión del nucleótido. La segunda región, tiene similitud con la región catalítica de las enzimas 

cinasas. La tercera región conservada presenta el dominio de unión a CaM, este dominio no lo 

presenta la AC de P. aerugitwsa. Nuestra búsqueda de proteínas homólogas en las bases de dalos 

identificó una proteína hipo1é1ica de la en1erobac1eria Yersinia p<•stis que muestra similitud con el 

dominio responsable de la ac1ividad de ciclasa en esta clase de AC's (Parkhill et al., 200l)(Tabla 

2). En lodos los casos descrilos, las AC's de esta clase panicipan de alguna manera en la 

patogenicidad de la bacleria porladora, por lo que es posible la AC de Y. pestis forme parle de su 

batería palogénica. 

Sin duda, las enzimas de la clase 111 conforman el grupo m:ís amplio y diverso denlro de la 

familia de las adenil ciclasas ya que incluye a las AC's/GC's eucariontas y procariontas. A 

diferencia de las ciclasas euc_ariontes, las enzimas bac1erianas poseen solo un dominio catalí1ico 

asociado a diversos dominios accesorios que presentan dis1intas funciones. Encon1ramos desde 

regiones transmembranales sencillas o múlliples, hasta dominios similares a los sistemas de dos 

componenles. lnleresantemenle, la AC Rvl625c de M. 111berc11/osis presenia seis hélices 

transmembranales en el exlremo amino y un dominio catalítico en el exlremo carboxilo cuya 

secuencia es más parecida a los dominios caialíticos de las AC's de mamíferos que a sus 
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contrapartes bacterianas. La topología de esta AC corresponde exactamente a Ja mitad de una AC 

de mamífero y las propiedades bioquímicas de Já AC bacteriiina asemejan a las propiedades de 

las AC's de mamífero. Lo anterior sugiere que In AC Rvl625c de Mycobacterium es el 

progenitor de las AC's de mamífero, adquirida p~siblemente por transferencia horizontal (Guo et 

al., 2001). 

La comparación inicial de Jos dominios catalíticos de estas ciclasas, permitió identificar cuatro 

regiones altamente conservadas (Danchin, 1993). La resolución de las estructuras 

tridimensionales del centro catalítico de una AC de mamífero nos indica que estas regiones 

contienen residuos de aminmícidos esenciales para la actividad de estas enzimas (Zang et al., 

1997; Tesmer et al., 1997). Beuve y Danchin (1992) demostraron que mutaciones puntuales que 

abaten Ja síntesis de AMPc en Ja ACI de S. meli/oti Je confieren Ja capacidad de sintetizar GMPc. 

Los autores suponen que los residuos mutados están involucrados con Ja reacción de cicliznción 

más que con Ja discriminación del substrato (A TP o GTP) ya que estos residuos se conservan en 

las adenil y guanil ciclasas. En trabajos posteriores se identificaron Jos residuos involucrados con 

Ja especificidad del substrato (Sunahara et al., 1998; Tucker et al., 1998). Mutantes de adenil o 

guanil ciclasas que sustituían estos residuos por sus contrapartes en las adenil o guanil ciclasas, 

permutan su preferencia por el substrato. Una situación similar se presentó en el caso de Ja 

proteína CyaG de S. plate11sis, a Ja cual se Je permutó su especificidad de substrato al 

intercambiar Jos tres residuos específicos de A TP por Jos específicos para GTP. La CyaG mutante 

fue capaz de sintetizar GMPc y perdió Ja capacidad de síntesis de AMPc (Kasahara et al., 2001). 

Danchin (1993) hipotetiza que las adenil y las guanil ciclasas pudieron haberse originado de un 

ancestro común que presentaba actividad de ciclasa de nucleótidos purínicos trifosfatados. Por Jo 

que probablemente existió una proteína ciclasa con actividad dual que sintetizaba tanto AMPc 

como GMPc y que precede a Ja separación de eubacterias y eucariontes. Kasahara y 

colaboradores (2001) proponen otro escenario en el que las GC's de mamífero se originaron a 

partir de algún tipo de AC. Si bien es cierto que Ja CyaG de S. plate11sis contiene Jos 

determinantes propios de una AC, su secuencia global se asemeja más a las GC's que a las AC's. 

Además, posee cerca del extremo amino un dominio de dimerización, que no Jo presenta ninguna 

AC, pero que esta altamente conservado en las GC's eucariontas. Es probable que Ja CyaG de S. 

plate11sis sea un antecesor de las GC's de mamíferos. Hasta el momento todas las guanil ciclasas 

descritas pertenecen a Ja clase Universal, incluyendo Ja única GC bacteriana caracterizada (Ochoa 

de Alda et al., 2000, para información reciente sobre GC's revisar a Lucas et al., 2000). Es 

probable que las GC's efectivamente hayan sido originadas a partir de adenil ciclasas, Jo que 

indicaría que Jos mecanismos regulados por AMPc anteceden a aquellos regulados por GMPc. 

Las enzimas de Ja clase IV se describieron por primera vez en A. lrydroplrila (Sismeiro et al., 

J 998). Esta bacteria es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, del grupo de las 
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enterobactérias que vive en estuarios y es un patógeno oportunista de mamíferos incluyendo al 
hombre. Inicialmente se especuló que este tipo de enzimas estaban distribuidas casi 
exclusivamente en Arqueobacterias, y que incluso A. hydrophila podría haber adquirido el gen 

cyaB,' que codifica a esta AC, por transferencia horizontal {Sismeiro et al., 1998). Sin embargo, 
nuestra búsqueda de homólogos en las bases de datos encontró proteínas 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 proteínas están distribuidas más 

ampliamente de lo que se había especulado. Como se mencionó anteriormente, las enzimas de 
esta clase tiene óptimos de actividad en condiciones de temperatura y pH extremos. Dado que 
estas condiciones distan mucho de ser optimas para el crecimiento de la mayoría de las bacterias 

surge la pregunta ¿Cúal es el papel de estas AC' s en estas bacterias?. Sabemos que mutantes 
cyaB de A. hydrophila no tiene fenotipo y que este gen no se expresa en condiciones de 

laboratorio {Sismeiro et al., 1998). Sin embargo, es posible que en el ambiente donde A. 

ltydroplii/a vive se presenten condiciones extremas de temperatura y pH, en las que ésta proteína 

funciona óptimamente. 
Algunas bacterias poseen AC's que pertenecen a distintas clases, por ejemplo A. hydrophila 

posee AC's de las clases 1 y IV; Yersi11ia pestis posee AC's de In clase 1, 11 y IV; y Pse11domo11as 

aemginosa posee ciclnsas de las clase l, 11, y 111. 
Finalmente, las AC's constituyen una familia heterogénea de proteínas multidominios agrupadas 

en cinco clases perfectamente definidas por sus características presentes en la secuencia protéica. 
En algunas de estas clases, existe una gama de dominios accesorios a los segmentos catalíticos 

cuya función probable sea la de ejercer algún tipo de regulación sobre la actividad de la ciclasa. 

Lo anterior ha llevado a postular que evolutivamente las adcnil ciclasas son un claro ejemplo de 

la construcción modular de proteínas. Así mismo, resulta controversia! el establecer relaciones 

filogenéticas entre las distintas clases de AC's, alternativamente se puede proponer que no existe 

ninguna relación filogcnética dentro de esta familia de proteínas y que se trata de un caso 

particular de evolución convergente, en el que las distintas clases de AC's se originaron 
independientemente {Danchin, 1993; Barzu y Danchin, 1994). 

EL AMPc EN BACTERIAS ENTÉRICAS 

La función del AMPc se ha estudiado más extensamente en enterobacteriÜs que en ningún otro 
grupo bacteriano. Se ha descrito que el AMPc se une a CRP forma~d~~uné~mpl~jó que ti~n~ la 

capacidad de interaccionar con el ADN de manera especifica y regular la transcripción de 

numerosos genes {Kolb e1 al., 1993). 
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Regulación Transcripcional Mediada por el Complejo AMPc-CRP 

La proteína CRP es un homodímcro 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 a y 8 hojas 13 plegadas en las que se encuentran los sitios de 

unión al AMPc (McKay et al., 1982; Weber et al., 1987). El dominio carboxilo, que comprende 
del residuo 136 ni 209, está constituido por 3 hélices a y 4 hojas 13-plegadas; en este dominio se 
encuentra el motivo hélice-vuelta-hélice (HTH) que interacciona específicamente con el ADN 

(Steiz et al., 1982; Schultz et al., 1990). Cada dímero interacciona con dos moléculas de AMPc, 

producto de esta interacción se producen cambios conformacionales que alteran In orientación 
relativa de ambas subunidades, permitiendo que el complejo AMPc-CRP se una al ADN (Kypr y 
Mrazek, 1985). Los motivos HTH de cada subunidad se unen a dos secuencias simétricas 

palindrómicas de 22 pb en dos surcos mayores consecutivos. Los operones activados por el 
complejo AMPc-CRP presentan estas secuencias a distancias que varían entre 40 y 200 pb 

corriente arriba del inicio de la transcripción (Berg y VonHippel, 1988). 
El complejo AMPc-CRP activa la transcripción de algunos genes y reprime la de otros. Lo genes 

activados presentan en su región promotora sitios de unión a CRP cercanos ni inicio de 
transcripción, tal es el caso de Jos promotores galP l, lacP l, y mal1P 1, donde el sitio de unión de 
CRP se sitúa en las posiciones 41, 65, y 70 corriente arriba del inicio de la transcripción, 

respectivamente. En otros casos, los sitios de unión a CRP se encuentran n mayor distancia 

corriente arriba del inicio de transcripción, como es el caso de los promotores araB, malE y papL 

En estos casos la activación depende de la función coordinada de CRP y un segundo regulador. 

CRP activa la transcripción alterando uno ó más parámetros del inicio de In transcripción: por 

ejemplo, participa en la captura de la polimerasn, lo que favorece la formación del complejo 

cerrado; y posteriormente acelera la isomerización del complejo cerrado n complejo abierto y 

finalmente estimula la tasa de escape de la polimerasn, dando paso a la formación de un complejo 

de inicio estable que se acompaña de la pérdida de la subunidad sigma (Kolb et al., 1993). 

Los genes que se reprimen por el complejo AMPc-CRP presentan sitios de unión a CRP 

sobrelapados con los sitios de unión de la ARN polimernsa. La unión de CRP al ADN bloquea la 
unión de In polimerasa a la región promotora. Este tipo de represión se presenta en In expresión 

del gen cya y del operón gal (Kolb et a/., 1993). 

Funciones Celulares Reguladas por el AMPc en Enterobacterins 

Si bien es cierto que el complejo AMPc-CRP se describió inicialmente por su papel en el control 

de la Represión Catabólica en E. coli, actualmente son cuantiosos los reportes que involucran al 

complejo en la regulación de genes que participan en diversos procesos celulares (Tabla 4). 
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Tabla 4: Genes y Funciones Reguladas por el AMPc en E. coli y S. typllim11riu111. 

Genes Función Criterio 

tmsB L-Asparaginnsa 11 B.D.F,G 
appR ~ Fosfatasa ácida D 
cat Cloranfcnicol uccliltransfcrasu D 
ccd Deoxicitidina deaminasa F 
cidA Catabolismo de N-Acetilglucosamina D 
cir Receptor del colicina D 
cpdB Fosfodiesterasa 2 • .3' -ciclica A,F 
crp Proteína receptora del AMPc A, B, C. D. E, F 
CllJJ Transporte de carbohidratos B 
e ya Adenil ciclasa A, B, C, D, E, F 
d11aA Regulación de la replicación E 
exuT Metabolismo de galactosidos D 
fadBC Utilización de ácidos grasos B,F,G 
jic Filamentación D 
jlaAB Síntesis de ílagelo D 
jlaD Síntesis de ílagelo D 
fru Expresión del regulón de In fructosa D 
fur Expresión del regulón para In toma de lierro D,F,G 
glpD Glicerol-3-fosfato deshidrogcnasa B,F 
g/gC Síntesis de glucógeno E.O 
ilvA Expresión de In treonina desaminasa D.F.G 
i/vB Acetohidroxiácido sintasa 1 D 
me/R Síntesis del acti vador de la melobiósa E.F 
pck Expresión de la PEP carboxicinasa A.B.G 
sdlr Operón de la succinato deshidrogenasa F 
speC Ornitina decarbmdlasa B,E 
tdc Treonina dehidratasn B 
toxAB Producción de enterotoxinas A,B,D,F,G 
tra Genes de transferencia en el plásmido F e 
Is.\· Proteína de la membrana exterior e.o.a 
ubiG Síntesis de In ubiquinona A.D.G 
ILWCA Metabolismo de galactósidos D 

Respuesta al "Heat shock" e 
Promotor P4 del pBR322 A.B 
Número de copias del plásmido P4 B 
Formación del pili D.F 
Reducción del tiosulfato A 

Esta tabla es una modificación de la Tabla 1 presentada por Botsford y Harman ( 1992). Criterios: A. Función 
sensible a represión catabólica; B. Función aícctada por la adición de AMPc: C. Cuantificación de nuclcótidos 
dclicos: D. Evidencias genéticas a panir de cepas mu1an1cs cya y crf'; E. E\'idcncias bioquímicas in ''itro; F. Sitios 
de unión para CRP presentes en las regiones promo1oms~ G. Estudios de expresión utilizando genes reporteros. 
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Motilidad. En bacterias entéricas, el complejo AMPc-CRP activa la transcripción del operón 
flaAB y del genjlaD. El producto de estos genes es indispensable para la síntesis del flagelo, por 

esta razón, mutantes de E. co/i en los genes cya o crp son totalmente inmóviles (Kutsukake et al .. 
1990). 
Represión Catabólica. En E. coli, la represión catabólica describe la represión permanente de la 

síntesis de enzimas catabólicas aún en la presencia de sus inductores apropiados por efecto del 
metabolismo de la glucosa. El complejo AMPc-CRP regula, a nivel transcripcional, la síntesis de 

muchas enzimas que intervienen en el catabolismo de fuentes secundarias de carbono. 
Anaerobiosis. Cuando E. coli crece en condiciones anaeróbicas expresa de novo más de 50 

proteínas, algunas de las cuales se requieren para la respiración anaeróbica y otras son específicas 
del metabolismo fermentativo. Se demostró que el complejo AMPc-CRP regula la expresión de 
algunas de estas proteínas, por ejemplo, la expresión de la enzima L-asparaginasa 11 depende de 
FNR y CRP (Russell y Yamazaki, 1978). 

Virulencia. Cepas mutantes de S. typliimurium cya y crp, obtenidas mediante inserciones del 

Tn 1 O, crecieron más lentamente que la cepa silvestre y son completamente avirulentas en células 
intestinales de ratón en cultivo. Esto indica que se requiere del complejo AMPc-CRP para el 

desarrollo de la virulencia en esta bacteria (Curtiss y Kelly, 1987). 
División Celular. Distintos reportes proponen que el complejo AMP-CRP intervienen en el 

proceso de la división celular en E. coli, ya que se observó que la expresión de genes vitales 

involucrados en este proceso, tales como sjiA, sjiC y fts, requieren del complejo (Holtje y 

Nanninga, 1984; Kumar et al., 1981 ). 

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

condiciones ambientales adversas, como lo es la limitación de algún nutrimento esencial. Durante 

la deprivación de carbono se induce la síntesis de novo de treinta proteínas con distintos patrones 

temporales de expresión, algunas de las cuales son de importancia para la sobrevivencia de la 

bacteria. Veinte de estas proteínas están bajo el control del complejo AMPc-CRP. Los genes que 
codifican a estas proteínas se han llamado genes cst. Se piensa que están relacionados con la 

preparación de la bacteria para escaparse de la deprivación, puesto que muchos de estos genes 

codifican para proteínas catabólicas 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) describen que E. co/i requiere de AMPc pero no de 

CRP cuando crece en condiciones de anaerobiósis en un medio con glucosa. Observan que 

mutantes cya de E. coli detienen su crecimiento bajo estas condiciones, mientras que mutantes 
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crp continuan creciendo. Por otra parte, !Os estudfós de' Hughes y cÓlaboradores (1988) 

involucran al AMPc con In replicación dd genoma de: E. ';:.i;;ri, En estos trabajos se describe como 

la unión del AMPc a DnaA (proteína iniciadrira de la. replicadón de ADN) estimula su unión al 

origen de replicación (oriC) favoreciendo de e~tll rna~era la replicación del cromosoma de E. coli. 

EL AMPc EN BACTERIÁS NO ENTÉRICAS 

Biville y Guiso (1985) presentan evidencias. de la existencia de AMPc en doce diferentes 

bacterias Gram negativas, algunas de las cuales no son entéricas, y reportan que la concentración 

del AMPc varía en función de las condiciones del crecimiento, de manera similar a la descrito 

para E. co/i. También, mediante el empleo de ensayos radioinmunológicos, describen la presencia 

de CRP en algunas de las bacterias empleadas en su estudio. Excepcionalmente en bacterias no 

entéricas como Haemopliilus influenzae y Vibrio jiscl1eri, el complejo AMPc-CRP regula el 

desarrollo de la competencia y la luminiscencia, respectivamente (Tabla 5). 

Luminiscencia. Cepas mutantes cya ó crp de V.jischeri reducen los niveles de luminiscencia. 

Adicionalmente, el análisis de secuencia de la región reguladora de los genes lux (encargados de 

la luminiscencia) revelan un sitio de unión 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 H. i11j111enzae es un bacilo Gram negativo capaz de 

desarrollar competencia y ser transformable de manera natural. Mutantes de H. i11j111enzae 

deficientes en la síntesis de AMPc ó CRP no desarrollan competencia, además de que presentan 

un fenotipo pleiotrópico en la fermentación de carbohidratos (Dorocicz, 1993). 

