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RESUMEN

Bacterias del genero Rhizobium son capaces de reducir el nitrogeno atmosferico
mediante el establecimiento de una relacion simbidtica con plantas leguminosas,
utilizando para tal fin energia proveniente de fotosintatos de la planta. La fijacion
del nitrogeno requiere de la formacion de estructuras radiculares denominadas
nodulos, en las cuales se albergan las formas bacteroidales directamente
encargadas de la fijacion del nitrogeno. Durante esta compleja interaccién el
patron de la expresién génica en ambos organismos sufre cambios drasticos. La
naturaleza de las senales involucradas con este proceso diferencial de la expresion
génica permanecen no del todo aclaradas. En otras bacterias Gram negativas como
E.coli, el AMPc y su proteina receptora, CRP; forman parte de un sistema
multigénico de Regulacion Global. El complejo AMPc-CRP tiene por funcion regular
la transcripcion y de esta forma la expresion de un amplio nimero de operones
involucrados con numerosas funciones celulares tales como: el control de la
represion catabdlica, la regulacion de algunas enzimas biosintéticas y de algunas
proteinas reguladoras (incluyendo su propia autorregulacién), la sintesis de
algunos componentes de la membrana celular, la sintesis de flagelo vy toxinas,
replicacion de ciertos plasmidos, lisogénia de bacteriofagos, etc. Por otra parte,
aunque si bien, es clerto que existe mucha informacion sobre el papel regulador del
complejo AMPc-CRP en bacterias entéricas, también es cierto que es poca la
informacion existente sobre el papel del AMPc en otro tipo de bacterias. En algunas
especies de Rhizobium, el AMPc se ha detectado incluso en el estado de bacteroide,
implicandolo en en el control de algunas funciones celulares, tales como: represién
catabdlica. regulacion de la asimilacion de amonio durante la simbiosis, regulacién
del metabolismo de hidrégeno, etc. Sin embargo, debido a la falta de cepas
deficientes en la sintesis de AMPc, no ha sido posible establecer de forma categérica
el papel preciso del AMPc en bacterias Rhizobiaceas. En el presente trabajo se
describe el aislamiento e identificacion de fragmentos de ADN que contienen los
genes que codiflcan para la adenilato ciclasa y CRP de R. etll, por complementacion
de cepas mutantes de E, coli cya- y crp- con cosmidos provenientes de un banco
gendémico de la cepa CE3 de R. etli. En el caso de la complementacion de la cepa de
E. coli crp” se {dentificaron tres cdsmidos que complementan a la cepa mutante; las
cepas complementadas con los distintos césmidos, a diferencia de la cepa crp-,
fueron capacer en lactosa, maltosa, galactosa, ademas que fueron sensibles a la
fosfomicina y a la serina. Por otra parte. en el caso de la complementacién de la
cepa cya de E. coli se cloné un fragmento Hind IIl de aproximadamente 1.3 Kb, que
le confiere a la cepa mutante la capacidad para utilizar lactosa y maltosa como
fuentes de carbono.
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INTRODUCCION

REGULACION GLOBAL

Muchas actividades bacterianas involucran la participacion coordinada de gran
cantidad de operones, los cuales estan organizados en sistemas multigénicos de
regulacion denominados “Redes Regulatorias™. Algunos sistemas de este tipo
involucran la induccion coordinada de un grupo de operones controlados por una
proteina reguladora comun (activador o represor). A este conjunto de operones se
les ha dado el nombre de Regulén. Usualmente éstas proteinas reguladoras
interactian directamente con el ADN en secuencias particulares comunes a todos
los operones miembros del Regulén para llevar a cabo su funcién activadora o
represora segun sea el caso, En otros sistemas la red esta definida por un factor
sigma alternativo que reprograma la ARN polimerasa para que reconozca
unicamente los promotores de los operones miembros de la red. En algunos otros
casos se involucra tanto la participacion de proteinas reguladoras como de factores
sigma. Comunmente los operones de un Regulén codifican para distintas proteinas
cuyas funciones pueden, en un momento dado, estar relacionadas y expresarce
coordinadamente bajo circunstancias particulares dadas por cambios en el medio
ambiente, Un Regulén puede inducirse por mas de un estimulo del medio ambiente
y asi también, méas de un Regulén puede ser inducido por el mismo estimulo. De lo
anterior se desprende el concepto de Estimulon, que se aplica al conjunto de genes
que se expresan bajo un estimulo dado del ambiente.

En E. coli muchos de los operones descritos, hasta el momento, se han
ubicado en distintos sistemas multigénicos de regulacion, los cuales a su vez
pueden ser agrupados en cuatro distintos tipos de “Redes de Regulacion Global”.

a) Redes involucradas en la respuesta a la limitacion de nutrientes (carbono,
nitrégeno, fosforo).

b) Redes involucradas en reacciones de oxido-reduccion y transporte electrénico.
c) Redes concernientes a la respuesta al dafo por oxidacién, radiactén,
temperatura y presién osmética extrema.

d) Redes relacionadas con cambios morfofisiologicos celulares tales como: division
celular, esporulacién, adaptacion a la fase estacionaria, etc.

Cabria mencionar que algunos de los operones de E. coli se han asignado a
més de una red regulatoria y que, en instancias particulares es posible que cada
operén sea controlado independientemente del resto de la Red por reguladores
especificos.

|



RED DE REGULACION GLOBAL AMPc-CRP

Entre algunas de las redes involucradas en la limitactéon de carbono en
bacterias entéricas se encuentra una de las redes de regulaciéon global ejor
conocidas en la actualidad, la Red AMPc-CRP {Gottesman et al, 1984), cuyos
elementos como lo indica su nombre son: el AMPc (Adenosin 3'-5'monofosfato
ciclico), el cual funclona como sefial metabélica; la proteina CRP (proteina
receptora del AMPc), también llamada CAP (proteina activadora del catabolismo),
que lleva a cargo la actividad reguladora. Los operones sometidos a este tipo de
regulacion suelen ser, aunque no stempre, operones involucrados en la utilizaciéon
de fuentes secundarias de carbono y poseen en su region reguladora una secuencia
nucleotidica comiin para el reconocimiento y unién de CRP. Esta red es en parte
responsable del fenomeno conocido como “Represién catabolica”, que aunado a
otros fenomenos como la “Represion transitoria” y la “Exclusion inducida”
conforman el llamado “Efecto glucosa®. El "Efecto glucosa”™ describe la accidn
inhibitoria que ejerce el metabolismo de la glucosa sobre el catabolismo de fuentes
secundarias de carbono. Por medio de este efecto la bacteria asegura la prioridad de
la glucosa como fuente principal de carbono y energia. En la “Represion
transitoria” se observa una severa inhibicion de la sintesis de enzimas catabélicas
inducibles, ante la adicién de glucosa a un cultivo de bacterias que crece en una
fuente de carbono secundaria. En la "Exclusiéon inducida” la presencia de glucosa
impide la entrada de otros substratos inducibles a la bacteria, al inactivar sus
permeasas (Magasanik y Neidhardt, 1987). Por otra parte, si bien es clerto que a la
Red AMPc-CRP se le describié inicialmente por su importancia en el control de la
‘Represion catabélica” en bacterias entéricas, es también cierto que el efecto de
esta red se amplia no solo al control de este fenomeno, si no que se le involucra
con muchos otros fenémenos distintos. De hecho se podria decir que aun en E. coli
se desconoce el total de operones miembros de la Red (Neidhardt et al., 1990).