Motilidad. La adición de AMPc a cultivos de la cianobacteria filamentosa S. plate11sis estimula 

la motilidad celular. Algunas evidencias sugieren que el AMPc participa en la formación de la 

capa mucilaginosa que permite el deslizamiento de la bacteria (Ohmori et al., 1993). 

Patogénesis. Algunas bacterias patógenas como B. penussis, causante de la tosferina, y B. 

alllhracis, responsable de la enfermedad conocida como ántrax, sintetizan una AC tóxica. 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. per111ssis en la síntesis de la AC son avirulentas. Por otra parte, no se 

ha definido si el AMPc tiene algun papel en la fisiología de estas bacterias. 

Síntesis de Celulasas. Mutantes de la bacteria termofila Tlier1110111011ospora curvara, que 

sobreproducen celulasas presentan niveles elevados de AMPc. y la adición de este nucleótido a 

células en cultivo estimula la producción de celulasas. Ambas observaciones sugieren que en T. 

cun•ata, el AMPc está involucrado en la síntesis de celulasas (Wood et al., 1984). 
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Tabln 5: PUpel del AMPc en llncterias No Entéricas. 

Bacteria 

Sa/111011c/la typlii11111ri11111 
Envinia clrryscmthemi 
Chlamytlia traclwmatis 
Klebsie/la aerogc11cs 
Klcbsic/la p11e11111oniac 

Serralia marc.·escens 
Bortletc/IC1 pcrt11ssis 
BortletcllC1 brochisepticCI 
Bacilltts muracis 
LegionellC1 ¡me11111ophila 
\librio s¡1p. 

Pseuclomonas fluoresccns 
Rlwdocyclus gelati1ws11s 
Anabaena spp. 
Streptomyces spp. 
Thermomonospora curvata 
Clostridium botulinum 
Photobacterium spp. 
Spirulina platensis 
A1ycoplasma pneumoniae 
Mycobacterium smegmatis 
Nocardia salmonico/ar 
Alcaligenes eutrophicus 
ArtlwbC1cter cry.1·1al/opoictes 
My•obacterias 

No.uoc mucorum 

Función 

Virulencia 
Expresión de Ja pectnto Jiasa 
Regulación del desarrollo 
Inducción del operón /mi 
Metabolismo de nitrógeno y regulación 
de enzimas del ciclo de Krebs 
Catabolismo de carbono 
Patogenicidad 
Patogenicidad 
Patogenicidad 
Desarrollo celular 
Bioluminiscencia y producción de 
prolensns 
Producción de antibióticos 
Regulación de genes fotosintéticos 
Formación del aparato fotosintético 
Esporulación y síntesis de celulosa 
Producción de celulosa 
Esporulación 
Expresión del gen ompH 
Movilidad 
Represión catabólica 
Síntesis de tlcidos grasos 
Regulación de Ja isocitrato liasa 
Expresión de la hidrogenasa 
Morfogénesis 
Formación de esporas y del cuerpo 
fructífero 
Morfo génesis 

Criterio 

A,B,C,D,E,F 
A,B 
B 
B,E 
A.B 

B,C 
D 
D 
D 
B 
A,B,C,D 

A.B 
B,C. 
B,C.D 
B,C 
B,C 
A,B,C 
A,B 
B,C,D 
B 
B 
B,C 
B 
e.e 
B,C 

B 

Esta labia es una modificación de In Tabla 2 presentada por Botsford y Harman (1992). Criterios: A. La glucosa 
reprime In síntesis de enzimas~ B. Función nfcc1ndn por Ja adición de AMPc: C. Cuantificación de nuclcótidos 
cíclicos: D. Evidencias genérica.~. locus cya y/o .aparentes mu1t10tcs cya y crp: E. E\'idencins de la expresión de genes 
in ''itro: F. Sitios de unión para CRP prcscnlcs en las regiones promotoras. 

Fotosíntesis. En la bacteria fotosintética Rhodocyc/us gelatinosus. el AMPc reduce la cantidad de 

pigmentos involucrados en la fotosíntesis, lo que sugiere que el nucleótido participa en In 

regulación de la expresión de genes involucrados con el proceso fotosintético (Murrny et al., 

1988). En la cianobacteria A11abae11a 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 A11abae11a variabi/is, el AMPc interfiere con la formación de aparato 
fotosintético (Smith et al., 1981 ). 

Morfogénesis. Bacterias del género Artllrobacter presenta formas circulares cuando crecen en 

fase exponencial y cambian su morfología a bastones al entrar en fase estacionaria. El AMPc 

inhibe este cambio de morfología cuando se adiciona a cultivos celulares (Hamilton et al., 1977). 

Concomitantemente, mutantes que no presentan esta transición de morfología producen reducidos 

niveles de AMPc. Tales evidencias sugieren que el AMPc participa en la regulación de la 

morfología en estas bacterias (Hamilton el al., 1978). 
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LA FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO 

La fijación biológica del nitrógeno es el proceso mediante el cual el dinitrógeno atmosférico (N2) 

es reducido a amonio (NH;), por la acción de la enzima nitrogenasa. Este proceso está 

restringido a los procariontes y lo encontramos tanto en eubacterias como en arqueobacterias. 

Algunas bacterias de los generas Klebsiel/a, Aw1obac1er y Anabaena, por citar algunas, fijan 

nitrógeno en vida libre para satisfacer sus propios requerimientos (Diazótrofos). Otras bacterias, 

particularmente de la familia Rhizobiaceae, reducen el dinitrógeno mediante asociaciones 

simbióticas con plantas leguminosas y algunas como B. japo11ic11111, son capaces de fijar nitrógeno 

tanto en vida libre como en simbiosis. La fijación simbiótica de nitrógeno requiere de la 

formación de nódulos, estructuras especializadas en las raíces de las leguminosas, que albergan a 

las tipos bacterianos directamente encargados de la reducción del N,. denominados bacteroides. 

Durante está interacción la bacteria cede a la planta el nitrógeno fijado a cambio de una serie de 

metabolitos necesarios para el funcionamiento del bacteroide. El establecimiento de un relación 

simbiótica efectiva que culmine con la formación de nódulos y la consecuente fijación de 

nitrógeno es un proceso altamente específico, en algo casos una leguminosa solo es capaz de 

interaccionar con un grupo muy reducido de bacterias. Por ejemplo, Pliaseo/us vu/garis (frijol) 

interacciona con Rhizobi11111 e1/i, Pisum saliva (chícharo) con R/iizobi11111 leg11mi11osar11m, 

Medicago saliva (alfalfa) con S. 111elilo1i y Glycine max (soya) lo hace con B. japonicum y S. 

fredii. La fijación simbiótica de nitrógeno suministra cada año más del 50% del nitrógeno que es 

reintegrado a los seres vivos. Evidentemente, el estudio de este fenómeno tiene gran importancia 

desde el punto de vista ecológico y agronómico, pero también el establecimiento de la simbiosis 

entre Rhiwbi11111 y leguminosa ha probado ser un excelente modelo del estudio de las 

interacciones planta-microorganismo. 

LOS NUCLEÓTIDOS CÍCLICOS EN LAS RHIZOBIACEAS 

En procariontes, los nucleótidos cíclicos.·como el AMPc y el GMPc, son señales intracelulares 

que controlan diversos fenómenos.'.Miéntras que el AMPc se ha detectado casi en todas las 

bacterias, la presencia de GMPc se ha reportado principalmente en cianobacterias (Botsford y 

Harman, 1992; Ochoa de Alda el al., 2000). Durante la fijación de nitrógeno el patrón de la 

expresión génica en ambos organismos sufre cambios drásticos. La naturaleza de las señales 

involucradas en este proceso de expresión génica diferencial no están del todo aclaradas. 

Distintos reportes describen la presencia de AMPc y GMPc en algunas especies de la familia 
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Rhizobiaceae, e involucran a estas moléculas con funciones celulares tales como: la represión 

catabólica, la regulación de In asimilación de amonio durante la.simbiosis y In regulación del 

metabolismo de hidrógeno. 

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 razón, es de suma 

importancia contar con un mecanismo eficiente de represión catabólica. En algunas rhizobiaccas 

se han descrito fenómenos de represión catabólica simililar al de E. co/i, con la diferencia de que 

en Rhiwbium son ácidos dicarboxílicos, como el succinato o malato, en lugar de la glucosa, las 

moléculas que ejercen el efecto represor. Numerosas investigaciones se han enfocado en 

esclarecer los mecanismos que controlan Ja represión catabólica en estas bacterias. Uckcr y 

Signer (1978) reportan por vez primera, la existencia de un fenómeno de represión catabólica en 

Si11orhiwbiu111 meliloti (antes R/iizobium meliloti). Describen como la adición de succinato a 

células cultivadas en medios suplementados con lactosa, como única fuente de carbono, causa 

una inmediata reducción de la actividad de 13-galactosidasa. Arias y colaboradores ( 1982¡ 

reportan que en S. meliloti, ácidos dicarboxílicos, como el succinato y el malato, reprimen el 

catabolismo de la manosa. Rohm y colaboradores (1985) demuestran que el succinato reprime la 

respiración de fenol de bactcroides y de células en vida libre de 8. japo11icu111. Stowers y El kan 

(1985) describen que en 8. japo11icu111, el succinato regula los niveles de distintas enzimas del 

catabolismo de hexosas pertenecientes a las rutas metabólicas de Entncr-Doudoroff (ED) y 

Embdcn-Meyerhof-Parnas (EMP). En 8. japo11icu111, las enzimas encargadas de la utilización del 

formato (formato dcshidrogenasa y RuBP carboxilasa) están sujetas a represión catabólica por 

ácidos dicarboxílicos, según reportes de Simpson ( 1979) y Manían ( 1982). En las investigaciones 

realizadas por McGctrick ( 1985) se plantea que distintas fuentes de carbono, entre ellas 

intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, ejercen represión sobre la fijación de CO, al 

reducir la actividad de la enzima RuBP carboxilasa de S. meli/oti. Manda! y Chakrabartty 

( l 993A) reportan que las enzimas de las rutas ED y EMP encargadas del metabolismo de hexosas 

en M. ciceri son induciblcs por glucosa y están sujetas a represión catabólica por el succinato. 

Extrañamente, en ninguno de estos estudios fue posible involucrar al AMPc en la regulación de la 

represión catabólica. 

Por otra parte, durante la simbiosis, los bactcroides activan la síntesis de la nitrogenasa al mismo 

tiempo que reprimen la síntesis de las enzimas encargadas de asimilar el amonio. Upchurch y 

Elkan (1978) observan que en B. japo11ic11111, la expresión de tres enzimas involucradas en la 

asimilación de amonio (glutamino sintetasa, glutamato sintasa y glutamato deshidrogenasa) se 

reduce drásticamente por la adición de AMPc a cultivos celulares crecidos en medios 

suplementados con NH4CI. Basados en este hecho, los autores sugieren que en 8. japo11ic11111 el 

AMPc puede tener algún papel durante la simbiosis. Catenese y colaboradores ( 1989 ¡ reportan 
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que en bacteroides de B. japo11ic11111, la 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 fosfodiesterusa disminuye conforme el nódulo se 

desarrolla, la actividad de AC se incrementa. Lo anterior sugiere que el AMPc tiene un papel 

durante la simbiosis. Lim y Shanmugam ( l 979A) reportan que en B. japo11ic11111 la presencia de 

algunos intermediarios del ciclo de los :ícidos tricarboxflicos, como malato o succinato, reducen 

la utilización de hidrógeno molecular (H,), y que en células crecidas en medios suplementados 

con malato como única fuente de carbono, la adición de AMPc alivia la inhibición ejercida por el 

malato sobre la toma de H,. Ambas observaciones concluyen que el AMPc participa en la 

regulación del metubolismo del 1-1,. En el mismo reporte se demuestra que las pozas de AMPc 

intracelular varían dependiendo de la fuente de carbono disponible. Los niveles del nucleótido 

fueron bajos cuando las células se crecieron en malato, pero altos cuando se crecían en glutamato. 

Posteriormente MacGetrick ( 1985) introduce una copia del gen e ya 1 de S. meli/oti en B. 

japo11ic11111 y observa como el efecto represor del malato sobre la toma de H2 es totalmente 

abatido. Cuando M. ciceri crece en acetuto. la adición de succinato causa represión de la actividad 

de la isocitrato liasa, enzima de la ruta del glioxilato. La adición de AMPc a este cultivo alivia 

substancialmente la represión ejercida por el succinato (Mandal y Chakrabartty, 1993B). 

Por otra parte, Lim y colaboradores (l 979B) involucran al GMPc con la fijación de nitrógeno en 

la vida libre de B. japo11ic11111. Los autores observan que la adición de GMPc, en concentraciones 

menores de 100 µM, a cultivos de B. japo11ic11m 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. japo11ic11111 disminuyeron cuando la 

actividad de nitrogenasa se indujo. En un trabajo posterior se observó que la adición de GMPc a 

cultivos de B. japo11ic11111 inhibía el crecimiento de la bacteria. Esta inhibición fue independiente 

de la fuente de carbono y nitrógeno utilizada en el medio de cultivo (Jones et al., 1985). 

LAS ADENIL CICLASAS DE LAS RHIZOBIACEAS 

En los genomas, recientemente secuenciados, de M. loti, S. meliloti y A. 111111efacie11s se 

identificarón 12, 26, y 3 genes, respectivamente, cuyos productos poseen regiones homólogas a 

las dominios catalíticos de las AC's de la clase 111. Así 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 posee mayor cantidad de genes que codifican 

para AC's/GC's. En trabajos anteriores se habían 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 agruparÓn en la clase II1 debido a 

que posen regiones similares a los dominios catalíticos de las ciclasas eucariontas. Las 

AC's/GC's de S. meliloti fueron clasificadas en dos tipos. Las ciclasas del tipo I (19 proteínas) 

presentan un dominio responsable de la actividad de ciclasa ubicado en el extremo carboxilo y 
solo algunas de estas poseen dominios transmembranales ubicados en el extremo amino. Las 

ciclasas del tipo 11 (7 proteínas) tienen un dominio catalítico en el extremo amino asociado a 

secuencias repetidas similares a las tetraticopeptidos (TPR's) ubicadas en el extremo carboxilo. 

Los TPR's son motivos degenerados de 34 residuos de aminoácidos, usualmente repetidos en 

tándem, y que están involucrados en interacciones intra e intermoleculares entre proteínas. 

Particularmente, la Cya3 posee cuatro secuencias TPR's muy similares a las que presentan las 

proteínas TfuA y CycH de Rhiwbium leg11111i11osarum y S. meliloti, respectivamente. La proteína 

TfuA esta involucrada con la producción del antibiótico trifolitoxina (Tfx) y CycH participa con 

la biogénesis del citocromo C (Shapyrova et al., 1999). Mientras que 4 de las 12 ciclasns de M. 

loti presentan secuencias TPR's, ninguna de las ciclasas de A. 111111efacie11s presenta éste tipo de 

secuencias. 

Por otra parte, la complementación de una mutante cya de E. coli permitió la clonación de una 

región de ADN de B. japo11ic11111 que posiblemente codifica para una AC. No existe secuencia de 

este fragmento de ADN, sin embargo, experimentos de hibridación tipo Sourthen demostraron 

que el probable gen cya de B. japo11ic11111 no muestra similitud con su contraparte en E. coli 

(Guerinot y Chelm, 1984). 

La clonación de los 3 genes cya de S. meliloti permitió In construcción de cepas mutantes cya. 

Tanto las mutantes sencillas (cya/ y cya2) como la doble mutante (cyalcya2), reducen la 

producción de AMPc, con respecto a la cepa parental (F34), pero no la abaten. Ninguna de estas 

cepas presentó alteraciones en sus propiedades simbióticas o en vida libre (Boesten et al., 1988; 

Archdeacon et al, 1995). Una situación similar se presentó en el caso de la mutante cya de B. 

japo11ic11111. (Guerinot y Chelm, 1985). Sorprendentemente, In mutante cya3 de S. meliloti (T482), 

generada por In inserción de un transposón Tn5, incrementó su capacidad simbiótica en 

comparación con la cepa parental CXMl-105 (Shapyrova et al., 1999). 

La proteína CRP en Rhizobiaceas 

No obstante que algunas evidencias experimentales sugieren In presencia de una proteína 

homóloga a CRP en rhizobiaceas (McGetrick et al., 1985B) y que incluso la involucran de 

manera directa en el control de la expresión del operón dctABD de S. meliloti (Wang et al., 1993). 

La busqueda de proteínas homólogas a CRP en las secuencias de los genomas de M. loti, S. 

meliloti y A. 111111efacie11s, no arroja ninguna proteína que presente una similitud superior al 20%. 
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El AMPc EN Rltiwbium etli 

El sistema modelo de estudio en el laboratorio es el endosimbionte del frijol, Rhizobium etli. Esta 

bacteria es la que más frecuentemente se encuentra asociada a raíces de frijol en la región central 

de México (Martínez et al .. 1985). Son bacilos Gram negativos, aeróbicos, capaces de crecer en 

medio mínimo suplementados con ácidos dicarboxílicos como la mejor fuente de carbono. La 

cepa CE3, cepa tipo de ésta especie, se caracteriza por poseer seis plásmidos denominados p42a, 

p42b, p42c, p42d, p42e y p42f(cuyos tamaños varían entre 120 y 750 kb), y por la presencia de 2 

copias de los genes nifDK y 3 de 11ifH, que codifican las enzimas nitrogenasa y nitrogenasa 

reductasa, repectivamente. Las copias de estos genes 11if se localizan, junto con la mayoría de los 

genes necesarios para la fijación de nitrógeno, en el p42d, también llamado plásmido simbiótico 

o pSym (Segovia et al., 1993). 

Mora y colaboradores (1993A) reportaron como distintas rhizobiaceas al ser subcultivadas 

consecutivamente en medio mínimo (MM) disminuyen su crecimiento con un patrón 

característico de cada especie. Particularmente, la cepa CE3 de R. etli al ser subcultivada en MM 

presenta un metabolismo que asemeja al fermentativo, ya que excreta aminoácidos, ácidos 

orgánicos (algunos son intermediarios de ciclo de Krebs), y acumula poli-P-hidroxibutirato 

(PHB) en grandes cantidades. El crecimiento de la cepa CE3 se mantiene constante cuando se 

inocula a baja densidad o cuando el 0 2 se mantiene al 20%. De igual manera, la adición al MM 

de suplementos como tiamina, biotina o AMPc permiten que la cepa CE3 continúe creciendo 

ininterrumpidamente (Encarnación et al., 1995). Estos datos permiten suponer que el AMPc es 

una señal involucrada con el cambio del metabolismo aeróbico a fermentativo en R. etli. Por otra 

parte, Mora y colaboradores (l 993B) describen que en la cepa CE3 de R. et/i, el succinato 

reprime la utilización de glutamina en cultivos crecidos en presencia de ambas fuentes de carbono 

y que la adición de AMPc en este medio de cultivo provoca que la glutamina sea utilizada en 

mayor proporción que el succinato. Así mimo, los niveles de AMPc acumulados por R. etli 

cuando crece en medio mínimo glutamina fueron seis veces mayores que cuando crece en medio 

mínimo succinato-amonio, indicando que el AMPc puede ser una señal de deprivación 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 especies de Ja familia Rhizobiaceae, Ja carencia de mutantes deficientes en Ja síntesis de 

AMPc ha impedido discernir en forma precisa el papel del nucleótido en este importante grupo de 

bacterias. El trabajo de mis estudios de Ja maestría y del doctorado se enfocan en el aislamiento y 

la caracterización de Jos elementos genéticos encargados de Ja síntesis del AMPc en Rhizobi11111 

et/i, así como a Ja construcción y al análisis de las cepas mutantes consecuentes. 
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RESULTADOS 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

En el trabajo desarrollado durante el Doctorado retomó Jos avances obtenidos durante mis 

estudios de Maestría. En seguida hago una breve reseña de algunos de Jos resultados más 

relevantes: Con Ja finalidad de aislar e identificar genes de R. etli que codificaran para Ac·s, 

complementamos el fenotipo tac de una mutante cya de E. coli con ADN procedente de un banco 

de cósmidos de Ja cepa CE3. Esta estrategia nos permitió aislar los cósmidos pTS933, pTS934, 

pTSl 179ypTS1190. Experimentos de hibridación tipo Southern nos confirmaron que dos de 

estos (pTS933 y pTS 1190) est:ín sobrelapados y que comparte dos fragmentos EcoRl de 2 y 1 

kb. A partir de Jos cósrnidos pTS 1179, pTS933, y pTS934 generamos las clonas recombinantes 

pEVSm, pE2, y p33. IO, que contienen fragmentos EcoRVISmal de 2.3, EcoRl de 2, y Sal! de 2.8 

kb, respectivamente. Las tres clonas recornbinantes le permitieron a Ja mutante cya de E. coli 

crecer en lactosa, ser móviles y recuperar Ja sensibilidad a fosfomicina y serina. Así mismo, las 

cepas complementadas fueron capaces de sintetizar y acumular AMPc en distintas 

concentraciones (Tabla 7). Con estos resultados concluirnos que habíamos aislado tres genes cya 

que codifican distintas AC·s en R. etli. La secuencia nucleotídica de la clona pE2 nos reveló Ja 

existencia de un marco de lectura abierto que nombramos cyaB porque codifica una proteína de 

364 residuos que tiene gran similitud con Ja AC2 (Cya2) de S. me/iloti. Ambas AC's conservan 

los motivos característicos de las AC's/GC's de Ja clase III. La inserción de un interposón dentro 

de cyaB, nos permitió construir Ja mutante en R. etli. Esta mutante no presentó diferencias con la 

cepa silvestre en Jos fenotipos analizados. Estos resultados nos permiten suponer CyaB es 

dispensable para el crecimiento del rhizobio tanto en vida libre corno en simbiosis. 

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

Cepas 

W31 IO (silvestre) 
CONI (cyt1) 

CONl/pRKACEc 
CONl/pEVSm (cyt1A) 

CON l/pE2 (cyaB) 

: CON llp33 IO (cmC) 

AMPc 
(pmol/mg prot) 

318(±32) 
ND 
650 (±42) 
1265 (±113) 
833 (±98) 
125 (±13) 

El AMPc se cuantificó a partir de crecimientos exponenciales de las distinras cepas cultivadas en medio mfnimo M~ 
lac1osa-casaminoácidos. empicando el kit "Cyclic AMP J'HJ Assay Sys1c111" de Amcrsham. El pRKACEc contiene 
un fragmcnlo de ADN de 2.8 kb que codiílca a la adenil ciclasa de E. co/i (Tabla IO). Cnda valor es el promedio de 
tres estimaciones independientes. La desviación cstandar se muestra entre parénlcsis. ND=No de1cctado. 
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LOS PLÁSMIDOS pEVSm, pE2 y 113310 CODIFICAN DISTINTAS ADENIL CICLASAS 

Plásmido pEVSm 
En la secuencia nuclcotídica de está clona identificamos dos ORF's (Fig. 5A). El ORFI codifica 

una proteína de 457 residuos y tiene una masa molecular calculada de 50.8 kD. El producto de 
este ORF, particularmente la región carboxilo, muestra gran similitud con el dominio catalítico de 
AC's/GC's de la clase Ill. El ORF2 orientado en el mismo sentido que el ORFI, codifica un 
péptido de 83 residuos de aminoácidos que tiene 40% de identidad con el extremo amino de 

proteínas de la familia de los transportadores tipo ABC, particularmente con la proteína OppD de 
B. subrilis. Este ORF está truncado al término de la clona pEVSm. La inserción de un interposon 
(QTc) dentro del ORFI abate la capacidad del pEVSm para complementar a la mutante cya de E. 

co/i, confirmando que éste ORF es el responsable del fenotipo de complementación. Estos 
resultados nos indican que el ORFI codifica una AC que pertenece a la clase 111 y a la cual hemos 

llamado CyaA. Ninguna secuencia similar a un sitio de unión a ribosoma (RBS) o a un promotor 
pudo reconocerse corriente arriba de cyaA. Distintos análisis in silico (DAS. TopPred2) nos 
indican que CyaA es una proteína citoplásmica. Los cuatro motivos altamente conservados en los 

dominios catalíticos de las AC's/GC's de la clase 111 están presentes en CyaA. En experimentos 

de hibridación tipo Southern, utilizando como sonda un fragmento interno de cyaA e hibridando 

contra el perfil plasmídico de la cepa CE3 de R. er/i, se demostró que cyaA se localiza en el p42e. 
Así mismo, este experimento evidenció la presencia de una segunda señal de hibridación menos 

intensa localizada en el cromosoma y que probablemente corresp,onde a un nuevo gen cya. 

Plásmido pE2 
Como se había mencionado anteriormente, la secuencia nucleotídica de la clona pE2 muestra dos 
ORF's (Fig. 5B). El ORFI codifica una proteína de 353 residuos ·de aminoácidos con una masa 

molecular calculada de 39.2 kD, que muestra gran similitud Í::on AC's/GC's de la clase 111. El 

ORF2, orientado en el mismo sentido que el ORFI, se encuentra truncado en su extremo 3·. Este 

ORF codifica un péptido de 291 residuos de aminoácidos que tiene similitud con una proteína 
hipotética de Campylobacrer jeje1111i. La región central de ambas proteínas presenta similitud con 

glicerolfosfodiesterasas. El producto del ORFI tiene un 55% de identidad con la AC2 codificada 
por el gen cya2 de S. me/ilori. La inserción de un interposón (QKm) dentro del ORFI abate Ju 

capacidad de la clona pE2 para complementar a la mutante cya de E. co/i, confirmando que este 

ORF es el responsable del fenotipo de complementación. Aunados ambos resultados nos indican 

que el ORFI codifica una AC que pertenece a la clase lII y que hemos llamado CyaB. Un 

probable RBS está ubicado a 7 bp corriente arriba del codón de inicio de CyaB. Ninguna 
secuencia similar a un promotor se reconoce corriente arriba de cyaB. Distintos análisis in silico 
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predicen que CyaB presenta tres dominios transmembranales en er extremo" amino, estos 

dominios también están conservados en la Cya2 de S. meliloti (Archdeacon er'a/., 1995). Los 

motivos altamente conservados en las AC's/GC's de la clase 111 están iambién presentes en 

ambas ciclasas. Experimentos de hibridación tipo SouthemmostrarÓn que cyaB se localiza en el 

cromosoma de R. et/i como copia única. 

Plúsmido p3310 

La secuencia nucleotfdica de la clona pJJ 10 presenta tres ORF's (Fig. 5C). Ninguno de estos 

tiene similitud con alguna AC descrita en las bases de datos, ni conservan dominios 

característicos de alguna de las distintas clases de AC' s. Nosotros demostramos que el 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 caracterización de esta nueva clase, aunado ni 

análisis fenotipico y de expresión de cyaC se presenta en el articulo anexado. 

A) pEVS 
- tOObp 

Sm llg t: E S 11 Se s 

cyaA(ORFl) OR~'2 

B) pE2 
,T 

E M Se 11 s 11 A E 

> 
cyaB(ORFl) OR~'2 

C) p3310 
11 T T .. ' 1 
1111 Se 11 M I' s 
1 > > 

s llg 

1 4 
ORFI ol1r(OFR2) cyaC(ORFJ) 

Figura 5" Mapa físico de los plásmidos pEVSm (Al. pE2 (B) )' p3310 (C)" Las ílcchas rcprcscnian Ja orientación de 
los marcos de lcc1ura abiertos. Los rcctangulos con una llccha negra representan marcos de lectura abienos pero 
lruncudos en su cstrcmo 3 '. Todos los marcos señalados tienen simililud con alguna prolcina en las bases de datos 
cxcptó el marco 3 del panel C (ver el tcxlo para los detalles}. Los triangulas negros indican Jos sitios donde se 
insertaron los intcrposoncs omega (Q)o el casscllc Km·lacZ Los sitios e.Je rcstricciOn señalados son: S (Sa/I). Sm 
(Smal). Bg (fl¡;/I), B (8a111lll), M (/\f/111), P (Psrl), A (Apal), 11 (/li11dlll), Se (Sacl), E (EcoRf). Ev (EcoRV). 
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CyaA y CyaB ¿ADENIL o GUANIL CICLASAS? 

El alineamiento de las secuencias de los dominios catalíticos de las ciclasas CyaA y CynB de R. 

etli y de las ciclasas Cya 1, Cya2 y Cya3 de S. melioti, nos demuestra la gran similitud que tienen 

las ciclasns rhizobinnns con el dominio C2 de la ACII de rata (Fig. 6). Las ciclasas rhizobianas, al 

igual que iodas las AC's bacterianas de la clase lll, poseen solo un dominio catalítico que 

conserva los tres residuos esenciales para la actividad de ciclasa (D. N y R). Por esta razón, es 

probable que estas AC's se conformen de manera homodimérica generando dos sitios catalíticos. 

C)'llAR.'1li 234 
Cy18 R. rtli l!li2 
Cyal S. nvlilatl 
Cya2 S.m,lilatl 151 
Cyal S. nvlilati 6 
ACll-C2 879 

CyaAR.'61i 
CyaDR.rtli 
Cyal S.nvlllati 
Cya2 S. nvlilali 
Cyal S. nv/llati 
ACll.c2 

CyaAR. rtll 
Cyall R.,,,; 
Cyal S. mrliloti 
Cya2S.m,lilo1i 
Cyal S. m,ldati 
ACll.c2 

CyaAR. rtli 
CyaUR. ,,u 
Cyal S. nvl1loti 
Cya2S.mrlifa1i 
CyaJS.llU'liloti 

ACll.c.? 

CyaAR.,111 
CyaBR.'6/i 
Cyal s.,,.,l1foti 
Cya2S.m,/1ln1i 
CyalS.mrlilmi 
ACllO 

. .,, 

. r• 

. "' • Jll 

. '" ·1076 

Figura 6. Alineamiento de las secuencias de los dominios catalíticos de las ciclasns CynA y CynB de R. el/i y de las 
tres ciclasns de S. mclilati más estudiadas. También se incluye el dominio C310llitico C2 de la AC tipo 11 de ruta. Las 
cajas grises contienen residuos de aminoácidos conservados. Los residuos esenciales para la acth•idad de ciclasns 
están marcados con aslcriscos. Las ílcchas señalan a los residuos involucrados con la especificidad por el substrato. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Sorprendentemente ninguna de las ciclasas de R. et/i, al igual que las ciclasas Cyal y Cya2 de S. 

meliloti, conservan los residuos involucrados con In unión y selectividad de substrato propios de 

AC's (K, Q y D). Pero tampoco conservan los residuos característicos de GC's (Q, R y C) (Fig. 

6). En el alineamiento presentado en In 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 proteínas en realidad 

son ciclasas duales, es decir, que tienen la capacidad de sintetizar AMPc y GMPc. Por esta razón, 

cuantificamos las pozas de GMPc producidas en crecimientos exponenciales de las mutantes cya 

de E. co/i complementadas con los plásmidos pEVSm, pE2 y p33 l O. 

Las distintas cepas se cultivaron en medio mínimo M9 suplementado con lactosa y 

casaminoácidos, 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 sintetizudo por las cepas complementadas con 

pEVSm y pE2 fueron menores en comparación con los niveles de AMPc alcanzados por las 

mismas cepas. Al igual que en el caso del AMPc, la cepa complementada con el pEVSm presentó 

niveles de GMPc más 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 razón, es muy 

probable que el GMPc detectado haya sido generado por la actividad de guanil ciclasas de las 

proteínas CyaA y CyaB. El kit "Cyclic GMP-['H] Biotrak Assay" de Amersham, empleado para 

cuantificar el GMPc, se basa en un inmunoensayo altamente específico, por lo que según los 

fabricantes no es posible una reacción cruzada con AMPc. 

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

Cepas 

WJ 110 (silvestre) 

CONI (cya) 

CON l/pEVSm (cyaA) 

CON l/pE2 (cyaB) 

CON!/p3310 (cyaC) 

GMPc 

(pmol/mg prot) 

ND 

ND 

435 (±35) 

210 (±27) 

ND 

El GMPc se cuancificó de manara similar que el AMPc pero empicando el kil "Cyclic GMP·l'Hl Biocrak Assay" de 
Amcrsham. Cada valor es el promedio de rrcs estimaciones' independientes. La desviución estandur se muestra entre 

paréntesis. ND=No de1ec1ado. 
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CONSTRUCCION Y EVALUACIÓN FENOTIPICA DE LAS MUTANTES cya DE R. etli 

Construcción de Mutantes 
A partir de la cepa CE3 de R. etli generamos las mutantes sencillas CONl3 (cyaA) y CON23 

(cyaB), y la doble mutante CON43 (cyaAy cyaB). Estas mutantes fueron construidas utilizando 

los plúsmidos 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 antibióticos tetraciclina y kanamicina. respectivamente 

(Fig. 5). Estas inserciones abaten la capacidad de los plúsmidos pEVSm y pE2 para 

complementar a la mutante cya de E. coli. Estas construcciones fueron posteriormente 

subclonadas en el vehículo movilizable y suicida en Rliizobi11111, pWS233. Este vehículo posee los 

genes sacRB, cuyos productos protéicos resultan tóxicos para algunas bacterias Gram negativas, 

exclusivamente cuando estas son cultivadas en presencia de altas concentraciones de sacarosa 

(Selbitschka et al., 1993). Los plásmidos resultantes, pWSE2Km y pWSEVSmTc (Tabla 10), 

fueron movilizados de la cepa S 17.1 de E. coli a la cepa CE3 de R. etli. Estas construcciones nos 

permitieron seleccionar de manera directa a aquellas cepas de R. etli en las que el gen silvestre 

fue sustituido, mediante un doble evento de recombinación, por el gen mutante. El genotipo de 

las distintas cepas seleccionadas se analizó a través de experimentos de hibridación tipo 

Southern. 

Fenotipos en Vida Libre 

El fenotipo de las cepas mutantes CON13 (cyaA), CON23 (cyaB), y CON43 (cyaAcyaB) se 

evaluó en las siguientes condiciones de crecimiento: medio rico (PY), medio mínimo (MM) 

suplementado con distintas fuentes de carbono glucolfticas (glucosa, galactosa, maltosa, lactosa, 

sacarosa) o gluconeogénicas (glutamina, piruvato, succinato, acetato). Así mismo, cultivos 

exponenciales de las tres mutantes se sometieron a condiciones estresantes tales como: estrés por 

peróxido de hidrógeno (200 mM), estrés osmótico (NaCI 100 mM), y estrés por calor (42ºC 

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 

mínimo suplementado con succinato o glucosa como única 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 el medio suplementado con succinato. Sin embargo, en el medio 
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suplementado con glucosa, las cepas CON13 (cyaA) y CON43 (cyaAcyaB) presentaron niveles de 
AMPc menores a los niveles producidos por la cepa silvestre, aproximadamente un 50% y 60%, 

respectivamente. Por otra parte, Jos niveles de GMPc producidos por las distintas cepas fueron en. 
lo general muy reducidos en comparación con los niveles de AMPc alcanzados por las mismas 
cepas.· Incluso las desviaciones estandar en todos los''casos fueron iguales o mayores que las 
cantidades presentadas en la tabla 9, por esta razón, en este ca.so las desviaciones fueron omitidas. 

Tabla 9. Niveles de AMPc y GMPc en las mutante cya de R. etli. 