FUNCIONES CELULARES REGULADAS POR El COMPLEJO AMPc-CRP

Son cuantiosos los reportes que involucran al complejo AMPc-CRP en la
regulacién de diversos procesos celulares independientes del control de la represion
catabélica (Tablal), en enterobacterias y mas particularmente en E, coll, en donde
ésta Red esta mds ampliamente estudtada.



Tabla 1: Funciones reguladas por el AMPc en E. coli y S. typhimunum

Genes Funddn Criterio

ans8 L-Asparaginasa Ii B,D.F, G

appR Fostatasa dcida D

cat Cloramtenico! acetiiiransterasa D

ced Deoxicistidine deaminasa F

cidA Catabolismo de N-Acetigiucosamina D

ar Receptor del Colicina 0

cpdB Fostodiesterasa 2'.3-ciclica AF

cp Proteina recepiora del AMPC A.B8,C,D,EF

cup Toma de Carbohidratos B

cya Adenil ciclasa A.B,C.0.EF

dnaA Regula genes involucrados en replicacién E

axuT Moetabolismo de galactosidos D

fad8C Utilizacién do dcidos grasos B.F.GQ

tic Filamentacién D

flaAB Sintegls de flagelo 0

AaD Sintesis de flagelo D

frv Exprosién del teguldn de ia fructuosa 0

tur Expresion del reguion para la toma de fierro D,F G

g0 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa B,F

9gC Sintesis de Giucégeno E.Q

ivA Expresidn de la treonina desaminasa D.F.G

V8 Acetohidroxibcido sintasa | D

melR Sintesis de! activador de la melobiosa EF

pck Expresitn de ls PEP Carboxilasa A.B8.G

san Operdn de la Succinato deshidrogenasa F

peC Omitine decarboxilass B, E

tde Treonina dehidratasa B

foxAB Produccidn de enterotoxinas A B D,F,G

tra Genes de trancierencia en el pidemido F [o]

tex Proteina de la membrana exterior C,0,G

ubiG Sintesis de la ubiquinona A DG

uxa CA Metaboliemo de galactosidos 0
Respussta al *Heat shock® o]
Promotor P4 del pBR322 A B
Numaero de copias dei pidsmido P4 B
Formacién del pill D, F
Reduccién del tiosulfato A

Esta tabla es una modificacién de la Tabla 1 presentada por Botsford y Harman (1992)
Criterios:; A. Funcidn sensible a represidn catabdlica; B. Funcion afectada por la adiclén de AMPc; C. Cuantificacion

de nucletiidos cicicos; D. Evidencias gendticas apartir de cepas mutantes cys * y c/p °; E. Evidencias bloquimicas
“in vitro®; F. Sitios de unidn consanso para CRP presentes en la secuencia; G. Estudios con fusiones de genes
reporteros.

catabédlica
En el termino “Represion catabélica® originalmente propuesto por Magazanik

(1961) se presuponia que como producto del metabolismo de la glucosa se
producian altos niveles de intermediarios metabélicos, algunos de los cuales
podrian causar alguna represion en la sintesis de enzimas catabdlicas de fuentes
secundarias de carbono en E, colf. Actuaimente en distintos grupos de bacterias no
entericas se han descrito numerosas proteinas no involucradas con el catabolismo



del carbono cuya expresion esta sujeta al fenémeno de la represion catabélica,
ejercida no solo por la glucosa como en el caso de enterobacterias, sino también
por otras fuentes de carbono en bacterias no entéricas. Algunas de estas proteinas
se relacionan con diversos fenémenos como la bioluminiscencia, la fotosintesis, la
esporulacion, la motilidad, la blosintesis de toxinas y la blosintesis de pigmentos,
etc,

Sin duda alguna es en E, coli donde el fenomeno de la represion catabélica
esta mas ampliamente entendido y donde se ha demostrando con claridad la
participacion del complejo AMPc-CRP. Sin embargo, cabria mencionar que en otras
bacterias no entéricas se han propuesto diversos mecanismos para el control de la
represién catabolica AMPc-independientes. Esto se ha demostrado ya que los
niveles de AMPc en estas bacterias no tienen ninguna relacion con el fenémeno de
la represion. Al menos siete distintos mecanismos AMPc-independientes se
proponen que podrian tener un papel en la regulacion de la sintesis de proteinas
especificas en respuesta a la disponibilidad de una fuente de carbono en
Eubacterias {Tabla 2). Estos mecanismos involucran nuevos reguladores de la
transcripcion, nuevos factores sigma particulares de clertos estados metabalicos, y
tres distintos sistemas enzimaticos de fosforilacion de proteinas (Saler, 1991).

En E. coli, la represion catabélica describe la permanente represion de la
sintesis de enzimas inducibles ainn en la presencia de sus inductores apropiados
por efecto del metabolismo de la glucosa. Para activar la sintesis de enzimas que
intervienen en el catabolismo de fuentes secundarias de carbono, se requiere de la
activacién de los promotores pertenecientes a aquellos operones miembros de la red
AMPc-CRP, entre los cuales se pueden mencionar a los operones de la lactosa,
arabinosa, maltosa, galactosa, etc. En dicha red los operones miembros poseen en
la regién 5' una secuencia de nucleétidos caracteristica a la cual es necesario que
se una el complejo AMPc-CRP para que se active su transcripciéon {Aiba et al.,
1982),

La presencia de glucosa en el medio interfiere en la sintesis de AMPc de la
sigulente manera (Fig. 1): La sintesis del AMPc se lleva a cabo por la enzima
adenilato ciclasa (AC), mientras que la degradacion corre a cargo de una
fosfodiesterasa. La adenilato ciclasa es una enzima que se encuentra adosada a la
membrana, y cuya actividad se modula por una segunda proteina membranal
denominada proteina llIGle, también conocida como proteina A (producto dei gen
crr). Tal proteina es componente del sistema de la fosfotransferasa (PTS) del
complejo fosfoenolpiruvato (PEP) y tiene por funcién el introducir glucosa al
interfor de la célula,
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Tab:a 2 Mecanismos establecidos y postulados que median la represion catabdlica en bactenas y levaduras

Mecanismos Protelnas puntativas Potenciales blancos Consecuencias Organismos donde
involucradas enla de reguiacidn fisiologicas de el tendmeno ha sido
reguiacion lag interaciones demostrado

reguiatorias

1) PTS: la represién  La proteina iIGic ; Adenil ciclasa, lactosa  Reduccién de la Enterobactenas

Involucra la protelna  Enzimas |, HPry lIBC  y maltosa permeasas,  concentracion del (E. coli, S. typhimurium)