Cepa.s AMPc GMPc 
(pmol/mg prol) (pmol/mg prol) 

Succinnto Glucosa Succinuto 

CE3 17.63 (±1.9) 22.14 (±1.7) 0.459 
CON13 (cyaA) 17.34 (±1.1) 12.26 (±1.6) 0.931 
CON23 (cyaB) 18.41 (±1.6) 21.41 (±2.5) ND 
CON3 l (cyaC) 17.15 (±2.2) 19.99 (±1.5) 1.582 
CON43 (cyaAcyaB) 18.10 (±2.1) 8.10 (±1.7) 0.66 

Las pozas de nucleótidos fueron cuantificadas a p~utir de crecimientos exponenciales de las distintas cepas cultivadas 
en medio mínimo suplementado con succinato o glucosa para el caso del AMPc y succinato en el caso del GMPc. 
Cada valor es el promedio de tres estimaciones independientes. La desviación cstandnr se muestra entre paréntesis. 
ND=No detectado. 

Fenotipos Simbióticos 

Finalmente, analizamos el comportamiento de las distintas mutantes en la simbiosis con planms 

de frijol. Inicialmente, germinamos semillas de frijol previamente esterilizadas y las cultivamos 

en invernadero hasta generar plántulas que posteriormente fueron inoculadas con cada una de las 

cepas mutantes. A los 25 días postinoculación retiramos los sistemas radiculares para evaluar, 
mediante el ensayo de reducción de acetileno, la actividad de nitrogenasa. Todas la cepas fueron 

capaces de inducir la generación de nódulos en las raíces de frijol. Como se observa en la figura 

7, Ja actividad específica de nitrogenasa de los nódulos 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 nódulos generados con la cepa silvestre 

(CE3). Por otra parte, la actividad de nitrogenasa de los nódulos producidos con la cepa doble 

mutante CON43 (cyaAcyaB) fue aproximadamente el 50% de la actividad que presentaron Jos 

nódulos generados con la cepa silvestre (Fig. 7). No obstante esta disminución en los niveles de 
actividad, no observamos diferencias en cuanto al número, tamaño y forma de los nódulos 

generados en las raíces de las plantas inoculadas con la cepa CE3 o con la cepa CON43. 
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Figura 7. Actividad específica de ni1rogcnasa de nódulos de frijol generados con las cepas de R. etli CE3, CON 1 J 
(cyaA), CON23 (cyaB), CONJ I (cyaC) y CON43 (cyaAcyaB). La actividad de nilrogenasn fue analizada mcdianlc el 
ensayo de reducción de acetileno en nódulos de plantas de 25 días postinoculación. La actividad específica se rcpona 
como 01icromoles de etilcno producidos por hora por gramo de peso seco de nódulos. Los valores graficados 
corresponden al promedio de la actividad de los nódulos de 10 plantas analizadas en el cnso de las cepos CEJ y 
CON43 y de S plantas para el caso de las cepas CONIJ, CON23 y CONJI. 

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

Construcción de fusiones transcripcionales cya::LacZ 

Para estudiar el patrón de expresión de los genes cya de R. etli, generamos fusiones 
trnnscripcionales de los tres genes con el gen reportero lacZ de E. coli e integramos dichas 

fusiones en el genoma de la cepa CE3 de R. etli. Las fusiones transcripcionales se construyeron 

empicando los plásmidos pEVSm y pE2 e insertando un cassette Km-lacZ, en ambas 

orientaciones, dentro de las regiones codificantcs de las AC's. El gen /acZ de este cassette carece 

de un promotor, por lo que solo puede ser transcrito cuando se encuentra orientado en la posición 
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 vehículo pWS233 y posteriormente se transfirieron de In cepa Sl7.I de E. coli 

n la cepa CE3 de R. etli. El pWS233 nos permitió seleccionar aquellas cepas en las que el gen 
silvestre fue sustituido por In fusión transcripcional (Selbitschka et al., 1993). El genotipo de las 

distintas cepas fue analizado mediante hibridaciones tipo Southern. 
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Análisis de la expresión de los genes cya de R. etli 

La actividad de 13-galactosidasa se ensayó a partir de crecimientos exponenciales de las distintas 

mutantes cultivadas en las siguientes condiciones de crecimiento: medio rico (PY), MM 

suplementado con fuentes de carbono glucolíticas o gluconeogénicas. Inicialmente notarnos que 

tanto la cepa parental (CE3) corno las cepas CON22 y CON32, que poseen el cassette insertado 

en contrasentido de la transcripción de cyaA y cyaB, respectivamente, presentaron niveles 

actividad de 13 -gnlactosidasa muy reducidos en todas las condiciones ensayadas. Incluso en los 

crecimientos en presencia de lactosa corno única fuente de carbono, la actividad generada por la 

cepa parental fue muy baja (Fig. 8). Por esta razón asumirnos que la actividad de 13-galactosidasa 

producida por el resto de las cepas refleja la actividad del promotor de cyaA y cyaB. Los niveles 

de actividad de 13-galactosidasa de las cepas CONI 1 y CON21, que tienen insertado el cassette 

Km-lacZ en el sentido de la transcripción de e ya A y cyaB, respectivamente, fueron 

consistentemente más elevados que los niveles que presentó la cepa parental. En la figura 8 

observarnos corno los niveles de actividad de 13-galactosidasa que exibió la cepa CON 11 

oscilaron dependiendo de la fuente de carbono suplementada al MM. Cuando la cepa CON! 1 se 

cultivó en medios con fuentes de carbono glucolíticas, corno galactosa y maltosa, presentó 

mayores niveles de actividad de 13-galactosidasa (-750 unidades) en comparación con los niveles 

de actividad que mostró cuando se creció en fuentes de carbono gluconeogénicas corno succinato 

o piruvato (-350 unidades). Por otra parte, los niveles de actividad de 13-galactosidasa que exibió 

la cepa CON21 se mantuvieron constantes (-300 unidades) en todas los medios de cultivo 

empleados. Estos resultados nos indican que los genes cyaA y cyaB de R. etli poseen patrones de 

expresión diferencial. Mientras que la expresión del gen cyaA depende de la fuente de carbono 

empleada en el medio de cultivo, In expresión del gen cyaB es constitutiva. 
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Figura_8, Expresión de los genes cya de R. <'tli. Las cepas CID (WT) O. CONI 1 (cyaA-lacZ)~. CON21 (cyaB· 
/acZ> ~ y CONJ J (cyaC-lacZ) 11; fueron crecidas en medio mínimo suplementado con fuentes de carbono 
glucoli1icas (A) o gluconcugénicus (B}. La actividad específica de P-galactosidasa se repona como nanomolcs de o· 
nilrofcnol producidos por minuto por mic:rogramo de prmcina. 
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Tabla 10. Cepas bacterianas y plásmldos empleados en este trabajo. 

Cepas y Plásmidos 

E.co/i 

HBJOJ 

DH5a 

S17-J 

WJJIO 

CONI 
R. etli 

CEJ 

CONll 

CONl2 

CONIJ 

CON21 

CON22 

CON23 

CON43 

Plásmidos 

pBluescriptllSK 

pWS233 

pKOK6 

pBLSl93 

pBLSl28 

PRKACEc 

pEVSm 

pWSEVSmTc 

pWSEVSmLacZs 

pWSEVSmLacZc 

pE2 

pWSE2Km 

pWSE2LacZs 

pWSE2LacZc 

Descripción 

F-. lrsdS20, /e1186, pro/12, tlry-1, /acYI, s11pE44, ara 14, 
ga/A'2, :.y/5, rpsl20, rec/113 

F-, /rsc/Rl7, t/11-1, gyr/I, 6(/acZY/1-argF), s11pE44, ~ec/11, 
(f80d6/acZM15), re/A 

t/il-l,pro/12, rec/l, /rsc/R, lisdM RP4, 2-Tc::M11-Km::Tti 
Silvestre 

WJl 10, cya6Km. 

Silvestre CFN42, Sm' 
CEJ, cyaA-lacZ (sentido) 

CE3, cyaA-/acZ (contrasentido) 
CE3, cyaAQTc 

CE3, cyaB-/acZ (sentido) 

CE3, cyaB-/acZ (contrasentido) 

CE3, cyaAQKm 
CE3, cyaAQTc, cyaBQKm 

Replicón ColEI, Ap' 

Replicón mobilizablc ColEI, Gm', Te', sacRB 

Donador del cassellc /acZ·Km' 

Donador del QTc 

Donador del QKm 

pRK415 /frag. EcoRI de 2.8 kb. codifica a cya de E. co/i 
pSK/frag. EcoRV/Smal de 2.3 kb, codifica a cya/I de R.etli 

pWS233/frag. del pEVSm, pero cya/IQTc 

pWS233/frag. del pEVSm, pero cya/1-/acZ (sentido) 

pWS233/frag. del pEVSm, pero cya/1-/acZ (contrasentido) 

pSK/frag. EcoRI de 2 kb. codifica a cyaB de R.et/I 

pWS233/frag. del pEVSm. pero cyaBnKm 

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

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

Referencia 

· Boyer y Roullan-Dussoix 

(1969) 

Hanahan (1983) 

Simon et al. (1983) 
Dra. Carmen Gómez 
Este trabajo) 

Nocl eta/. (1984) 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Stratagcnc 

Selbitschka eta/. (1993) 

Kokotek et al. ( 1989) 

Alexeyev et 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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The Rhizobium et/i cyaC Product: Characterization of a Novel 
Adenylate Cyclase Class 
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Miguel A. Cevallos'• 

Programa de Evoludótr Molecular, Cemro de lnvesligación sobre Fijación de Nitrógt•110, Unfrersidad Nacio11a/ Autó11ouw de 
Afé.xico, C.P. 62210, Cuemavaca, ltfore/os, 1 atid Depar1ame11to de Bioquímica, Facultad tlt• Medicina, Universidad Nacio110/ 
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Adenylate cyclases (ACs) catalyze the formatlon of J' ,S'-cycllc AMP (cAMl1) rrom ATP. A nonl AC·encodlng 
gene, cyaC, was lsolated rrom Rhizobium ttli by phenolyplc complementatlon oran Eschtric/lia coli C)'a mulant. 
The functlonallly of the cyaC gene was corroborated by Jts ablllty to reslore cAMr accumulallon In an E. coli 
cya mutant. Further, overex1>resslon ar a ma/B::cyaC rusion protcln allowccl lhe delectlon or slgnlfknnt AC 
aclh'lty levels In cell extrncls oran f.". coli cya mulanl. CyaC Is unrelated to any knmrn AC or to any olher 
prolcln exhlbltlng o currently knomi runction. Thus, CyuC represenls the firsl member of a no\·el class ar ACs 
(class VI). llypothetlcal genes or unkno"11 runctlon similar lo C)'aC have bccn ldenllfied In the genomes uf thc 
relalcd bacterlal spedes /,fesorhizobium loli, Sinorhi:,obium mdiloti, and Agrobaclt'rium tumrfacit11s. The cyaC 
gene Is cotrnnscrlbed wilh a gene similar lo ohr or Xanthomonas campestris ami Is expresscd only In lhe presence 
of organlc hydro¡ieroxJdes. Thc Jihyslologlcal performance oran R. tlli cyaC mulanl "·as Jndlsllngulshable rrom 
lhal of lhe "ild·IYJ»C parent slraln bolh undcr frcc-IMng condlllons and durlng s~·mblusls. 

cyclic MfP (cAMP) is widcly dislribulcd in prokaryotic and 
cukaryotic organisms and plays a central role in lhc rcgulation 
o( divcrse ccllular funccions. In cukaryotic cclls, incrcascd lcv· 
cls of cAMP rcgulatc cnzymc aclivilies, channcl uctivitics, and 
gene cxpression, mainly via cAMP·dcpcndcnl prou:in kinascs 
(22). In somc prokaryolcs, such us Escheric/1iu co/i and olher 
enlcrobacteria, cAMP rcgulatcs gene cxprcssion whcn bouod 
10 its receptor protcin (CRP) (for a rcvicw, sce rcferencc 27). 
In othcr bacteria, howcvcr, thc mcchanism through which 
cAMP neis rcmains unclcar. 

Adcnylalc cyclascs (ACs) ure lhc cnzymcs rcsponsiblc for 
thc synthcsis of cAMP from A TP and have beco classificd ioto 
fivc classes according lo thcir cvolutionary rclationships. Class 
l embraces lhc ACs of entcrobactcria. thc cnzymc from E. coli 
bcii1g thc bcsl·known mcmbcr of this class. Class JI includcs 
thc calmodulin·activutcd toxins from Bc1cillus unlltracis and 
Bordetella patussi.r. Class 111 (lhc universal class) contains ACs 
or guanylatc cyclascs (GCs) from cukaryotic and prokaryolic 
org•inisms, and class IV cncompasscs AC2 of Aeromonus hy· 
drophilu cncodcd by thc cya!J gene, which has closc scqucncc 
similaritics to prolcins of hypcrthcrmophilic archacbactcria 
{ J3, 46). Thc rcccnlly idcntificd class V is compriscd orunc AC 
from tite slricl unacrobic bactcrium Prn•otdla mminico/a (11). 
Ali fivc classcs of cnzymcs are prcscnl in baclcria, while in 
cukaryotcs, only cnzymcs bclonging to class 111 havc beco 
dcscribcd. Reccnlly, thc crystal structurcs of thc catulytic do
m:1ins of nwmntalian clas.'i 111 ACs havc bccn solvcd (50, 60). 
Bascd on 1hcsc structurcs, on modcling studies, and on othcr 
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Cucrnavaca. Marcios, México. Phonc: .52(7n)3114663. Fax: 
52(777)3175581. E·mail: m;1c@ciín.unam.m:c. 

mutational analyscs, csscntial rcsiducs requircd for substratc 
binding (ATP) and catalysis havc bccn idcntificd (32, SI). 

In rhizobia, cyclic nuclcotidcs such as cAMP anti cyclic GMP 
(cGMP) havc becn implicatcd in sorne mctabolic funclions. In 
Bradyrhizobium japot1ic11m, it has becn suggcsted lhat cAMP 
parlicipalcs in rcgulating ammonia assimilation, since the ad· 
dition of this compound lo cultures dccrcascd lhc spccific 
uctivilics of glutamalc syn1hasc and glutamine synthclase (54). 
In thc samc organisrn, malatc aod 01hcr tricarboxylic acid cyclc 
intcrmcdiatcs rcprcsscd hydrogcn uptakc and glulamatc ulili· 
zation whcn glulanrntc is utilizcd as thc sale sourcc of carbon 
and nitrogcn. Thc addition of cxogenous cM1P allcviatcs lhis 
inhibition (30). In U. japonicum, growch and ex plan1a nilro· 
gcnasc activity wcrc inhihilcd whcn 100 µM cGMP was addcd 
lo thc culture media (:?J. 31). In Sinor/1izobium mdiloli. an 
apparcnt catabolitc rcprcssioo-Jikc phenomcnon has bccn de· 
scribcd in which lhl!' addition oí succinatc (thc prcfcrrcd car· 
bon sourcc) causes lhc immcdiatc rcprcssion of 13-galactm.i· 
dasc aclivity in cclls growing in lactase. Uncxpcctcdly, c.AMP is 
not involvcd in lhis rcprcssion (53). 

Tiic clucidation uf lhc physiological role of cAMP and 
cGMP in Rhizobium has hcen diOicult. sincc mul1iplc ACs ha\·c 
bccn idcntiticd: lwu in B. 1aponicwn (IO, 19) und lhrcc in S. 
meliloti (S, 6, 44). Uowcn~r. analysis oí thc rccently scqucnc:cd 
gcnomcs of S. mdilvti and Mesorlu':ubiwn loti has shown that 
lhesc organisms contain gl!ncs coding for 26 and 12 d1fTcrcnl 
AC!t/GCs, rcspcc11"dy. Al! of lhcsc prcdic1cd protcins prt!~cnt 
catalytic domains similar to thosc found in class 111 cnzymcs 
(18, 24). 