NiGle del PTS glicerol kinasa AMPc @ inductor

2) PTS: larepregion  Enzimas |, Il, y HPr Glicerol kinasa y Inibicién de la Enterococcus faecalis

involucra fostorile- dei PTS lactosa permeasa sintesis y toma Straptococcus ther-

cidn directa de los del inductor mophks

sistemas blanco

3) Modkulacitn de la 0!, g% Gones involucrados Incrementa la E. coli, B. subliks
disponibilided del en la regpuesta a cierto  expresion de los
factor sigma hipo de estres 0 depri-  genes invokicrados
Vacion en la deprivacién
4) Reprosidn media-  CcpA Gen any E Reprasion de! B. subbls
da por CopA catabolismo de la
glucosa
5) Proteinas Cinasas  Proteinas kinasas y Factores transcrip- Modulacién de la S. corevisiae
maedien la fosforilacién fosfatasas cionales transcripcion de
de factores tranecrip- genes catabolicos
cionales
6) Proteinas Cinasaa  HPr (ser) cinasas Permeasas del giuco-  Inbicion de la toma 8. subtils
median ia foaforilecion  HPr (ser-P) fosiatasas;  nato, giucitol, y lacto- del inductor Lactobacillus brevie
del efeckr HPrylaEnzimaideel oa
PTs
7) Sistema Spo Proteinas cinasss sen- Genes spo Induccion de la cas-  B. subtiés
80198,5p00F, Spo0B, cada de esporulecion
y SpoOA . on reapuesia a la
deprivacion
8) Sistama Cre CreC; Cre8 Genes blanco no inden- E cof
Wicados
0) FuRmediaeicon:  FruR Genes que codifican Control dei metabo-  Enterobactenas
trol de enzimas centra- enzimas de la giucdlisie, lismo fermantativo  (E. ook, S. typhimunium)
les del metaboksmo de gluconeogénesis, Ciclo
carbohidratos de Krebe, y traneporte
sloctrénico

Esta tabla es una modificacién de la Tabla 1 presentade por Saier (1991)



Se han propuesto al mcnos dos teorias para explicar la activacién de la AC por
la proteina 1iiGic, En el primer caso se propone que durante el transporte de la
glucosa la proteina llIGle-P cede su grupo fosfato a las moléculas de glucosa
entrantes, quedando dicha proteina en un estado desfosforilado en el cual la AC es
totalmente inactiva, Esto se debe a que la AC requiere para su funcionamiento ser

alostericamente activada por la proteina IlIGle fosforilada, es decir, como HljGlu-P
(Netdhardt et al,, 1990). En el segundo caso seé propone que tanto la AC como la
glucosa se fosforilan diferencialmente por la proteina ll1Clc, En ausencia de glucosa
en el medio, la AC se fosforila y se activa, iniciando asi la sintesis del AMPc, Por
otra parte, en presencia de glucosa en el medio, la proteina IliGic preferencialmente
fosforila al aziicar entrante y la AC se desfosforila e inactiva (Saier, 1989). Sin
fmportar cual sea el mecanismo existente en la activaciéon de la AC; la
concentracion de glucosa en el medio celular interflere determinantemente en la
actividad de la enzima y por ende en los niveles celulares del AMPc. Finalmente
cuando la concentracion de glucosa en el medio es nula o muy baja; aumenta
rapidamente la actividad de la adenilato ciclasa, incrementandose la sintesis y
niveles del AMPc celular y la formacién del complejo AMPc-CRP. El complejo AMPc-
CRP puede entonces activar la sintesis de los operones miembros de la red en la
presencla de sus inductores especificos, fuentes secundarias de carbono y energia
(Sater, 1989),
Motilided

Se ha demostrado, al menos para enterobacterias, que el complejo AMPc-CRP
activa la expresion del operdn flaAB y del gen flaD cuyas productos se encargan de
la sintesis del flagelo en estas bacterias, Cepas mutantes deficientes tanto en AMPc
como CRP son inmadviles ya que no forman flagelos (Kutsukake et al., 1990).
Divisién Celular .

Algunos reportes proponen que el AMPc y CRP intervienen en el proceso de la
division celular en E. coli. Dos genes involucrados en la division celular, sfiA y sfiC,
requieren del complejo para su expresion al igual que el gen fts que codifica para
una proteina localizada en la membrana interna involucrada en el proceso de la
division celular (Holtje et al., 1984},



(B) Activacion an ausencia
de glucosa
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Figura 1: Modelo propuesto por Saler (1989) que esquematiza como la
glucosa, al interferir en la sintesis del AMPc, indirectamente regula
la expresion de enzimas catabolicas de fuentes de carbono
secundarias (tomado de Neidhardt et al., 1990).

(A) En presencla de glucosa, la adenil ciclasa se encuentra
inactiva, no se sintetiza AMPc y por lo tanto no hay formacién de
complejos AMPc-CRP; lo que impide la activacion de los operones
blanco.
(B} En ausencia de glucosa, la adenil ciclasa sintetiza AMPc, se
forman complejos AMPC-CRP que se unen en secuencias
g?peciﬁcas en el ADN, para activar la transcripcion de los operones
anco.



Patogénesis

En S. typhimurium mediante mutagénesis con Tnl0 se realizaron inserciones
en los genes cyay crp, ambas cepas mutantes crecieron mas lentamente que la
cepa silvestre y fueron completamente avirulentas para células intestinales de
ratéon en cultivo. Esto indica que el complejo AMPc-CRP es necesario para el
desarrollo de la virulencia en estas bacterias (Curtiss y Kelly, 1987).
Fase Estacionaria

Muchas bacterias han desarrollado sofisticados mecanismos de sobrevivencia
a condiciones del ambiente adversas como lo es la limitacion de algun nutriente
esencial para su desarrollo. Algunas especies forman esporas, otras forman
agregados y cuerpos fructiferos, mientras que organismos como Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, y muchas otras bacterias Gram negativas entran en un
estado metabolicamente poco activo y muy resistente a distintas condiciones de
estrés cuando entran a la fase estacionaria (Siegele y Kolter, 1992). Las bacterias
en fase estacionaria presentan cambios morfofisiologicos relaclonados con cambios
en el patron de la expresion génica. En E. coli la limitacion de un determinado
nutriente induce una respuesta especifica. Los sistemas de regulacion involucrados
{AMPc/CRP para carbono, NtrB/NtrC/o54 para nitrogeno, y PhoR/PhoB para
fosforo), controlan la sintesis de una gran cantidad de proteinas especificas para
cada tipo de deprivacion (Hengge-Aronis, 1993). Durante la deprivacion de carbono
se induce la sintesis de treinta proteinas con distintos patrones temporales de
expresion, algunas de las cuales han mostrado ser de importancia para la
sobrevivencia de la bacteria, Veinte de estas treinta proteinas estan bajo el control
transcripcional del complejo AMPc-CRP. Los genes que codifican a estas proteinas
se han llamado genes cst.. Se piensa que estan relacionados con la preparacién de
la bacteria para escaparse de la deprivacion, puesto que muchos de estos genes
codifican para proteinas catabdlicas y transportadoras de substratos de carbono.
Asi de encontrarse en el medio alguna fuente de carbono seria rapidamente
metabolizada. Las otras diez proteinas se inducen no sole bajo la deprivacién de
carbono, sino también cuando el limitante es el nitrogeno o el fosforo. Al grupo de
genes que codifican para estas proteinas se les llamo genes pex (Shultz et al.,
1988). Se cree que la funcion de los genes pex esta asociada con la resistencia, ya
que se sabe que algunos de estos genes también se expresan bajo condiciones de
estrés osmoético, oxidativo, y “heat shock’’(Matin, 1991).