\Vith thc aim uf rcaching a dccpcr iosight into thc rule uf 
cMfP in Rhüobillm, wc have isolaled sevcral AC (C)n) gcn.:s 
from Rlaizobium r·rli by íunctional complcmcntation uí an E. 
coli <)'rl mutan1 strnin wilh a gcnomic library. In this study, wc 
prcscnt thc isola1ion, sc,1ucncing, functional chan.iclcrization, 
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Stnin or plasmid 

Struins 
fuclmicliia cuti 

W3110 
CONI 
SPKSO 
llUIOI 

DHSa 

517-1 

lll1izo/Ji11me1fi 
CEJ 
CONJI 
CONJ2 
CON40 

Pl<L<mlids 
pLAFIU 
pRK2073 
pRK41S 
pUlucscriptllSK+ 
pWS233 
pKK233-3 
pMAL-c2X 
pKOK6 
pDLSl28 
pRKOhr 

p3310 

p3310m 

pJJlOCyaCKm 

pJJlOOhrKm 

pKKCyaC 

pMALCyaC 

pRKACEc 

pWSACEcKm 

pWSC)•aCU1cl 

pWSCyaCLuc2 

A NEW ÁDENvt:Aíc:cvcLASE cLASs 3S6t 

TABLE 1. Daclcrial slrains anc.J plasmlds uscc.J In lhis study 

Oc:nol)'pe 

Wild type 
Wll IO, A(cya-/400)::Km 
relAI spoT .6.(cya·/400}::Km tlii·I c14- ~ -
F- /isdS20 /~1186 proA2 1/1i·l lacY/ supE44 ara/4 ga/K2 xyJ5 

'1u/20ruA/J 
¡:- lisd/l/7 thi·I 8)TA .6.(lacZYA·"'gF) supE44 recAJ 

(.j.llOJA/acZM IS) n-L-1 
1/ii·I proA2 rrcA /isc/R luc/M RP4.2·Tc::Mu·Km::Tn7 

Wilc.J-typc Sm' dcrivali\.'C oí CFN42 
CEJ cyaC::lt1cZ 
CEJ cyaC::lacZ 
CEJ ollrnKm 

Droad-host-rangc JncJ>2, cosmid, Te' 
llc:lper pJasmid, Sp' 
lhoad-hosl·rnngc lncP doning -vector, Te' 
ColEl rcpliron. claning vector, Ap' 
Mobilizablc replican ColEI, Gm' Te' sacRIJ 
ColEI rc:plicon, exp1cM.ion -vector, Ap' 
ColEI 1c:pliron, cxpression vc:c1or, Ap' 
lacZ·Km' inlc:rposon in pKOK4, Km' Cb' 
OKm donar 
pRK41S derivati-vc containing PCR pro<luct with ohr gene 

and its upstream rc:gion 
pOluc:scriplllSK+derivalive call')'ing 2.9-kb Sall fragment 

containing lhe R. l'lli C)uC gene 
pUluescriptJJSK+deriva1ivc carrying 2.9-kb Sall íragmeol 

conlaining R. ttli 9aC gene, bul with single base 
mulation (G23 l 6C} 

pJJ 10 de1ivativc:, bul wilh R. etli C)'IJC gene inlcrruptc:d by 
a nKm 

p33IO dc:rivative. hui wi1h R. nli ohr gene inlc:rruptc:d by 
UKm 

pKK2JJ.J dcrivali\·c conlaining PCR producl wilh R. etli 
cyaC gene 

pMAL-c2X dc:ri-va1ivc conlaining PCR produc1 wi1h R. tlli 
C)UC gene ÍU!>ed lo E. coh malE gene: 

pRK.415 dc1i-vati-ve carrying 2.8-U> écoRI íragmc:n1 
ronlaining E. col1 \\!J l lll qoa gene 

pWS2J.l dcrivativc: c¡¡rrying ~cnumic írngmcnl oí 8 kb írom 
SPRSO si rain w1th .l(C")t1·/-IOO)::Km 

pWS2J.l derivati\.'C c;irrying s.unc in~ll as p3.l1Um, but 
with q11C gene ru~cd tu lt1cZ in dirc:ct oricnlation 

pWS2J.l dcriva11vc l"Urr)ing !o<tme inloc:rl its pJ.110m, hui 
wilh cyaC gene ru~cd 10 lticZ in invcrse orienlalion 
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and cxprcssion analysis of lhc cyt1C gene of R. 1.•1/i CEJ. ll1c 
dcduccd prolcin produce of cyaC gene docs nut contain canon·· 
ical mo1ivcs or signaturcs rcscmbling 1hosc of any othcr ACs 
rcportcd, indicating 1ha1 il defines 11 ncw clas.o; uf ACs, cl:1ss VI. 

en ( lft) Cullure grow1h w.u 011m•lcd as the lotal prulcin ron1cn1 by using thc 
l..o-ry mc1hod (JJ) Swarming wfl•agar plaleJ. for E. co/1 ronlaincd I~ )'CHI 
ntr;11,:1. 11 H'l- N•O • .1nd 0.l'll- il(tilr. Swarming wft·ag..r pl•lcs Cor R ctli ron· 
tiilmcd MM plus O IJIJS~ )'CUI C.\lr1u.~1. u 02s-. agu, and IU mM 1uccina1c as thc 
c1ut><m M1urce. When rcquircd, •nlib1t11ia were addcd in thc: foUowlng final 
n1nccnt1aliuni· lcltill")'cline, IU µg.:nd; c•1t>cnic1llin. 100 µLt"ml; kanamycin. JU 
µg.'rnl, gcnt•micm. JU µg!ml, ío1'fum)c.·1n, :!~ J.1g.'ml, s('ICl'lmumycin, 100 i',!l/ml; 
\llcp1c1m)·l·m, IUllµg!ml 1'L\Tt:RL\IS ANU 1'H:n1ons 

ll•clrrlal stralni, pl••mltb, ami n1C'dla. ll1e p1 .. ,.miJJ. and '''"'"' u'cd 1111111, 
!oluJy .are JcM:t1t>cJ in T.ahk l. f: co/1 ~tr.unl wcrc grov.n al yrc m l.11114. 
Ucr1.ani. MAtConkc~ ·,. t•I MtJ 11mum .. 1 mcdmm w1th J11fi:-u:nl ~uga~ (lacio~. 
ni.lln~.lt"lill1t~,lll .uahinu~ "'ir"') RJu:.,¡,,,,,., ~tr-..111\wrrc gruwn o11.ltrC in 
l'Y (.17) ur mimm•I mt:J1um (MM) (ll•I crnll<lining 111 mM Nll.Cl .. ~ 11 nurugi:-n 
suurre .tnd 1he "ºk ,·o1rbun sourn= 111 a co11cen11111iun uf 10 mM H.llch ndlurcs 
uf R. rd1 n~ll\ wcr..- ~ruwn •1.xurdmtc 10 lhc mclhud uf Enc.amo1c1t'111 o1nJ co,,.nrk· 

UNA n11nlpul1lk1n1. S1.and11d ONA mampulallons wcrc canied oul as de· 
r.cubcd p1c\1ttudy (.ll) Rcit1kl1t1n cruymcJ., T.l ONA ligue, .11nd T11q ONA 
pnlpnc1a.'c wcrc puicha~d hum Amersham-Pharm.aci.a lliultth. Ali cnzymes 
11wc1c u'\CJ "·cord1ng tu the iupplicr'1 recommcndations CmmiJ1 werc: intro
dul-cd intu E. ru/1 by clc:ctroporilllon ;u reponed by Kubicb and Kramuic (28). 

Cun11nu1k>n ur an E. coli WJI 10 cya mula ni. In lhc: E. cct/1SPSSU11rain. mosl 
nr lhc l)ll cn.J111{t ~qucnce h;I\ t>ccn rcplilceJ by a kanamycin resU.tana: inlCI• 
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p<n0n (6c)"0·/400::Km) (4l). To crcalc thc E. cvli WJllU qa mutan!, thc 
gcnomlc DNA of SPKSll wa1 diges.lcd with F.colU, and thc mulaliofl 
(Acya-1400::Ktn) was 1ubcloncd lnlo lhc comliliunally lcthal plasmld pWS233 
(42), c1ploiting thc k.1namycin rc1U1.1ncc. ll1c 1ct.ulling plasmid, pWSACEcKm, 
which harhon; a gcnomic íragmcnt ur H kb, was lramformcd inlo E. coli 1uai11 
WJ l IO, and onc-1tcp doublc rccnmbi11an11 wcrc sc:lcctcd by thc mclhod de· 
r.cribcd by Selbilschka Hd cuwurkcB (42). Thc eya mu11n1s wcrc .clcctcd as 
goldcn colonics ablc 10 gmw in MacConkcy mcdium pl.111cs supplcmcnlcd wi1h 
laclose H thc carbon source. Thc gcnolypc oí lhc rc1ullan1 1traln, CON 1, WH 
vcrificd by PCR amJ Soulhcm analyscs. Suain CONI sh,JWcd thc c11pech:d 
phcnotypc for a (')'<1' mu11n1 (d•l11 not shuwn). 

Thc C)'4 gene of F.. wlt slrain WJI 111 was bul•ted by PCR amplifkalion wilh 
specific primen derived írom lhe puhfühed E. n>li cy11 nucleolide u·quence 
(GenlJank u"Ceuinn no. K02969) (S'·GTCATfATCATCCGTGGT·J' and S'·A 
GTITCCGCíAAGAlT·l) The amphfic.;i,tiun product of 2,9S7 bp, huboring 
lhe whole cy11 gene and its pmmuter regiun, was doncd inlu lhc mcdium-cupy· 
numbcr plumid pHK41S (IS) to generalc plasmid pH.KJ\CEc. 

Cumplll'mll'nl•llun analysu. Individual doflQ fmm an R. ctl1 slnin CE.l 
genomic library doned in pll\RFI wcre conjugally ma1ed inlo E. rol1 '"ª strain 
Sl'850, with plumid pRK.21173 .u• hdper. A mu.1ure of ovemighl cultures of E. 
"º" 51'850 and lllJIOl(plU'2117l) sluiru (SO ~I each) was 1pread unto Lurfo· 
lknani agar pla1c1. App1u1im•lely 1,21!0 done¡ from the libnry were 1hen 
iru.hvidu11Jy streaked on1u theK plates anJ incuha1ed uvernight al 37"C. The 
maled dones were sub1equcn1ly replicalclt nnlo sdective agar pl:ues (M9 plm 
lactose as carbon source) and incuh•lcd al 37"C unlil culony dcvelopmenl. 
Pos11h·e 1ransconJugan11 wcre rcle1.ted in the E. t"oli cya mutanl sualn CONI. 

ONA uqurndnt: and blulnform•lln. Oouble·Slranded templales were se· 
quent""ed manu•llY by lhe d1dct1JI)' mclhod wi1h che Thermme1¡ucniue kit from 
Ameuham·Pharmacia Hiulech Sequencing reaction mO:lures were clectropho· 
rescd in 6% polyacrylamidc-8 M urca geb in • Oio·Rad Scqui·gen .cquendng 
•pparalus. Routine scquence analysis wu •coomplishcd with the Genelics Com· 
pulcr Oroup suilc (\-crsiun H) and lhe GeneWorU suile (relea.se 2.S; lnlclliGc· 
nelics). Nucleolide and dcduued amino acid scqucnccs wcre compared to lhosc 
deposiletJ in lhe GcnUank. nonredund.mt databa.se by using che DIHI 2.1 algo· 
rilhm al the Nation•I C.Cnler for Diolechnology lnforma1iun (hllp:J/WY.W.ncbi.n· 
lm.nih.gov/01..J\ST/) (4) ll1c aUC"lstnent oí lransmembranc regioru in lhc pre• 
dicted CyaC prole in was carried out wilh thc progruns PSORT (36) (hupJ/psorf 
.nibb.ac.jf\'), TMllMMM (47) (ht1pJJwww.cb1.d1u.dk/servkes/TMllMM·l.<V), 
flMMTOr (52) (hllp://www.enzim.huhlmmtoJV), DAS (12) (htlpJ/www.biokcml 
.su.se/-sen·er/DAS/), and TopPred (Stt) (hllp:/Jwww.biokcmi.su.1e/-server 
floppred2/loppredServer .cgi ). 

Locallullon uf thc cyaC t:t'nr. Genomic DNA from R. r11i 1trains cu red of C'ach 
one of the cndogenuus megaplasmids WH d1gesled wi1h the appropriare restric· 
1ion cnzymn, elct""lrophorc~d in 1% 11garn1e, bloned onlo nilrocellulose, and 
hybridized againsl a cyaC i111emal probc wuh 1he H.ediprime kit •nd Rapid-hyb 
buffer hum Amersham·Pharmacia Diol«h. R. r1l1 plasmid prnfiles wcrc oblained 
by lhe in.gel J)i;is melhod o( Whealcrofl and cuwurli.cn (S7), bloned onlo 
n1troccllulosc, and hybridizcd as dncubed abo1.-c. 

cAJ\tl' dclrrmlnallon and r11lmallon or AC acfMty. The cAMP conlenl in cdl 
cxtracts was de1crmined by using the cydic AMP '11 l\llay Syslem kit (rom 
Amcnham·l'harmacia Oio1cch (48). To de1ermine lhc cAMI' conlcnt in E. C'oli, 
cclls were grlMn in M'J MM supplemcn1ed ll'ilh 1% lacto1e and 0.1% Casamino 
Ac1d.1o. To determine lhc cAMI' cnnlenl in R. ct/1, t""Clls were gr~n in MM 
supplc:mcntcd llilh succinale. In bo1h ca~s. IO·ml 1~mplc1 from e•ponen1ially 
ittnwing cultures were bm1ed fl1r 10 min Euracl-' were lhen cenlrifugcd h> 
remove ccll deb11s and l)·uph1lued. Oried re\ldues wcre rcsu,pcnded in 11.S mi or 
"~'ªY buffer and ª"")'ed for t""AMI' accurding 10 the supplier'1 11rotucol. 

Thc AC ;,iclinry uf Cy;,iC """ mcasured m ccll e:drac11 of the t:. w/1 CONI 
,1uin overe•preumg MUl"():;,iC. a lu1ion prn1ein formcd by che maltuse bind· 
ing pro1ein and c.)·•C. ·rñe c:wCn"1mg ~qucnce was amphlied by PCH. wilh thc 
utigonucleotidcs s··GGM1TCAT0AGCAACAGCCAG·3' and Sº·GOAAGC 
TíGATCCAGCGCGCGCTGCCG.J', which conlain the rnlriction si1e1EcvRI 
and l/mdlll, respcc1ively. The l'CR pruJuct ll'aJ. digesled and lhcn cluncd in10 
the pMAL-c2X cspreuion \'eclur (Ncw Enftland Uiol~h,), yielding lhe plasmid 
pMALC)·aC, llhich rnnlained lhe inlacl qaC gene fu1eJ toma!E, lhus enroding 
1hc MUP·C)aC fusion prorein. CONI ce/Is harboring pMAL·dX or pMALCyaC 
llere grown in 1110 mi of 1.U med1um supplemenled with 0.2% gfucose Co an 
uplical dc11111y ;iil C10U nm {OD.,..1) or U.5, .md 1hen U.S mM i.w1propyl·1.Hhioga· 
lactopyranoside (lf'TG) was ;iidded lo thc medium. Aflcr 2 h, 1he boictcrlal c.:111 
llere harvciied by ce111rifug;ii1ion and "'"°"hed wnh 20 mM Tris·llC.l (pll 7.4) 
buffer containmg 21XI mM Naa, 1 mM EDTA, IO mM P·mercaplOC'lh;,inul, and 
1 rnM di1hiu1hrci1ol and dl.\1up1ed by wni.:•11011 in IU mi ofthe same hulfer. The 
all ellract ll"H cenlrifugcd for 20 minal 14.CllXJ rpm llÍlh a l'll<1JO rulor in a 
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Bcdman GS·IR ccnulíuge (Ucckman lnstrumem1), and 1hc supernatant WH 

kcpt Cruzen Cor Curthcr AC auay. 
AC was cllimatcd by lhe '""º·column methud dcscribcd by Salomun and 

cuworken (411) by Ült""Uh~ling aliquoll or SO µ.g of prulein Cor 21J min at Jire. For 
lhe oplimum plf dclcrminaliun. combinatiuns of bull'ers conlaining eilher 411 
mM Tris, 20 mM morphulineeth•ne1ullonic acid (MES), ur 20 mM morphu· 
linepro~nesulfonle acid (MOPS) werc adjusted to lhe desired pll and uscd 
during the incuhation. 

Constructlon oí cyaC::Jo,z lranscrlptlonal t111lon1. A promolerleu /a,.7.'·Km 
inlerposun (26) was iraerted in bo1h urientations into the coding reg1ons of 1he 
pu1a1ivc R. ttli C)'CIC gene harbured in plasmid plllll. Rccau~ thi~ plumid 
l•t""ked a 1uit1ble single r~uriclion 1ite for che inser1iun of 1he inlerposun, a /'Jll 
1ite w11 inuodueed by 11l1gonucleotidc-driven mUlilgenesis neH lhe tcrmina1ion 
codon of cyaC accordmg lo lhe mcthod of Ali 1nd Sleinkaucrcr (2). In 1he 
uligunudeotides used (S'·GGTTGCCTGCAGTTCGG-3' and 5'.CCGAACTO 
CAGGCAACC-3'), lhe Ser .!.~O TCC cOl.lon was replat""ed wi1h a C)"s. TGC 
codun. TI1e resulling gene wu •.:-quen~d lu cnsurc lhat only thc dciired change 
had bccn inlroduced Fin,llly, lhc lat"Z·Km inlerposon was imer1cd in 1hi1 111e in 
bo1h oricnt.1liuns. The~ rnn.1otruc1inn1 werc lhen 1ubcloned inlu lhe muhilizable 
1uicidc vector pWS:?ll The re•ulling pli11mids (pWSCyiiClacl and pWSC)1· 
Cl..ac.2) were conjugatcl)' Uan1ft'rred from 1hc bruad-host·range-mobllizing f;. 
'°'' strain Sl7·1 (4S) inlll R. tllt. Double recombinan! deriva1i\es were ubtaincd 
11 describcd by Selbiuchka and coworken (42). The corrci:t genulype o( 1he 
rcsul1artt murant s1rain1 was veulied by Southern analysi1. 

Es1lm1llon or P·11lactu1ldasC' 1cllvUy. The P·galaclmidase aclivity hum um· 
ples (1 mi) of bacteria! culture• was eslimated as previously rccommended (SS). 
Specifii: activilies are ttporled .1.s nanomoles of O·nilropheno.I prudu«d per 
minute pcr microgram uf culrure protein. Activny v;,ilues are lhc mean of chree 
indcpendcnt samrles. 
E1p~11lon oíl he cyaC..~Z ruslon• In lhC' p~•rncC'oC cumrnr hydrvpC'nn.ldr, 

TI1e MIC of cumene h)'dtopcrm.idc wu dctermined by cvalua1ing the gr0W1h of 
the wild·type CEJ 11rain al con~-cnlratioru of this compound nnging from SO 10 
6(JO µM. An lnhibitory clfcct was obscrvcd ""hcn cumenc hydropcrodde cont""en· 
tratioru •hove 300 µM were ut.CJ (dala nol shown). Cul1ures oC R. rl/1 slrains 
growing exponentially in MM 1uccinale plu1 ammonium chloride (ISO mi) wcrc 
challenged wi1h 300 ~M cumene hydropero1idc (Sigma). S•mpln of lhe cultur<'I 
(1 mi) were laken at d11fe1en1 times after thc chal/enge, their P·galaccosidue 
•ctivily •nd prolcin conlenl ll'ere c1timaled as prevlou,ly describcd, and protein 
content wu ntimated a1 pre\il1u1ly describcd. 