Anaerobiosis

Mas de 50 proteinas se expresan cuando E. coll crece en condiciones
anaerobicas algunas de ellas estan relaclonadas con la respiractéon anaerébica y
las otras son especificas del metabolismo fermentativo. Se ha demostrado la
participacion del AMPc y CRP en el control de la expresion de algunas de estas
proteinas, por ejemplo; la enzima L-asparaginasa Il dependiente de FNR, también
depende de AMPc y CRP, puesto que mutantes en cya o en crp tienen una expresion
alterada de esta enzima (Russell y Yamazaki, 1978).

COMPLEJO AMPc-CRP EN BACTERIAS NO ENTERICAS

En 1985 Biville y Guiso presentan evidencias de la presencia de AMPc en doce
diferentes bacterias gram negativas, algunas de las cuales no son entéricas, reporta
que la regulacién de la concentracion del AMPc como una funcién de las
condiciones del crecimiento, son similares a las descritas para E. coli. También,
mediante el empleo de ensayos radioinmunoldgicos, describe la posible presencia
de CRP en algunas de las bacterias empleadas en su estudio. Por otra parte, pese a
los numerosos reportes en que se ha demostrado la participacion del AMPc en la
regulacién de diversos procesos celulares en bacterlas no entéricas, aun no se ha
logrado establecer categoricamente si es que el AMPc actiia en combinacién con
CRP en la regulacion de la transcripcion en todos los casos reportados.
Interesantemente en bacterias no entéricas como Heamophilus influenzae y Vibrio
fischeri, al complejo AMPc-CRP, mas que relacionarlo con el fenémeno de la
represién catabélica se ha acreditado su participaciéon en la regulacion del
desarrollo de la competencia y de la luminiscencia, respectivamente (Chandler,
1992; Dunlap, 1989). Lo anterior hace suponer que el complejo AMPc-CRP es un
factor transcripcional ampliamente distribuido entre las bacterlas, y cuya
participacion en la regulacién de distintos procesos celulares puede ser muy diversa
entre diferentes bacterias.

COMPLEJO AMPc-CRP

Adenilato Ciclasa y ¢l AMPc

El AMPc es una molécula reguladora ampliamente distribuida entre una
enorme variedad de procariontes y eucariontes. Se le involucra en el control
transcripcional de clertos genes en bacterias y como un segundo mensajero en
algunos procesos regulados hormonalmente en células animales. La enzima
adenilato ciclasa sintetiza el adenostn 3,5 -monofosfato ciclico (AMPc) en una
reaccién que utiliza ATP como substratro. Esta reaccién introduce un enlace



fosfodiester entre los dos extremos 3'y 5' del azicar del nucle6tido. La degradacién
del AMPc corre a cargo de una fosfodiesterasa, que rompe el enlace fosfodiester para
producir AMP. En la célula bacteriana los niveles del AMPc estan regulados por la
actividad de ambas enzimas y por su excrecién al medio. Algunos autores suponen
que la sintesis, aun mas que la degradacion, es el factor determinante en la
concentracion intracelular del AMPc (Neidhardt et al,, 1990). Aiba y colaboradores
{1983} logran clonar y secuenciar al gen cya que codifica para la adenilato ciclasa
en E. coli, actualmentie se cuenta con las secuencias homologas de distintas
bactertas.

CRP : Proteina Receptora del AMPc

La proteina CRP, también conocida como CAP e incluso como CGA (activador
de genes catabdlicos), fue descubierta hace mas de 20 afios (Emmer et al., 1970;
Zubay et al., 1970; Anderson et al,, 1971), pero no es hasta los 80's en que es
posible clonar y secuenciar a crp, el gen codificador en E. coli {Aiba et al., 1982). La
cristalografia de rayos X identifico a CRP como una proteina homodimérica
constituida por subunidades de 209 aminoacidos. con un peso aproximado de
23,619 D, (McKay et al., 1982; Weber y Steiz, 1987).

Cada subunidad posee dos dominios (Fig. 2): El dominio amino terminal, al
cual se le une una molécula de AMPc en el interior de una estructura “-roll”
(McKay et al. 1982; Weber y Steiz, 1987) y el dominio carboxilo terminal, en el que
se encuentran los motivos hélice vuelta hélice que interaccionan especificamente
con ¢! ADN (Steiz et al., 1982; Schultz et al., 1991), En el dominio amino

terminal, constituido por los residuos 1 al 135, se ubican las a hélices A, B, C y
8 hojas B plegadas en las que se encuentra los sitios de unién al AMPe. El dominio
carboxilo terminal incluye lo residuos 136 a 209 y se constituye principalmente de
las a hélices D, E, F y 4 hojas B-plegada (McKay et al.,, 1982},

Loa contactos intersubunidad en el dimero se realizan por los dominios amino
entre las eatructuras a hélice C de cada subunidad, concomitantemente existen
contactos entre las hojas 5, §6, §7 de una subunidad y la a hélice C de la otra
(McKay et al,, 1982)
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Figura 2: Representacién esquematica del monémero CRP que muestra los
dominios amino y carboxilo terminal (tomado de McKay et al.,
1992).

Cada dimero interaciona con dos moleculas de AMPc. El AMPc se une a cada

subunidad de CRP estableciendo contactos con la estructura * f-roll” y la a hélice C
del dominio amino terminal, en forma tal que cada molécula puede interactuar
distintamente con ambas subunidades del dimero. Las principales interacciones
son puentes de hidrogeno entre: el grupo fosfato del AMPc con la Arg-82 y la Ser-
83. La ribosa se une a la Ala-84 y Glu-72. Mientras que el anillo de la Adenina
contacta a las a hélices C de las dos subunidades; especificamente en el residuo
Thr-127 de la subunidad a la cual el AMPc esta unido y al residuo Ser-128 de la
subunidad opuesta (McKay et al., 1982). '

La unién de las moleculas de AMPc al dimero se acompaia por cambios
estructurales que alteran la orientacion relativa de las dos subunidades. Logrando
entonces que el complejo se una a secuencias especificas en el ADN (Kypr y Mrazek,
1985). Actualmente se sabe que la unién de una molécula de AMPc al dimero es
suficiente para aumentar la afinidad de CRP por secuencias especificas en el ADN
(Fried y Crothers, 1984; Heiduk y Lee, 1989).

La estructura tridimencional del complejo AMPc-CRP es asimetrica segun
estudios de cristalografia de rayos X. La orientacion de los dominios de unién al
ADN en relacién con los dominios de unién al AMPc difieren en las dos
subunidades. En una, llamada subunidad “cerrada”, existen contactos extensivos
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entre ambos dominios; mientras que en la otra, subunidad “abierta™, se presenta
una aparente separacion entre los dos dominios y son pocos los contactos
existentes (McKay y Steiz, 1987).

La proteina CRP se une al ADN por sus dominfos carboxilo terminal mediante
interacciones entre los motivos hélice vuelta hélice de cada subunidad (a hélices F
y E) y dos secuencias simétricas del ADN en dos surcos mayores consecutivos. Los
operones dependientes de CRP presentan regiones especificas de union a diferentes
distancias “upstream” del inicio de transcripcion, que varia entre -40 y -200. La
inspeccion de 26 sitios de union conoctdos muestran una secuencia consenso
palindromica de 22 pb (AAATGTGATCT*AGATCACATTT) en la cual el motivo TGTGA
esta altamente conservado entre todos los sitios exarinados {Berg y vonHippel,
1988).

REGULACION TRANSCRIPCIONAL MEDIADA POR EL COMPLEJO
AMPc-CRP

Como se ha mencionado anteriormente CRP unido a AMPc actia en E, coll
como un activador de la trascripcién de enzimas catabélicas inducibles, entre otras
funciones celulares que incluyen: la expresion de algunas enzimas biosintéticas y
proteinas reguladoras (incluyendo su propia autoregulacion); sintesis de algunos
componentes de la membrana celular; replicacién de ciertos plasmidos y lisogénia
de bacteriofagos. Por lo general cada una de estos procesos se regula a nivel de
transcripcion. Ningun papel del complejo AMPc-CRP se ha reportado fuera del
dominio de la transcripeion al menos en E. coli {Adhya y Gargos, 1982).

Cabe mencionar que existen reportes en que se acredita al AMPc papeles
independientes de CRP. Se reporta que para que E. coli continue creciendo en
condiciones de anaerobidsis en un medto con glucosa, requiere de AMPc pero no de
CRP. Se observéd que mutantes defectivas en la sintesis de AMPc, detienen su
creclemiento bajo estas condictones mientras que mutantes defectivas en CRP
continuan creciendo (Unden y Guest 1984). Por otra parte, se reporta en E. coli que
el AMPc se une a la proteina DnaA para colaborar con esta en su union al ADN en
¢l origen de replicacién {oriC) (Hughes et al., 1988).

Activacidn .

El complejo AMPc-CRP activa la transcripciéon de algunos promotores y
reprime la de otros. Los mecanismos en ambos casos son muy distintos, aunque
generalmente, tanto en la activacion como en la represion el nivel de regulacion
esta dada al inicio de la transcripcion.
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La activacién transcripcional mediada por ¢l complejo AMI'c-CRP puede
realizarse por mecanismos directos e indirectos. EIl AMPc v CRP participan
directamente en la activacion transcripcional de aquellos operones que presentan
en su region reguladora sitios de union a CRP cercanos al inicio de transcripeion.
Ejemplo de lo anterior son los promotores galP1, lacP1, y malTP1, en donde el sitlo
de unién de CRP se situa a -41, -65, y -70, respectivamente. Los tres silios estan
separados del sitio de unién de la polimerasa por un numero integro de giros
helicoidales del ADN. Lo que suglere que CRP debe de encontrarse en una posicion
esteroespecifica con respecto de la ARN polimerasa, quizas debido a que existen
contactos CRP-ARN polimerasa similares en los tres casos, que son requeridos para
la activacion (Collado-Vides et al., 1991). En estos casos la participacion del
complejo AMPc-CRP es suficiente para activar la transcripcion por la ARN
polimeras. En aquellos promotores que presentan el sitio de uniéon de CRP a mayor
distancia “upstream” del inicio de transcripcion; la activacién depende, por lo
general, de la participacién de CRP y un segundo regulador, tal es el caso de los
promotores de araB, malE, papl. En estos casos la participacién de CRP puede
considerarse coino indirecta (Kolb et al., 1993).

Crothers y Steitz (1992) proponen un modelo para el mecanismo de activacion
directa de los promotores de galP1 y lacP1 en base a algunas evidencias como: El
doblamiento entre 90° y 130°, dependiente de la secuencia de unién de CRP, que
sufre e] ADN debido a su interaccién con el complejo AMPc-CRP (Dripps y Wartell
1987). La existencia de interacciones proteina-proteina entre CRP y ARN
polimerasa (Pinkney y Hoggett, 1988). Y finalmente el doblamiento del ADN
ligeramente mayor de 180° observado en complejos CRP-ARN polimerasa-ADN
(Zinkel y Crothers, 1991). Tal modelo propone que: Inicialmente la ARN polimerasa
localiza un complejo CRP-ADN e interactua con éste para formar un complejo
cerrado. Para lo cual se requiere que la polimerasa interactue con el ADN
*downstream” del sitio de unién de CRP, probablemente en la regién -10, y que
posteriormente establesca contactos con CRP. Ambas interaciones contibuyen a
que en la regién “upstream” del sitio de union de CRP se forme un “loop”. El
establecimiento de esta estructura intermediaria es esencial para la formacién del
complejo ablerto. La transictén de el complejo cerrado al complejo abierto es
presumiblemente asistida por interacciones entre la polimerasa y CRP. En el
complejo abierto se observa que el *loop” anteriormente formado se curva de forma
tal que atrapa en su interior a CRP y a la polimerasa. Finalmente la energia
almacenada en el doblamiento aunado a la tendencia del ADN por extenderse,
colaboran a desestabilizar los contactos CRP-ADN y CRP-polimerasa,
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contribuyendo de esta menera a que la polimerasa logre escaparse del promotor.

Crothers y Steitz concluyen que CRP activa la transcripcién alterando uno o
mas parametros del inicio de transcripcion: Por ejemplo, al participar en la captura
de la polimerasa, favorece la formacion del complejo cerrado. Posterlormente en la
formacion del complejo abierto, CRP acelera la isomerizacién del complejo cerrado
al complejo ablerto. Finalmente al estimular la tasa de escape de la polimerasa, da
paso a la formacién de un complejo de inicio estable que se acompana de la perdida
da la subunidad sigma. Para algunos autores CRP activa los distintos promotores
diferencialmante, es decir, en ciertos casos CRP altera preferentemente algunos
parametros del inicio de transcripcion que otros, dependiendo de la arquitectura
global de la regién promotora y de la distancia entre su sitio de uniéon al ADN y el
inicio de transcripcién del gen. De esta forma se propone, por ejemplo, que CRP
colabora en la captura de la polimerasa. favoreciendo la formacion del complejo
cerrado en aquellos promotores que presentan su sitio de union centrado en -41 6
-65. mas que en aquellos casos en que CRP se une en -70 (Kolb et al., 1993).