Nodulatlon and nllror;rn nu1lon •H•)'•. S1crile fhaJrolus n~lg.itu cv Ncgo 
Jamapa sccdlings inoculalcd ""ilh lhe R. r1f1 strains wcrc grown In pou wilh 
vermiculile·Fahraeus mrdium, free of comblned nilrogen. R. rrli 111ains used as 
inocula wcrc grown for 18 hin PY medlum, -..i1ashcd t""ice with 100 mM MgSO,, 
and difuled lo an OD.uu ur U.US. Groups of four plant1 ll'ere cnmined lo 
delerminc nitrogenue aciivlty lty the at""Ctylene reductlon melhod al 24 days dtcr 
lnoculalion (9). 

Nudf'OOdc 1c-qucn'r IC'Cll'Hlon numbcr. The nudeotide scqucncc or thc p111. 
mid pJ310 inserl was dctcrntincd and depo1i1ed in OenDa.nk under accession no. 
AF21J9113. 

RESULTS 

lsolatlon or the R. rlli CJ'O genes. To isolale the C)'U genes of 
R. c11i, n cosmid lihrnry was introduced by conjugation in to an 
E. co/i SPSSO s1r:.1in (Ac:m-1400::Km) (43). Four 1rnnsconju· 
gant colonies werc sclccted based on their abilily IO grow on 
M9-laclosc agar ploltes (Qu• phcnotypc). To confirm lhc 0·a .. 
phenotypc confcrrcd by lhc cosmids, thcy wcrc isolatcd ancJ 
introduccd in to anothcr E. coli cya mutant strain. CON t. 
Transformants wcrc tcstcd Cor three unrelaled cAMP·dcpcn
dcnt traits: growlh on MacConkcy pla1cs supplemcntcd wilh 
differcnl sugars, motility in swarm piares, and scnsitivity to 
fosfomycin and si:rinc p, 14). Ali four cosmids wcrc ablc 10 
rcscue the c¡-a phi:notypc of 1he E. coli CONI strain (e.Jata 1101 
shown), indicating tlmt :.tll of thcm encade at least onc protcin 
with AC activity. ltcs1ric1ion analyscs confirmcd 1ha1 ali cos
mids wcrc diffcrcr11 (dal:.t not shown). In lhis communication, 
wc prcscnt lhc clmracti:riz.ntion of one of lhcm, which wc 
named c934. 
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To localizc lhc cya gene cncodcd in clone c934, purc cosmid 
was fragmcntcd wilh ditrcrcnt cndonuclcases, and ull írag
mcnts wcrc individually cloncd into thc pBlucscriptllSK+ vec
tor. Rccombinant plasmids wcrc transformcd into thc E. coli 
CONI cya strain nnd sprcad onto MacConkcy·laclosc agar 
platcs. Scvcral red clones wcrc sclcctcd, and onc of thcm, 
p3310, which harborcd thc smallcst inscrt (a 2.8-kb Sull frag· 
mcnt), was sclcctcd for Curthcr annlysis. Morcuvcr, thc com
plcmcntcd strain with p.3310 was ablc to produce up to 40% of 
thc cAMP lcvcl dctcctcd in tite \V31JO wild-1ypc strain, dcm· 
onstrating that this plasmid encades a <.)'" gene (Table l ). No 
cGMP accumul:ition could be dctcclcd in lhc complcmcntcd 
strain (data not shmvn). llyhridiz<1lion cxperimcnts indicaccd 
lltal lhis gene is mainlained as a single copy in lhc chromo
somc. 

ORFC encodes nn AC gene. Figure 1 A shows a se heme oí 
thc lhrec (OH.Fs) idenlificd within 1hc nuclcotidc scl¡ucnce of 
thc plasmid p3310 inscrt frngmcnt: lwo of thcm are on thc 
smnc DNA strnnd (OH.Fil and ORFC), whilc thc third onc wus 
cncodcd in thc opposilc slrand (ORFA). OUFA. which Jays 
truncatcd at thc 5' cnd oí lhc p3310 inscrt, cncodcs a polypcp· 
tide thal shows wcak similotrity to protcins having mcthyllrans· 
fcrnsc activily. ORFO cncodcs a prolcin oí 131 amino acid 
residucs. 111c ORF was namcd vhr, givcn its significant simi· 
Jarity to thc gene coding for lhc organic hydropcroxidc resis· 
tancc Ohr protein of Xm1thomonas campc.strll (34). Similarily 
searchcs with thc prcdictcd prm.luct of ORFC against trans· 
latcd GcnDank scquenccs rcvcalcd a high similarity to hypo-
1hctical genes that codc for protcins of unknown runction in 
1hc rcccntly publishcd gcnomc sequcnces oí thc relatcd bac
teria Af. /oti, S. me/iloti, und Agrobacterium lllme/aciens. None 
of thc tlucc ORFs idcnlified in p3310 showcd similarity to any 
known AC. 

To identify which of thc ORFs in plasmid p3310 cncodes an 
AC, an flKm cassette was inserled within ORFB (o/ir) ar 
within ORFC¡ no inscrlion into ORFA was performed, since it 
wns mtlurally inacliva1cd by lruncation. Both inscrtions pre· 
vcnlcd thc complcmcntation of lhc E. coli CON 1 strain by 
p3JJO, suggcsting both ORFs are org<inized in a single lrnn· 
scriptional unil. A plasntid containing only ohr and its up
strcam region (pRKOhr) was unahlc lO complcmcnt thc E. coli 
C)'t1 phcnotypc, indicating thal ORFC is lhc gene responsihlc 
far thc complcmcntation. 

To furthcr dcmonstratc that ORFC encades an AC, a PCR 
producl containing thc coding rcgiun of ORFC downslrcam 
from a conscnsus E. coli ribosomal hinding sequcncc was 
cloncd into 1hc cxprcssion vector pKK.223-3 undcr thc control 
ofthc Ptac promotcr,yiclding plilsmid pKKCyaC. ll1is plasmid 
was ablc lo complemcnt lhe E. coli CON 1 slrain undcr bo1h 
induccd and noninduccd condi1ions. This rcsult indicatcs tlrnt 
ORFC cncodcs an AC und tha1 thc background cxprcssion 
fcvcl under noninduccd conditinns suftkes lo rcscuc lhc gc
nelic dcfect of thc E. coli CON l strain. Accordingly, ORFC 
was dcsignated qaC. 

lltc CyaC homologs wcrc idcntified 111 thc chromo!'loomc of 
M. loti (24), in thc circular chromosomc of A. tmnefi1ciem (58), 
and in lhc S. mcliloti symbiotic pl<1smid B (18). Thcsc se· 
qucnccs werc highly similar lo llrnt uf CyaC. as ~n he sccn in 
Fig. ID (42 lo 45% idcntity). Conscrvation is especial!)' evi
dcnt ovcr discrelc re~ions, one of 1hem being 1he ~e<tucncc 
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GEIDFGLHRQS (positions 288 10 298 in CyuC), which is 
almosl iden1ical to thc A TP binding molií prcviously proposed 
by Pctcrkofsky and coworkers (39), suggesling that this rcgion 
could be involvcd in ATP binding. Nonc of livc dilfcrcnl com· 
pulalional prediction methods thal wcrc uscd lo asscss lhc 
cxis1ence of lransmcmhranc elemcnls in cyac rcporlcd signif
icant rcsults, which suggcsts CyaC is cylüplasmic. 

Cululyllc properCles orCyuC. To invcsCigatc lhc biochcmical 
propcrlies oí CyaC, wc ovcrcxprcsscd an MBP·CyaC fusion 
protein in thc E. coli CON 1 C)'Cl slrain, and the AC activity was 
cstimated in cell cxtr:icls (as describcd in Malcrials and Mcth
ods). Extracl samplcs wcrc clcctrophorcscd on a sodium do· 
decyl sulfotc-polyacrylamidc gel clcctrophoresis (SDS-PAGE) 
gel (8% polyacrylamidc) and stained wilh Coomassic hluc, and 
an im.luccd lmnd al thc position corrcspomling lo the prcdiclcd 
molccul•ar wcight of thc MUP·CyaC fusion protcin was visible 
(dala nol shown). No AC aclivity was detcclcd in ccll cxlracts 
from E. coli CONl harhoring thc pMAL·c2X vector. Thc op
tima! pl-1 for CyaC acciviry was 9.5. TI1e initial velocity of 
cAMP produc1ion by MDP-CyaC was dependent on Mg-ATP 
conccntration (data not shown), with an aflini1y (K.,,) of 0.97 .'.!: 
0.08 mM 1md a maxirnal spccific rale of 3.2 !: 0.14 nmol min- 1 

mg of protein- 1
• GTJ> was found to he a compelitive inhibitor 

for lhe ATP binding site. Thcsc dala substanliatc thc idcnlily 
of CyaC as an aulhcntic AC. 

Trunscrlpllonul unulysis or cyaC. To determine 1hc cxprcs· 
sion profilc of c)'aC, transcriptional fusions of lhis gene wilh 
lczcZ wcre constructed and intcgrated into thc R. etli CEJ 
chromosomc by homologous markcr cxchange, as described in 
Ma1erials and Mcthods, producing scrain CONJI (cy"aC::lacZ) 
and 1hc control slrain CON32, which harbors thc fusion in 
invcrse oricntalion. Titc (3-galactosidasc activitics of strains 
CON31 and CON32 werc cstimated in MM supplcmcntcd 
with hlclosc, mallase, galactosc, sucrosc, glucosc, pyruvatc, 
succinatc, aceta le, or glutaminc as thc sale carbon source, The 
f3·galactosidasc activitics of fusion strains CON31 and CON32 
wcre Jow and indistinguishable from thc endogenous activity uf 
thc wild-type strain, CEJ, undcr ali conditions lcstcd. To fur
lhcr explore uthcr conditions lhat might rcsult in cyaC induc· 
tion, ~trains CE.J and CON3 l wcrc cuhurcd in MM supplc· 
mcnlcc.I with succinatc and subjcctcd to divcrsc stress 
conditions, such as heat shock (42ºC far 2 min), osmotic shock 
(300 mM NaCI), or oxidative insull (200 µM hydrogcn pcrox· 
idc). Thc biomass yicld!t and growlh rates of hoth strains wcre 
similar in all 1reatmcnts. Thc (3-galactosidasc activi1ies of bolh 
strnins wcrc estimated al diffcrent times after cxposurc to 
stress cunditions; no dilfercnccs betwccn thc activitics of cu(. 
lurcs with lrcatment and thosc without ucalmcnl wcrc found 
(data nol ?>hown). 

\Ve suggested above 1ha1 cyaC forms an operon with o/ir, thc 
product of which has bccn shown lo confcr rcsislancc to ar· 
ganic hydropcroxidcs in X. campesrn·s (J.t). Furthcrmorc, thc 
cxprcssion OÍ lhC X. Cdmpcstris o/ir gene is induccd in thc 
prcsence of organic hydropcro.'<ides (3.$). In order to cvalualc 
thc cxpression profilc of thc R. i:tli ol1r-c)'uC opcron, lhc f3·ga· 
lactosidasc aclivitics of mid-cxponen1ial cultures of thc wild· 
1ype CEJ ami 1hc CONJ 1 (C)'CIC::/ac.Z) strains wcrc dctcr· 
mined in lhe prescnce uf JOO µM cumeni: hydroperoxide (Fig. 
2). As cxpcctcd, the ri-galaccosidasc activity was induccd in lhc 
CONJ l slrnin cul1urc, but not in thc wild typc. Thc response oí 
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FIG. l. (A) Physical and gcnclic map uf lhc insc:rt in pJJJO. Open arrows indicalc thc pi.1silioni of romplclc ORFs. Thc posilion of thc 
incomplclc ORF is indicalcd by an open rcclanglc, and lhc arrow localcd within indicatcs lhc dircclil1n of transcripllon. Open lrianglcs indicalc 
lhc positions al which n intcrposons wcrc insc:rtcc.J. A black trianglc indicatcs thc posilion at '°"hich lacZ·Km cauct1cs wcrc inscrtcd. A small gray 
black trianglc markcd wilh lcllcr P indicalcs thc posilion whcrc fJ.111 w:n gcncralcd. (U) Pro1cm scqucnc:c alignmcnl of thc R. etli CydC and thc 
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in CyaC, which was dumgcd 10 cyslcinc by silc-spc:cific 01u1agcncsis. Thc amino ncid rcsiduc~ lhal ('\.llCnlially confirm an ATP binding sih:, as 
dc.M:ribcd by Pclcrkofsky ami coworkcrs (35), are undcrlincd. 
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FIO. 2. lnduction of lhc cyaC-lacZ fusion in lhc prcscncc of 300 µM cumcne hydropcrox.idc (CHP). Open symbols rcprcscnt protcin yiclds as 

a mensure of growth: O, CEJ: O, CEJ with CHP; V, CONJJ; O, CONJI with CJIP. Salid symbols rcprcscnt spccit1c P·galactosidasc activities 
(nanomolcs pcr minulc pcr milligrnm of protcin): •. CEJ: e, CEJ wilh CHP; ,.., CONJI; •· CONJI with CHP. Thc arrow marks 1hc addition 
olCHP. 

1he cyaC::lacZ fusion lo cumenc hydropcroxidc was vcry fasl; 
JO min afccr cxposurc, thc P-galactosidasc activity incrcased 
S·fold nnd within 1 h had riscn up lo 10-fold. Thcrc wns no 
significant differcncc bctwccn thc growth rntcs of thc cumcne 
hydropcroxidc·trcuted and control cultures. 

Takcn togcthcr, thcsc data suggest that whilc cyt1C is in· 
duced by cumcnc hydroperoxidc, it docs not sccm to partid· 
patc in thc rcsistancc phcnotypc against this compound. To 
asscss thc physiological role or Ohr-CyaC in U. clli, wc cvaJu
ated thc cffcct of diffcrcnt cumcnc hydropcroxide concentra· 
tions upan thc growth rutes of the wild-typc CE3, CON31, and 
CON40, an ohr O Km murant strain. No differcnccs wcrc found 
among thc biomass yiclds and growth ratcs of all thrcc strains 
whcn subjcctcd to thc same trcalmcnt (dma not shown). Ex· 
posure to organic hydropcroxidcs during lhc R. clli lifc cycle 
might be limitcd, with tite exception of nodulc establishment, 
when thc bacteria get contact with plant rools, which excrete 
hydrogcn pcroxidc and organic hydropcroxidcs as u dcfcnsc 
slralcgy ugainst pnlhogcns (7). Thc cffect of bcan plant root 
cxudatcs u pon ohr-cyaC operan cxprcssion was cvalualcd. Un
cxpectcdly, no diffcrence was found bctwccn thc p-galactosi
dasc activitics of slrain CON31 whethcr in thc prescncc or 
abscnce of bcan root cxudatcs (data not shown). 

PhysJoluglcal role of R. etli CyaC. To asscss 1hc physiological 
role of CyuC in free-living R. elli cclls, scvcral approachcs wcrc 
undcrt:.1kcn. In thc lirst place, thc requircmcnl ofCyaC for thc 

utilization of glycolytic (mallase, glucosc, lactase, galactosc, 
nnd sucrosc) or nonglycolylic (pyruvatc, succinatc, acctatc, and 
glutaminc) carbon sourccs was evaluatcd. Strain CON31 grew 
in ull of thcsc carbon sources at thc samc rate as the wild-typc 
strain, suggcsting CyaC is dispensable for carbon sourcc ulili
zation, in contrast to E. coli, in which Cya is ncccssary far lhe 
utilizution of carbon sourccs othcr than thc prcfcrrcd sourcc, 
glucose (38; data not shown). In E. coli, Cya is also requircd for 
motility; howcvcr, whcn strain CON3 l wns tcstcd in swarm 
platcs, no diffcrcnccs wcrc obscrvcd in comparison to thc wild
typc strain. 

To asscss if the symbiotic abilitics of thc C)'aC mutant wcre 
affcc1cd, bcan plant sccdlings wcrc inoculated with strain 
CON31 or lhc wild-typc slrain. Aftcr 24 days, nodulc morphol
ogy and nitrogcn-fhing activity wcrc evalu:.Hcd. No significant 
diffcrcnccs wcrc found bctwcen lhc nodulcs induccd by thc 
mutant strains and thosc clicitcd by thc wild-typc strain nor 
bctwcen thc nilrogcnasc activüics of root systcms inoculalcd 
with cithcr sera in (d;1ta nol shown). 

Succinalc is the prcfcrrcd carbon sourcc for rhizobia und 
cxcrts catnbolic rcprcssion ovcr olhcr carbon sources, includ
ing glucosc (36). In thc wild·typc R. etli strain CE3, cAMP 
accumulalion is similar, whcthcr grown with succinatc or glu
cosc as thc carbon sourcc, suggcsling cAMP lcvels are not 
involvcd in catabolic rcpression, in contrast 10 E. coli, in which 
cAMP lcvcls mcdiatc thc catabolic rcprcssion oí glucosc (tite 

so 
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TABLE 2. cAMP lcvcls in difTcrcnl strains of E. co/i and R. rtli 

S1nin• 

E. coli 
W3110 (wild lypc) 
CONI (CJn mu1an1) 
CONl(pRKACEc) 
CON 1(p3310) 

R. rtli 
CEJ (wild lypc) 

CONJ l (c¡·aC mulant) 

C.rbon aourcc 

Lacto se 
Lnclosc 
La et ose 
Lac1osc 

Succinatc 
Glucose 

Succinalc 
Glucosc 

cAMPlcvcls 
(pnollmg or prntcin) 

318.18"' 32.3 
NO' 

6S0.2S "° 42.8 
IZS.91"' 13.1 

17.63 :!: 1.9 
22.14"' 1.7 
17.15 :!: 2.2 
19.99"' l.S 

•F.. cvli strains wcrc g1own in mm MIJ surplcmcntcd wilh 19'> lac1osc ami 
0.1% Casaminu Acids. R. rtli s1ti1iru wcrc grown in mm supplcmcnlcd wilh 
succinalc or g.lui:me a1 c;ubon sourccs. Thc ci\MP cnmcnl wu dctcrmincd from 
samplcs of c-.poncmi.al growing cullurcs E!ach V•luc is the avcugc oí llucc 
indcpo::ndcnl Clpt'limc-nts. 