En la activacion indirecta el complejo AMPc-CRP coopera con otras proteinas
reguladoras en la activacion de la expresion de ciertos genes. Un ejemplo de este
tipo de activacion se presenta en la expresion del reguléon mal en E. coli. El regulén
incluye al menos 5 operones (malS. malZ, malPQ, malEFG, malK LamB malM), los
cuales codifican proteinas requeridas para la utilizacion de maltosa y
maltodextrinas como fuentes de carbono. El transporte de maltosa involucra al
menos cinco proteinas, MalF, MalG, MalE, MalK, y LamB. El cataboltsmo de estos
substratos requiere dos enzimas especificas, la amilomaltasa y la maltodextrina
fosforilasa, codificadas por los genes mal@ y malP, respectivamente (Schawartz,
1987). La induccion que ejerse la maltosa sobre la transcripcion de los distintos
operones es mediada por la proteina activadora MalT. El gen malT, asi como
algunos otros miembros del regulon, dependen también de la activacion mediada
por el complejo CRP-AMPc. Cepas mutantes en los genes cya, crp y malT, son
incapaces de crecer en maltosa, lo que indica que la expresién del regulén se
controla a nivel transcripcional por los dos activadores. La activacion de los
promotores que pertenecen a los operones malE y malK dependen de CRP y MalT.
Los promotores de malE 'y malK son divergentes, estos se encuentran separados por
una region intergénica de 27! pb, en la que se encuentran 5 sitios de union a MalT
y tres sitios de unién a CRP, estos ultimos localizados entre los sitios 2 y 3 de
unién a MalT. Los sitios 1 y 2 de union de MalT estan cercanos al promotor de
malE, mientras que los sitios 3, 4, y 5 se acercan al promotor de malK. Posterior al
descubrimiento de los sitios 3, 4. v 5, se encontrarén tres sitios mas (de menor
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afininidad), que se sobrelapaban con los anteriores, a los que llamaron 3", 4", y 5",
La presencia del complejo AMPc-CRP, ocupando los tres sitios correspondientes,
tiene dos efectos. Incrementa la unién de MalT a los sitios 1 y 2 cercanos al
promotor de malE, y logra desplazar las tres proteinas MaliT, que originalmente se
encuentran unidas en los sitios 3, 4, y 5, hubicandolas en los sitios 3", 4", y §',
desde donde son capaces de activar el promotor del gen malK. En este caso el papel
de CRP es la reubicacion de MalT de un sitio tnactivo a un sitio activo (Richet et
al., 1991).

Represién

Los mecanismos de represidon transcripcional mediados por el complejo AMPc-
CRP pueden ser considerados de dos tipos: directos e indirectos. La represion
directa ocurre cuando los sitios de unidn del complejo AMPc-CRP se sobrelapan
con los sitios de union de la ARN polimerasa, interfiriendo de esta forma con la
unién de la polimerasa en la regién promotora del operén en cuestién: ejemplos de
este tipo de represion es el que se presenta en la expresion del gen cya y del operon
gal. La regién reguladora del gen cya de E. coli posee tres promotores putativos, de
los cuales el promotor encargado de la expresion del gen (cyaP2) presenta en la
region operadora una secuencia de unién para el complejo AMPc-CRP, Estudios de
footprinting demostrardn que el complejo se une en la region operadora del
promoator cubriendo el ADN entre las posiciones -20 y +11, lo que impide que la
polimerasa logre hacer contacto con la region promotora (Roy et al., 1988). La
expresion del operdn gal de E. coli depende de dos promotores, ambos sujetos al
control del complejo AMPc-CRP; mientras que el promotor | (galPl) se activa, el
promotor 2 {(galP2) se reprime. El sitio de unién del complejo AMPc-CRP en la
region reguladora del operon gal se sobrelapa con el galP2 blogueando de esta
manera el acceso de la polimerasa a la region -35 de este promotor (Musso et al.,
1977).

La repres{dn Indirecta puede realizarse por distintos mecanismos, uno de ellos
se presenta en la regulacion del gen crp en E. coli. La expresién de crp se
autoregula por el complejo AMPc-CRP. La region reguladora del gen posee dos
promotores divergentes y un sitio de union para CRP en la posicién +42 en relacién
con el infcio de transcripcién del ARNm de crp; el complejo AMPc-CRP al unirse a
este sitio activa el promotor divergente, en la cadena opuesta del gen crp,
generando la sintesis de un ARNm antisentido. Aparentemente existe una
competencia entre los dos promotores por la unién de la ARN polimerasa, que ante
la presencia de AMPC y CRP, se favorece la unién de la polimerasa en el promotor
divergente en la cadena contraria al gen crp (Hanamura y Aiba, 1991).
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Otro ejemplo de represion efectuada por el AMPc v CRP se presenta en la
expresion de clertos genes, involucrados con el catabolismo de nucledsidos. cuyos
promolores se regulan negativamente por CytR. Todos lo promotores dependicrntes
de CytR presentan sitios de union a CRP localizados a 40 pb “upstream” del inicio
de transcripcion. La transcripcion de estos genes se reprime cooperativamente por
la uniéon de CRP y CytR en secuencias cercanas a la region promotora. La unién de
CRP favorece mediaiite interacciones proteina-proteina, que el represor directo
CytR se una en la region operadora del gen repriiniendo su transcripeion (Sogaard-
Andersen et al., 1991).

Familia de Reguladores Transcripcionales CRP-FNR

El analisis de las secuencias de distintas proteinas reguladoras demostré que
existen clertas caracteristicas comunes entre distintos reguladores
transcripctonales, lo cual propicié la formacion de familias de proteinas
reguladoras. La familia CRP-FNR es un grupo de proteinas reguladoras cuyas
principales caracteristicas estructurales comunes son: la presencia de al menos
cinco residuos de glicina en el dominio amino terminal, y el motivo hélice-vuelta-
hélice presente en el dominio carboxilo terminal de todas las proteinas miembros
de la familia. Funcionalmente a muchas de estas proteinas se les han propuesto
actividades regulatorias, tanto de activacién como de represion transcripcional. Los
miembros de esta familia se han dividido en tres clases basandose en la similitud
de su secuencia de aminoacidos y en semejanzas funcionales. La clase | incluve a
FNR de E. coli y once proteinas cuya similitud con FNR varia del 24 % al 74 % en
su secuencia de aminoacidos. Funcionalmente todas estas proteinas tienen en
comun su participacién en la regulacién de diversos procesos celulares bajo
condiclones anaerobicas. En la clase Il se encuentra el CRP de E. coliy las
proteinas “CRP-like" de otras bacterias Gram negativas, no todas ellas entéricas
como Heamophilus influenzae y Xantomonas campestris, En estos dos tltimos casos
dichas proteinas se relacionan con el desarrollo de la competencia y la regulacién
de la fitopatogenisis, respectivamente, mas que con la regulaciéon de la genes
catabolicos como sucede en enterobacterias, Las secuencias de aminoacidos de las
proteinas CRP de Escherichia coli, Salmonella typhimuirium, Shigella flexneri, y
Klebsiella aerogenes estan extremadamente conservadas, mientras que el CRP de
H. influenzae y el CLP de X. campestris muestran un menor grado de homologia al
CRP de E. coli (76 % v 44 % de semejanza en la secuencia de aminoacidos,
respectivamente). Finalmente en la clase Ill se incluye a un grupo de proteinas de
clanobacterias que se involucran con el control del metabolismo del nitrogeno y
azufre (Fischer, 1994).



ANTECEDENTES

Las bacterias del genero Rhizobium reducen el nitrogeno atmosférico mediante
asociaciones simbioticas con plantas leguminosas. El proceso de la fijacion de
nitrogeno requiere de la formaclon de estructuras radiculares denominadas
nodulos. en las cuales se albergan las formas bacteroidales directamente
encargadas de la fijacion del nitrogeno. Durante esta compleja interaccion el
patron de la expresion génica en ambos organismos sufre camblos drasticos. La
naturaleza de las senales involucradas en este proceso diferencial de la expresion
génica no estan del todo aclaradas. En otras bacterias Gram negativas se conoce el
papel del complejo formado por AMPc v CRP en la regulacion de diversos procesos
celulares. En algunas especies de Rhizobium, el AMPc se ha detectado. incluso en el
estado de bacteroide (Catenese et al., 1989), implicandolo en en el control de
algunas funclones celulares tales como: la represion catabdlica, regulacién de la
asimilacion de amonio durante la simbiosis, regulacion del metabolismo de
hidrogeno
Represién Catabédlica en Rhizobium spp.

En vida libre las distintas especies de Rhizobium se encuentran confrontadas
con una enorme variedad de fuentes de carbono. La cantidad y calidad de las
mismas puede ser en un momento dado un factor limitante para el crecimiento.
Dada la disponibilidad de mas de una fuente de carbono en el suelo, el control de
la represion catabdlica en estas bacterias es de gran importancia. Fendmenos
similares al de la represion catabélica descrito para E. coli, se han observado en
varias especies de Rhizobium en vida libre; con la diferencia de que en la mayoria de
los casos reportados son los acidos dicarboxilicos como el succinato, mas que la
glucosa, los encargados de ejercer el efecto represor. Ucker y Singer (1978) reporta,
por primera vez para una especie de Rhizobium, la existencia de un fenémeno
similar a la represion catabélica. El demuestra que el succinato, la mejor fuente de
carbono para R. meliloti, causa una inmediata reduccién en la actividad de la B-
galactosidasa cuando se adiciona a células crecidas en lactosa. Arlas (1982) reporta
que actdos dicarbixilicos, como el succinato y malato, ejercen represién sobre el
catabolismo de la manosa en R. melilott. Reportes de Rohm y colaboradores (1985)
demuestran, que el succinato reprime la respiracion de fenol de células en vida
libre y bacteroides de Bradyrhizobium japonicum. Stowers y Elkan (1985) describen
que el succinato regula los niveles de distintas enzimas catabolicas de hexosas
pertenecientes a las rutas metabolicas de ED (Entner-Doudoroff) y EMP (Embden-
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Meverhof-Parnas) en B. japonicum. Las enzimas encargadas de la utilizacién del
formato (formato deshidrogenasa y RuBP carboxilasa) en B. japonicum estan
también sujetas a represion catabolica por dicarboxilicos segun reportes de
Simpson (1979) y Manian (1982). En las investigaciones realizadas por McGetrick
(1985 A) se plantea que distintas fuentes de carbono, entre ellas intermediarios del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, ejercen represion sobre la fijacion del COz2, al
reducir la actividad de la enzima RuBP carboxilasa en R. meliloti. Mandal (1993)
reporta que las enzimas de las rutas ED y EMP encargadas del metabolismo de
hexosas en Rhizobium sp., que infecta a Cicer arietum. son inducibles por la
glucosa, y estan sujetas a represton catabolica por el succinato. Finalmente cabria
mencionar que, aunque se ha intentado en algunos de los reportes anteriormente
expuestos, en ninguno de estos casos se ha logrado comprobar la participacién del
AMPc en el control de los fenomenos descritos.

AMPc en Rhizobium spp.

Al descubrir el papel del AMPc en la regulacion de numerosos fenémenos,
primeramente en E. coli y después en algunas otras enterobacterias, sin duda
alguna se propicié la busqueda del nucleétido en muchas otras bacterias. En
algunas especies de Rhizobium existen evidencias que involucran a el AMPc en la
regulacion de diversos fenémenos. Por ejemplo, durante la simbiosis los bacteroides
activan la sintesis de la nitrogenasa, al tiempo que reprimen la sintesis de enzimas
encargadas de la asimilacion de amonio. Upchurch y Elkan (1978) describen el
papel del AMPc en la regulacion de la asimilacion de amonio en B. japonicum,
reporta que la adicion de AMPc a un medio de cultivo adiclonado con NH4Cl,
reprime la expresion de las tres enzimas involucradas con la asimilacién de amonio
(glutamino sintetasa, glutamato sintasa y glutamato deshidrogenasa), los niveles
de las tres enzimas disminuyeron hasta cinco veces por la adicién de 1 mM de
AMPc. De lo anterior se desprende que el AMPc posiblemente toma parte en la
regulacion de la simbiosis al participar en la regulacion de la sintesis de las
enzimas involucradas en la asimilacion de amonio. Por otra parte se ha reportado
que en bacteroides de B. japonicum, la adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa
presentan patrones de actividad totalmente distintos, es decir, al cuantificar la
actividad de ambas enzimas en el bacteroide, se encontrd que la actividad de la
fosfodiesterasa disminuye conforme el nodulo se desarrolla, a la vez que se
incrementa la actividad de la adenilato ciclasa. Lo anterior apoya que el AMPc tiene
un papel durante la simblosis (Catenese et al, 1989). Lim y Shanmugam (1979)
reportan que en B, japonicum, intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos,
como el malato o el succinato, reducen la utilizacién de Hz. También observa que
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cuando agrega AMPc a células creciendo en medios de cultivo con malato como
inica fuente de carbono, la inhibicion ejercida por el malato sobre la toma de H2
se supera. Con lo cual concluye que posiblemente el AMPc tuene algin papel en la
regulacion del metabolismo del H2. En el mismo reporte tambicn se demuestra que
las pozas del AMPc intracelular varian dependiendo de la fuente de carbono
disponible. de forma similar a como ocurre en E. coli. Los niveles del nucledtido
fueron bajos cuando las células se crecieron en malato, pero altos cuando se
crecian en presencia de glutamato. Posteriormente MacGetrick (1985 A) demuestra
que se logra aliviar el efecto represor del malato sobre la toma de H2
incrementando la dosis génica, Esto se logro introduciendo una copia del gen cya
de R. meliloti en su cepa de B. japonicum. Cuando se crece en acetato a Rhizobium
sp.. que infecta a Cicer arietum, la adicion de succinato causa represion sobre la
actividad de la isocitrato liaza. enzima de la ruta del glioxilato. La adicion de AMPc
exdgeno substancialmente alivia la represion ejercida por el succinato (Mandal y
Chakrabartty, 1992).