"NO, not dctcClcd. 

prcfcrrcd carbon source) ovcr othcr carbon sourccs (Table 2). 
To cstimatc thc role of CyaC on cAMP accumulation, strnin 
CON3 l was grown on MM supplcmcntcd ci1hcr wi1h succinatc 
or glucose as lhc carhon sourcc, and lhc cAMP content was 
dctcrmincd. No ditfercnces wcre found bctwccn both carbon 
sourccs ar between strain CON31 and thc wild-type cAMP 
values, suggcsting lhal CyaC is not rcquircd ¡or cAMP synthc
sis undcr thc conditions 1csted (Table 2). ' 

DISCUSSION 

ACs makc upa largc and complcx family of protcins that can 
be classifted into fivc classcs according to 1heir evoh11ionary 
rclationships (11, 13, 46). Reprcscntativcs of ali fivc classes 
havc bcen identincd in bacteria. In this work, wc prcscnt thc 
isolation and characlcrization of a new class of AC, class VI. 
encoded by cyaC o( U. er/i. TI1c cyaC gene was isolatcd by 
funclional complemcntalion of an E. coli cya mutant slrain 
with a cosmid library of R. e1li CEJ. Severa! cosmids wcrc 
isolaled by this melhod: une of 1hcm encodes thrcc ORFs. 
ORFA, which lays truncatcd al the 5' end of 1hc pJJ 10 inscrl, 
encades a polypeplidc rlrnl shows weak similarily to protcins 
having mcthyllrnnsfcrase ac1ivi1y. Thc othcr two ORFs are 
locatcd in lhc same strand. The upstrcam ORF, named ORFO, 
cncodcs a protcin thal is 36% idcnlic:ll lo Ohr of X. campc5tris, 
which is involvcd in thc rcsistancc w urganic hydropcroxidcs 
(34). The downslrcarn ORF', namcd ORFC, encodes a protcin 
that lrns no signilicanl s1milari1y tu othcr ACs orto signaturcs 
rclalcd to lhis broad family uf protcins. In this work, we 
prcscnt cvidcncc th:tt ORFC cncudcs a novel AC. First, ORFC 
was ablc to rcscuc dilfcrcnl nonrclatcd phenolypcs of IWo 
dilfcrcnl E. coli C)"<l mutant s1rnins. This ab1lity was ;ibolishcd 
\\'hcn ORFC was disruptctl hy inscrllon. Sccond, ORFC rc
slorcd thc svnlhcsis uf cAMP 111 an E. coli C)'ll mu1ant strnin. 
Third, ccll ~xtrncts of un E. culi C)'ll muran1 slrain complc
mcnlcd wilh ORFC prcsentcd AC ac1ivi1y. For thcsc rcasons, 
ORFC was namcd "qaC," which allowcd us to propase its 
product, CyaC. as thc firsl mcmber uf a ncw class oí AC's, class 
VI. 

TI1e catalytic propcrtics oí clas~ 1 AC from E. coli (59), class 

J. 0ACTERIOI... 

11 AC from Bordetellu penusis (29), class 111 AC from Myco
baclerium lllbcrculosis (20), nnd class IV AC from A. hydrophila 
(46) havc bccn puhlishcd. Itere wc rcport thc prcliminary 
charnctcrization oí thc novel class VI AC activity asan MBP· 
CyaC fusion protcin in ccll extracts. Comparcd to mcmbcrs oí 
othcr AC classcs, MBP·CyaC showed a reduccd specific nctiY· 
ily, although this might he duc 10 lhc lack of purity of our 
prcparations. MDP-CyaC shares with the cfass IV AC írom A. 
lrydroplii/a thc pcculiarity oí having an alkaline optimum pH of 
9.5 (46). but not its thcrmophilic propcrtics, sincc incubalion at 
40"C sharply dccrcascd lhe MBP-CyaC activity (data not 
shown). GTP was found 10 be u compctilivc inhibitor for thc 
MBP-CyaC AC activity; whcthcr it is a substratc, it is ycl to be 
charactcrized. 

The curboxy-tcrminal rcgion of CyaC is probably involvcd in 
its catalytic íunclion. An S252C missensc mutation abolishcd 
thc CyaC complemcnlation ability (data not shown). 111is po
sition is invariant in lhc four homologous prolcins menlioncd 
above. Also, a region highly similar to the ATP binding si1e 
proposcd by Pctcrkofsky and coworkers (39) is conscrvcd in 
thc carboxy-terminal rcg.ion of CyaC and its homologs (Fig. 1 ). 
To date, six differcnt classcs of ACs have becn dcscribcd. llu.: 
complcxity of proleins with nucleo1ide cyclasc activity suggcsls 
that lhcy arase by con\'crgcnt evolution rather than by diver· 
gcnce írom un an1.:cstral prolcin, as was previously dcscribcd 
(13, 46). 

Thc physiological role of cAMP in members of the family 
Rhizobiaceac rcmains elusive, dcspitc the continuous efforts of 
scvcrnl rcscarch groups. Gcnctic approachcs havc becn ham
pcrcd by lhc prcsencc oí multiplc cya genes. The rccently 
published genomic scqucnces of Al. loti and S. melilori allowcd 
lhc idcntitication of ut lcast 12 and 26 ditferent ACs/GCs, 
respectively ( 18, :?4 ). Thc physiological rclevancc of harboring 
multiple nuclcotidl! cyclascs is poorly undcrstood; howcver, it 
is possiblc lo argue tlmt the activity and cxpression of each onc 
thcsc cyclascs misht be rc:gulalcd in response to specific cxtcr .. 
nal signals or 10 particular growth conditions, probably as a 
consequcnce oí belonging to ditfercnt signa! transduction path· 
ways. 1ñis complc\ity mighl be thc rcason wc were notable to 
find a discernible phcno1ype Cor our C)'aC mutant under any 
condition teslcd. 

lñc cxpression oí cyt1C could only be de1ec1ed in the prcs
encc of cumcnc hydropcroxide, which triggers a significant 
induclion (appro\imately lO·fold) (Fig. 2). This rcsuh was not 
totally uncxpccted. sincc cyaC is cotranscribcd wilh a gene 
namcd olrr, lhc protluct of which is highly similar to the Ohr 
protcin of X. campr:stri.r. which is induccd in the presc:ncc of 
organic hydropch1\idc (~-1 ). Plan Is incrcase the production of 
oxygen-rc<tclivc !'f'~cic:s as parl of thcir defcnsc strntegy againsl 
pathogcns (7). Eo1rly nodule establishment stagcs can be con
s1dcrcd similar hl carly phytopathogcncsis. Although this as· 
sumption sugges1s that thc lrnnscription of thc olrr·cyuC 
opcron mighl be ;u:livarcd by bcun rool cxudatcs, we found no 
cvidence to supplHI lhis i.lSSUmplion. Allcrnativcly, wc suggcsl 
that ohr-c:yaC ºP"'fllll cxprcssion can be induced in response to 
thc accumulation ,lf oxygcn·rcactive specics as a consequcncc 
of thc highcr re!'piralor)' ratcs rcquircd ro susaain bactcroid 
mclabolism. Hmu:vcr, thc symbiotic capacities o( un R. ctli 
cyaC mulant strolin wcrc not altcred. 

\Ve wcre not ;1blc to tind any discernible phcnotypc, cithcr 
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íor 1hc ohr or for lhc cyaC mutanl slrains in lhc prcscnce of 
cumcnc hydropcroxidc. This might be duc to lhc cxislcncc in 
R. c1li of al1crna1ivc dctoxification mcchanisms, as has bccn 
uhscrvcd far X campcslrir (34). 

lt has bccn shown rcccnlly that thc X. campcslris ohr gene is 
negativcly rcgulatcd by tite oltrR product (49). As for thc X. 
campcs1n's ohr gene, lhc R. etli o/rr.cyaC operan did not re· 
spond to hydrogcn pcroxidc, indicaling that lhc lranscription 
of these genes is indcpendent of Oxylt. Wc suggcst 1ha1 R. clli 
coniains n spccitic rcgulalor funcrionally similar to oltrR me· 
diating lhc transcriptional response lo organic pemxidcs. In 
fact, scqucnccs highly similar to olrrU wcrc found in lhe ge· 
nome scqucncc of othcr mcmbcrs of thc family U/iizobiaceac 
(data nol shown). 

The analysis of lhc whulc gcnomc scc¡ucnccs of thrce mem· 
bcrs of thc family Rhizobiacct1c: M. loli (24), S. mcliloli (18), 
11nd A. lllmcfacicns (58) rcvc<ilcd thc prescncc of genes of 
unknown function coc..ling for CyaC homologs. In nonc of lhcsc 
cases is lhc R. c11i o/1r-cyaC gcnclic organization conscrvcd. 
111e prcscncc of cyaC secms to be an exclusive trait of /Yrizo· 
biaccac, sincc no homologs coulc..I he idcntificd in thc gcnomc 
scqucnccs of othcr alplrn protcoln1ctcrh1, such as /Yrodobactcr 
spltacroidcs and Caulobactcr crc:scenms. 

In cntcric bacteria, such as E. co/i, cAMP cxcrts ils function 
whilc bound lo the regulalory protein CRP. Thc CRP·cAMP 
complex is ablc to bind to specific DNA sequcnces nnd by this 
means positivcly or negativcly rcgulate gene lranscription of 
operaos involvcd in funclions such as catabolitc rcprcssion 
(27). Howcvcr, no CRP homologs can be dctected in thc ge· 
nomcs o( Rlrizobiaccac, and for this rcason, lhc mechanism of 
how cAMP acts in this group of organisms rcmains unknown. 
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No obstante que el .AMPc ha !ddo,involucrado en el control de diversos fenómenos en las 

bacterias de Ju familia Rhizobiaceae, Ja carencia de cepas deficientes en Ja síntesis de este 

nucleótido han impedido dilucidar su función en este importante grupo de bacterias. 

En este trabajo presentamos Ja caracterización molecular de tres genes cya (cyaA, cyaB y cyaC) 

de Ja cepa CEJ de Rliizobium el/i que codifican para distintas AC's. Mostramos el estudio de la 

expresión de Jos tres genes, el análisis fenotípico de las mutantes de R. e1/i deficientes en cada 

una de estas AC's y el análisis fenotípico de una doble mutante. El análisis de las secuencias de 

estos genes nos indican que dos de estas AC's (CyaA y CyaB) pertenecen a Ja clase 111 

(Universal) de las AC's y que Ja tercera (CyaC) no muestra similitud con ninguna proteína antes 

descrita en las bases de datos. En este trabajo demostramos que CyaC posee actividad de AC y 

que por Jo tanto conforma una nueva clase de AC's, la clase VI. Los tres genes presentaron 

patrones de expresión diferencial, mientras que Ja transcripción de cyaA se incrementa cuando R. 

elli crece en fuentes de carbono glucolíticas, cyaB se expresa constitutivamente en todas las 

condiciones de crecimiento analizadas, y cyaC solo se expresa en presencia de hidroperóxidos 

orgánicos. El análisis fenotípico de las mutantes sencillas de R. e1/i nos muestra que las tres AC's 

son dispensables para el desarrollo de la bacteria en vida libre y en simbiosis con el frijol. Sin 

embargo, Ja doble mutante cyaAcyaB generó nodulos en las raíces del frijol que muestran una 

reducción notablemente (50%) en su actividad de nitrogenasa. 

Los tres genes cya se aislaron mediante la complementación funcional de una mutante cya de E. 

coli con ADN procedente de un banco genómico de Ja cepa CEJ de R. e1/i. Los tres genes cya 

complementaron de manera diferencial a la mutante cya de E. coli, particularmente cyaA y cyaB, 

clonados en un vehículo de alto número de copias (pSK) complementaron todos los fenotipos 

analizados en la misma extensión en que Jo hizo el propio gen cya de E. coli, este último clonado 

en un vector de mediano número de copias (pRK4 l 5). Los tres genes Je permitieron a la mutante 

cya de E. coli sintetizar AMPc en diferentes concentraciones (Tabla 7), particularmente Ja cepa 

complementada con cyaA sintetizó 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 pS K fueron 4 y 2.5 veces mayores, respectivamente, que los niveles 

de AMPc sintetizados por Ja cepa silvestre. Mientras que Ja cepa complementada con el cyaC, 

clonado en el mismo vector, solo acumuló el 40% del AMPc sintetizado por Ja copia silvestre. Es 

posible que los tres genes se expresen en E. coli a partir de sus promotores indígenas y no por el 

promotor PLac del pSK. Lo anterior es porque en Jos tres casos, los fragmentos de ADN se 

encuentran clonados en el pS K de tal manera que Jos genes cya estan orientados en dirección 

opuesta al promotor PLac del vehículo. 
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El análisis de las secuencias nucleótidicas, recientemente obtenidas, de los genomas de M. Íoti, S. 
meliloti y A. t11111efaciens, logra identificar numerosos genes ( 12, 26,' y J, respectivamé~te) cuyos 

productos poseen regiones homólogas u las dominios catalíticos de lnsAS'.s.dé la ~l~se}II. Así 
mismo, no se identificaron genes que codificaran AC's de otra clase· (Káneko et' al., 200.0; 
Galibert et al., 2001, Wood et al., 2001). En trabajos previos se ha!Íí~n cl6nad~y caracierizado 
tres de los genes cya (e ya J, cya2 y cya3) de S. meliloti. Las AC's Cyiú 'y, Cya2 p6seen en el 

extremo amino, y In Cyu3 en el carboxilo, un solo dominio catalítico p~Í>pio de las ci~lasns de la 
clase 111 (Kiely et al., 1983; Beauve et al., 1990; Archdeacon et al.; ·1995; S!Íapyrova et al., 

1999). La AC Cya3 presenta en el carboxilo terminal cuatro secuencias repetidas similares a las 
tetraticopeptidos (TRP's) presentes en proteínas eucariontes involucradas con la división celular. 

Muchas de In ciclnsas de S. meliloti y algunas de las ciclnsns de M. loti poseen estos TRP's. Hasta 
el momento, únicamente 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 proteínas presentan en el extremo amino tres dominios transmembranales, que podrían 

estar involucrados con la percepción de estímulos ambientales que eventualmente regularan su 
actividad. Tal es el caso de la ACG del eucarionte inferior Dicryostelium. Esta proteína tiene la 

capacidad de percibir la osmolnridad extracelular y ajustar su actividad regulando de esta manera 
los niveles de AMPc que a su vez controlan la germinación de las esporas (Van et al., 1996). La 

ciclasa CyaA de R. et/i es una proteína citoplásmica que tiene parecido con otras AC's descritas 

en otras bacterias, algunas Gram positivas, pero particularmente presenta una alta similitud (50%) 

con la AC CynA de la bacteria Stigmatel/a aura11tiaca (Coudnrt-Cavalli et al., 1997). 

El alineamiento presentado en la figura 6, nos muestra que CyaA y CyaB conservan los resíduos 

catalíticos más importantes para la catálisis que llevan a cabo estas proteínas. Sin embargo y 
sorprendentemente no conservan ninguno de los tres resíduos responsables de la selectividad de 

substrato en las AC's o GC's (ATP o GTP). Paru saber si estas proteínas tiene la capacidad de 

sintetizar GMPc, medimos las pozas de este nucleótido en crecimientos exponenciales de las 

mutantes cya de E. co/i complementadas con las distintas ciclasns. Como se muestra en la tabla 8, 

las cepas complemenrndas con los plásmidos pEVSm (cyaA) y pE2 (cyaB) sintetizaron GMPc, no 

así la cepa silvestre, ni la mutante cya, ni tampoco la cepa complementada con el plásmido p33 IO 

(cyaC). Los niveles de GMPc sintetizado por las cepas complementadas con los plásmidos 
pEVSm y pE2 fueron un 30% y 40%, respectivamente, los niveles de AMPc alcanzados por las 

mismas cepas en las mismas condiciones. Esto nos indica que no obstante que ambas ciclasas 

tienen la capacidad de sintetizar GMPc, aparentemente producen más eficientemente AMPc. 

Alternativamente, podría pensarse que en E. co/i hay limitaciones en la concentración 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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complementada con el plásmido pEVSm presentó niveles de GMPc más altos que los niveles 

alcan.zados por la cepa complementada con el plásmido pE2. Estos resultados nos indican que en 

E. coli ambas proteínas tienen actividad dual, es decir, que tienen la capacidad de sintetizar 

AMPc y GMPc. Es posible que en 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 nucleótido son notablemente más bajos en comparación con los niveles de 

AMPc alcanzados por la misma cepa (Tabla 9). Alternativamente podríamos pensar que en R. etli 

ambas ciclasas sintetizan tanto AMPc como GMPc pero que existe una fosfodiesterasa de GMPc 

tan activa que impide la acumulación de este nucleótido. Incluso se podría 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, aún no ha sido posible intercambiar totalmente la 

selectividad de substrato de las adenil ciclasas (Sunahara et al., 1998). Hasta el momento, las 

proteínas CyaA y CyaB de R. etli son los primeros ejemplos de ciclasas naturales con actividad 

dual. Danchin propone que evolutivamente las AC's y las GC's de la clase llI, se generaron a 

partir un ancestro común que presentaba actividad de ciclasa de nucleótidos purínicos 

trifosfatados incapaz de descriminar entre los posibles substratos. En este sentido es probable que 

las ciclasas CyaA y CyaB pudieran estar en un proceso de definición de su actividad y que el 

ancestro común 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 

nucleótidos púrinicos tri fosfatados, además del A TP y GTP, como el ITP (inosina tri fosfato) o el 

HTP (hipoxantina tri fosfato), incluso seria interesante averiguar si utlizan nucleótidos pirimídicos 

trifosfatados. Sin embargo, en la literatura encontramos que el AMPc y el GMPc son los únicos 

nucleótidos cíclicos involucrados con el control de diversos fenómenos celulares. 

La secuencia de aminoácidos de CyaC de R. etli no presenta similitud significativa con ninguna 

AC's descrita en las bases de datos y carece de los motivos característicos de las AC's de la clase 

111. En el artículo anexo demostramos con experimentos i11 1•ivo e in 1•itro que CynC tiene . 

actividad de adenil ciclasas por lo que se constituye como el primer miembro de una nueva clase 

de AC's, la clase VI. Danchin ha clasificado a las AC's descritas en cuatro clases. La primer clase 

la constituyen AC's cmerobacterianas. La segunda se compone de AC's tóxicas. La tercera 

comprende a las AC's y GC's de origen eucarionte y procarionte. La cuarta clase conjunta a las 

AC' s termofílicas identificadas mayoritariamente en arqueobacterias. Recientemente se describió 

una AC's en la bacteria anaeróbica estricta Pro1•otela r11111i11icola que no posee similitud con 

ninguna proteína en las bases de datos y a la que podríamos definir como el primer miembro de la 

clase V (Danchin, 1993; Sismeiro et al .. 1998; Coita et al., 1999). La búsqueda de homólogos a 
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CyaC de R. etli en las bases de datos identificó proteínas de función desconocida únicamente en 
los genomas de S. meliloli. M. loti y A. mmefaciens. No se encontraron proteínas homólogas en 
los genomas totalmente secuenciados de otras alfa proteobacterias, incluyendo Rhodobacter 

caps11/a111s, R. sphaeroides y Caulobacter crece11t11s, por lo que podríamos suponer que esta clase 
de AC's son exclusivas de rhizobiaceas. La AC CyaC posee en el extremo carboxilo una región 
con gran parecido al motivo de unión a ATP propuesto por Peterkofsky y colaboradores (1993) 

que podría estar involucrada con In actividad de esta enzima. La introducción de un sitio de 
restricción para la enzima Pstl en el extremo 3' del gen cyaC generó la mutación S252C (Fig. 
5C). Esta variante de CyaC fue incapaz de complementar a la mutante cya de E. coli. Estos 

resultados nos sugieren algún papel crucial de la scrina 252 en la actividad de ciclasa de CyaC. 

El aislamiento de los genes cya/ y cya2 de S. meliloti permitió la generación de una cepa doble 
mutante deficiente en ambas AC's derivada de la cepa silvestre F34. Esta mutante, al igual que 

las mutantes sencillas cya/ y cya2, continúan 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 simbiótico con respecto a la cepa silvestre F34 

(Archdeacon et al, 1995). Sorprendentemente, la mutante cya3 de S. meliloti (T482), generada 

por la inserción de un transposón Tn5, incrementó su capacidad simbiótica en comparación con la 

cepa parental CXM 1-105. Aparentemente, las plantas de alfalfa noduladas con la cepa T482 
incrementaron hasta en un 25% su biomasa en comparación con las plantas noduladas con la cepa 

parental CXM 1-105. En vida libre esta mutante no presentó ninguna diferencia con respecto a la 
cepa silvestre (Shapyrova et al., 1999). 

Las mutantes cya de R. etli CON 13 (cyaA), CON23 (cyaB), y CON3 l (cyaC) presentan el mismo 

comportamiento que la cepa silvestre CE3 en los fenotipos analizados, los cuales incluyeron 

crecimientos en medio mínimo (MM) suplementados con distintas fuentes de carbono, motilidad, 

nodulación y fijación de nitrógeno o reducción de acetileno. Por otra parte, anteriormente se 

mencionó como la cepa CE3 de R. etli al ser subcultivada consecutivamente en MM presenta un 
metabolismo que asemeja al fermentativo, ya que excreta aminoácidos, ácidos orgánicos (algunos 

son intermediarios de ciclo de Krebs), y acumula poli-13-hidroxibutirato (PHB) en grandes 
cantidades (Encarnación et al., 1995). El crecimiento de la cepa CE3 se mantiene 

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 relación directa entre el efecto del AMPc y el efecto de 

las vitaminas (biotina y ti amina) en el fenómeno de dejar de crecer que experimenta R. etli. En 
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,:este ,sentido, ~ería interesante averiguar si alguna de las mutantes cya interrumpen su crecimiento 

:>durante los subéultivos aún en la presencia de vitaminas. 

Las pozas de AMPc sintetizados por las mutantes cya y la cepa silvestre en crecimientos en MM

succinato fueron similares (Tabla 9). Sin embargo, en el MM-glucosa, las cepas CONl3 (cyaA) y 

CON43 (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 función importante para sostener la producción de AMPc. 

Por otra parte, si bien la doble mutante CON43 (cyaAcyaB) no presentó alteraciones en los 

fenotipos analizados en vida libre, en simbiosis con el frijol generó nódulos que presentaron una 

disminución notable (casi un 50%) de la actividad de nitrogenasa, en comparación con los 

nódulos generados por la cepa silvestre. En este sentido, es probable que una cepa triple mutante, 

(cyaAcyaBcyaC) presente un fenotipo simbiótico aún más drástico, que nos permita concluir que 

en R. etli, el AMPc tiene un papel importante en la fijación de nitrógeno. Por otra parte y como se 

mencionó anteriormente, los niveles de GMPc producidos por las distintas mutantes y por la cepa 

silvestre fueron en lo general muy reducidos en comparación con los niveles de AMPc 

alcanzados por las mismas cepas, razón por la cual no es posible asumir algún papel de CyaA y 

CyaB en la síntesis del GMPc. 

Por otra parte, nos resulta interesante que no observemos fenotipos de las distintas mutantes cya 

de R. etli en vida libre, ya que cuando analizamos la expresión 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 aún cuando cyaA y cyaB se expresan 

en MM suplementado con fuentes de carbono no glucolíticas como el succinato, posiblemente ni 

CyaA ni CyaB tienen un papel relevante en la síntesis de AMPc en estas condiciones. Como se 

mencionó anteriormente, los niveles de AMPc producidos por las cepas CON 13 (cyaA), CON23 

(cyaB) y CON43 (cyaAcyaB) de R. etli, crecidas en MM-succinato, no disminuyeron en 

comparación con los niveles de AMPc sintetizados por la cepa silvestre (Tabla 9). Podría ser 

posible que existan mecanismos de regulación postranscripcional que estuvieran regulado la 

actividad de estas ciclasas. Así también, podríamos suponer que la deficiencia de CyaA ó 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 patrón de expresión de cyaA y cyaB. 

a partir de los crecimientos de las cepas CON 11 (cyaA-lacZ) y CON2 l (cyaB-lacZ) en MM 

suplementados con fuentes de carbono glucolíticus, observamos lo siguiente: i) La expresión del 

gen cyaB se mantiene en niveles muy similares a los alcanzados en los MM suplementados con 

fuentes de carbono no glucolíticas y ii) El gen cyaA incrementa su expresión notablemente en 
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estas condiciones en comparación con los niveles de expresión presentados en condiciones de 
MM suplementados con fuentes de carbono no glucolflicas. Como se observa en la figura 8, la 
cepa CON 11 (cyaA-/acZ) crecida en MM-glucosa presentó el doble de actividad de 13-
galactosidasa en comparación con los niveles alcanzados cuando la misma cepa se cultivó en 
MM-succinato. Estos resultados son consistentes con la reducción en los niveles de AMPc que 
presentaron las mutantes CONl3 (cyaA) y CON43 (cyAcyaB) cuando se cultivaron en MM
glucosa en comparación 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 
síntesis de AMPc cuando R. etli crece en presencia de fuentes de carbono glucolíticas. 

Por su parte, el gen cyaC se expresa únicamente en presencia de hidroperóxidos orgánicos, 

incrementando su expresión más de JO veces. En el aniculo anexo demostramos que el gen cyaC 

se encuentra formando parte de un operón con el gen ohr (Fig. 5C), denominado así por su 
similitud con el gen ohr de X. campestris. El gen ohr codifica una proteína que confiere 

resistencia a hidroperóxidos orgánicos como el peróxido de cumeno o el peróxido de terbutilo, 
por esta razón se propone que representa una nueva clase de peroxidasas de hidroperóxidos 

orgánicos (Mongkolsuk et al., 1998). Se ha descrito que las plantas como parte de un programa 
de defensa contra el ataque de patógenos incrementan la producción de especies reactivas de 

oxígeno, colectivamente llamadas ROS (Bolwell, 1999). En este sentido podríamos suponer que 

la expresión del operón ohr-cyaC de R. etli se activa en respuesta ni programa de defensa de la 

planta de frijol, iniciado durante la infección de las raíces por Rltiwbi11m y otras bacterias 

patógenas. Por otra parte, una vez dentro de los nódulos, 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 metabolismo aeróbico activo se incrementan las 

concentraciones de distintos ROS como el superóxido, H20 2 y los hidroperóxidos orgánicos, 

entre otros. Algunos de estos ROS, particularmente, los hidroperóxidos orgánicos podrían activar 

Ja transcripción del operón ohr-cyaC. Ambas situaciones antes descritas nos permiten suponer 
que tanto ahr como cyaC pueden tener algún papel en el establecimiento y manutención de una 

simbiosis efectiva. Sin embargo, tanto mutantes cyaC como o/Ir de R. etli carecen de fenotipo 

simbiótico y la expresión del operón no se indujo por In presencia de exudados de frijol. La 
bacteria X. campestris, al igual que otras bacterias, posee una peroxidasa llamada AhpCF que 

destoxifica de hidroperóxidos orgánicos. Es probable que en R. etli exista un mecanismo similar 

ya que la mutante o/Ir no mostró sensibilidad a peróxido de cumeno. 

Resulta interesante que el operón ohr-cyaC solo se exprese en presencia de hidroperóxidos 
orgánicos y no por H,O,. Una situación similar se presentó en X. campestris y se demostró que la 
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transcripción de olrr no depende del regulador global OxyR, que regula la expresión de varios 
operones inducidos por H,02 (Mongkolsuk et al., 1998). Recientemente se· describió en· X. 

campestris una proteína llamada OhrR, que regula negativamente In expresión del gen olrr. Esta 
-proteína pertenece a Ja familia de reguladores transcripcionales MarR (Sukchawalit et ál'.,_2001). 
La búsqueda de homólogos u OhrR en el genoma de S. meliloti nos indica la e:Xistenéia de varias 

proteínas reguladoras de Ja familia MarR en esta bacteria. Es probable en R. etli exista un 
regulador similar n OhrR que este regulando la expresión del operón olrr-cyaC. 

La identificación de distintas proteínas encargadas de sintetizar AMPc en M. loti, S. meliloti y en 

R. etli obliga a cuestionarnos ¿Porqué las rhizobeaceas presentan múltiples adenil ciclasas?. Las 
propiedades estructurales de las distintas AC's, aunados a los diferentes patrones de expresión 

que presentan los genes cya de R. et/i, nos presentan un esquema en el que las distintas AC's 
posiblemente responden a señales o condiciones de crecimientos particulares. En este sentido, el 
análisis de las propiedades bioquímicas de las distintas ciclasas puede añadir información que nos 
permita esclarecer la función de las distintas proteínas. Todo esto sugiere que la bacteria posee 

distintos mecanismos que controlan la síntesis del AMPc y que mantienen su concentración en 
diferentes umbrales. Lo anterior supone la existencia de uno o varios mecanismos capaces de 

percibir estas diferencias en concentración y activar en consecuencia diferentes funciones 

celulares. En bacterias entéricas como E. co/i, el sistema que media la función del AMPc es la 

proteína reguladora CRP. Este regulador se modifica alostéricamente por In unión de AMPc, en 

estas condiciones CRP adquiere In capacidad para unirse al ADN en secuencias específicas y de 
esta manera regula positiva y negativamente la transcripción de numerosos operones 

involucrados con diversas funciones incluyendo la represión catabólica. En ninguno de los 

genomas rhizobinnos recientemente secuenciados se ha logrado identificar de manera 

contundente la existencia de una proteína homóloga a CRP, quedando aún la interrogante acerca 

de cual es el o los mecanismos que median la función del AMPe en estas bacterias. 

Recientemente se identificó en el genoma de la bacteria Sy11ec/10cystis sp. un proteína capaz de 

unir AMPc y que tiene un parecido muy limitado con proteínas de la familia de reguladores CRP
FNR (menos del 20% de identidad con el CRP de E. co/i) (Yoshimura et al., 2000). En 

experimentos in "itro. los autores demuestran que esta proteína, a la cual llamaron SYCRPI, fue 

capaz de unirse a un fragmento de ADN que contiene la secuencia consenso para _la unión de la 

proteína CRP de E. coli. Nuestra búsqueda de homólogos a SYCRPI en el genoma de S. meliloti 

identificó un par de proteínas (SMc02175 y SMb21079), anotadas como posibles reguladores 

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

Ya que en las rhizobiaceas no se ha logrado identificar proteín-cinasas dependientes de AMPc, es 
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probable que en estas bacterias la función del AMPc se ha mediada por una o varias proteínas 
"CRP-like". 

En distintas rhizobiaceas se ha descrito la existencia de un fenómeno de represión catabólica 
similar al que presentan bacterias como E. co/i, con la diferencia de que no es' Ju:'glucosa sino 

ácidos dicarboxilicos, como el succinato o el malato, las fuentes de carbono que ejercen represión 

sobre el catabolismo de fuentes de carbono alternativas. Algunos reportes involucran al AMPc en 
el control de la represión catabólica en Rliizobi11111 sin embargo, aun no se puede establecer 
contundentemente si el AMPc tiene algún papel importante en el control de este fenómeno o si es 

que existe un mecanismo alternativo que controla la represión catabólica en las rhizobiaceas y 

que es independiente del AMPc. Rhizobi11111 elli sintetiza concentraciones similares de AMPc 

cuando crece en succinato o glucosa (Tabla 9) a diferencia de E. co/i que en crecimientos en 
glucosa, su fuente de carbono predilecta, reduce notablemente Ja síntesis del nuc)eótido. Este 

resultado sugiere que el AMPc no esta involucrado en el control de la represión catabólica 
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. et/i, tres de los cuales fueron caracterizados y el cuarto 

únicamente lo identificamos por una señal de hibridación. Sin embargo, cabe cuestionarse acerca 

de Ja cantidad de ciclasas que codifica el genoma de R. etli. En el laboratorio del Dr. Guillermo 

Dávila, se está llevando a cabo la secuencia del genoma total de la cepa CE3 de R. etli. En una 

exploración inicial y empleando el programa de búsqueda de proteínas similares BLASTX, se 

identiticarón 6 secuencias parciales cuyos productos traducidos presentan similitud con adenil 

ciclcasas de la clase Ill (Dr. Víctor Gonzáles, comunicación personal). Solo uno de estos péptidos 
había sido previamente identificado por el Dr. Sergio Encarnación, mediante una mutagénesis 

generalizada con transposón Tn5 en la que seleccionó cepas derivadas de la cepa CE3 con 

alteraciones en la formación de Biopelículas. Suponiendo que el cuarto gen cya que identificamos 
por hibridación corresponde a alguno de los seis genes antes mencionados, hasta el momento 

podríamos decir que R. e1/i posee al menos 9 genes cya distintos. En nuestra estrategía inicial 

solo logramos identificar 3 genes, posiblemente porque el resto de los genes cya no se transcriben 
en E. co/i o porque la actividad de ciclasa de algunas de estas AC·s requiere de activadores 

específicos que aparentemente E. co/i no posee. No obstante la gran cantidad de ciclasas que 

posee R. etli, la doble mutante CON43 (cyaAcyaB) reduce considerablemente su capacidad 

simbiótica. En este sentido, podríamos suponer que las multiples ciclasas de R. etli son 

especificas para algunas condiciones de crecimiento y por lo tanto pertenecen a distintas vías de 

transducción de señales o a distintas cascadas regulatorias. 
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PERSPECTIVAS 

En colaboración con la Dra. María Eugenia Torres Márquez, que trabaja en la Facultad de 
Medicina de la UNAM, hemos iniciado la caracterización de Ja 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 
intención de generar mutantes de CyaA que solo posean la actividad de adenil ciclasa. 

El Dr. Sergio Encarnación, que trabaja en el Programa de Ingeniería Metabólica del Centro de 
Investigación sobre Fijación de Nitrógeno de la UNAM, generó una mutante de R. etli que 

presenta alteraciones en la formación de Biopelfculas. Aparentemente el gen afectado codifica 
una adenil ciclasa. En colaboración con el Dr. Encarnación hemos iniciado la caracterización 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 Jos tres residuos involucrados con la especificidad por el substrato. Lo anterior nos indica que 

CyaD es una ndenil ciclasa bonafide. 

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

regulador OxyR, nos incitó para iniciar la caracterización del sistema de regulación del operón 
olir-cyaC de R. etli. Actualmente, esté es el proyecto de la tesista de licenciatura Silvia Grisel 

Ballesteros Hernandez. Al momento tenemos identificado, mediante un ensayo de primer 

extensión, ni inicio de la transcripción del operón y al probable promotor del mismo. 
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