Los genes que codifican para la adenilato ciclasa de R. meliloti (Kiely, 1983) y
B. japonicum (Guerinot y Chelm, 1984} se han clonado en ambos casos mediante
experimentos de complementacién de cepas mutantes de E. coli deficientes en la
produccion de AMPc. La secuencia del gen cya de R. meliloti no muestra un alto
grado de similitud con su gen homologo en E. coli. La adenilato ciclasa de R. meliloti
es una proteina de 193 aminoacidos de un peso aprox. de 25 KD significantemente
mas pequena que la correspondiente en E. coli, la cual es de 848 aminoacidos y
tiene un peso aprox. de 95 KD (Roy y Danchin, 1982). Por otra parte mediante
experimentos de hibridacién de ADN se comprobo que el gen que codifica para la
adentlato ciclasa en B. japonicum no muestra similitud con el gen cya de E. coli.
Alineamientos de las secuencias codificadoras de distintas adenilato ciclasas
demostrarén, sorprendentemente, que la enzima de R. meliloti es mas parecida a las
adenil y guanocil ciclasas de eucariontes, que a las de bacterlas como E. coli
(Peterkofsky et al., 1993). La clonacion de los genes cya de R. meliloti y de

B. japonicum favorecio la construccion de cepas mutantes cya” en estas bacterias.

Las mutantes, para el caso de R. meliloti, se obtuvieron mediante la generacion de
inserciones del Tn5 en la region codificadora del gen clonado en E. coli, para
posterformente homogenotizar las construciones obtenidas en una cepa silvestre,
Las mutantes asi obtenidas reducen la producciéon de AMPc. pero no la abaten
totalmente (Boesten et al., 1988), Una situacién similar se presento en el caso de

las mutantes cya" de B. japonicum. (Guerinot y Chelm, 1985). Lo anterior indica
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que estos organismos poseen mecanismos alternativos para la produccion de AMPc,
es decir, que posiblemente poseen mas de una copia del gen cya. (O'Regan et al,
1989), Por otra parte se desconocen los mecanismos que regulan la actividad de la
adeni! ciclasa en las Rhizobeaceas. Se ha descrito que aparentemente carecen del
sistema de fosfotransferasa (PTS). componente necesario en la regulacion de la
actividad de la adenil ciclasa en enterobacterias, incluso dado el reducido tamano
de la enzima de R. meliloti, se propone la posibilidad de que carescan de un dominio
para la regulacion por PTS {Peterkofsky et al., 1993).

CRP en Rhizobium spp.

Las evidencias que suponen la existencia de CRP en Rhizobium son indirectas.
McGetrick (1985 B) demuestra que el operén de la lactosa de origen entérico
presente en el transposon TN951, cuya expresion depende de el complejo AMPc-
CRP; puede expresarse tanto en R. meliloti como en B, japonicum. La expresion del

Tn951 se ensay6 cuantificando los niveles de f-galactosidasa, en cepas crecidas en
presencia de IPTG (isopropil-f-D-thiogalactopiranosido, inductor del operén). Tanto

para R. melilot{ como para B, japonicum se cuantificé actividad de f-galactosidasa,
lo que indica que hubo expresion del operdn de la lactosa.

Wang et al, (1993) presentan evidencias que establecen que el complejo AMPc-
CRP reprime la expresion del gen dctA de R meliloti, en un sistema reconstituido en
E. coli. DctA es el transportador de acidos tricarboxilicos y forma parte del operon
Det junto con los genes B y D. En este experimento se monitorea la transcripcion
del gen dctA mediante una fusion con lacZ. Se observa que la expresion de dctA se
induce en la presencia de succinato (como en Rhizobium), pero también ante
glucosa y maltosa. La expresion del promotor de dctA en presencia de glucosa fue
considerablemente mayor que cuando se empleaba maltosa como fuente de
carbono, lo que Indica que la expresion diferencial observada es dependiente de la
fuente de carbono empleada y que posiblemente el complejo AMPc-CRP juega un
papel en la regulacion de la expresion del promotor de dctA. Para demostrar esta
hipétesis, monitorean la expresién de dctA en un par cepas mutantes de E. colf,

cya’ y una doble mutante cya” crp”. En ambas cepas mutantes la expresion fue
elevada en comparacion con la cepa silvestre, sin embargo, para la cepa cya- tal
expresién decreci6 ante la adicion de AMPc exdgeno. Estos resultados demuestran
que e! complejo AMPc-CRP tiene un efecto represor sobre la expresion del promotor

de dctA y que este efecto es dependiente del nivel de AMPc presente. Posteriormente
demuestran in vitro, mediante ensayos de retardamiento de la movilizacion de ADN
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en un corrimiento electroforético que e} comnplejo AMPe-CRP se une directamente a
la region promotora del gen dctA. Finalmente analizando la secuencia del promotor
concluyen que los sitios probables de uniéon de CRP. son precisamente dos sitios
confirmados de unién de DctD (el activador del operdn).
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OBJETIVOS

Pese a que en distintas especies de Rhizobium el AMPc ha stdo detectado e
incluso implicado en diversas funciones celulares tanto en vida libre como en
simblosis, no ha sido posible discernir en forma precisa cual es el papel del
nucledtido en estas bacterias. Por otra parte, el AMPc es una importante molécula
que participa conjuntamente con CRP en la regulacion transcripcional de
numerosos genes involucrados en distintos procesos celulares en E. coll y otras
bacterias Gram negativas. En este sentido es posible que el AMPc y CRP participen
en el control de la expresion génica en Rhizoblum, tanto en vida libre como en
simbioeis.

Para discernir el papel del AMPc y de su proteina receptora en Rhizobium, es
necesario la obtencion de cepas mutantes de Rhizobium deficientes tanto en la
proteina adenilato ciclasa, encargada de la sintesis de AMPc, como en CRP. El
objetivo del presente trabajo es la clonacién de los genes que codifican para la
enzima adenilato ciclasa (gen cya) y para la proteina CRP (gen crp) en Rhizobium
etll. La estrategia plancada para la clonacion de ambos genes consiste en la

complementacién de cepas mutantes de E. coli, cya™ y crp”, con fragmentos de ADN
procedentes de un banco genémico de R. etli cepa CE-3.



METODO

Cepas bacterianas, plismidos y condiciones de cultivo

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron las cepas y los plasmidos que
se muestran en la tabla #3. Los medios de cultivo empleados fueron LB (Ap.1);
medio minimo M9 suplementado con la fuente de carbono apropiada al 0.2% (w/v)
y tiamina (10 mg/ml) (Ap.2); medio minimo M9 adicionado con peptona de caseina
al 0.3 % (w/v) ademas de la fuente de carbono y tiamina; agar MacConkey
adicionado con la fuente de carbono apropiada a una concentracion de 1% (w/v).
Se emplearon antibiéticos cuando se requirié a las siguientes concentraciones:
tetraciclina (Tc) a 10 mg/ml, carbencilina (Cb) a 100 mg/ml, kanamicina (Km) a 30
mg/ml, estreptomicina (Sm) a 100 mg/ml. Asi también se empleé X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indol-B-D-galactosido), IPTG (isopropilthio-g-D-galactosido) ambos a la
concentracion de 20 mg/ml y AMPc (adenosin 3'-5' monofosfato ciclico) a la
concentracién de 1 mM. Los siguientes aminoacidos: serina, metionina, glicina y
leucina; se emplearon a una concentracién final de 1 mM. Las cepas se crecieron a
37 °C en agitacion constante a 250 rpm cuando se cultivo en medios liquidos.

Tabla 3: Cepas bacterianas y pidsmidos.

Capas y Pidsmidos Deacripoién Reterencia

E b
" HB101 F-hadS20, I8uB6, proA2, thy-1, lacY1, Boyery Rullan-Dusiux
Z supEe4, ara 14, gaik2, xyi5, rpei20, recA13 (1969)
| DH5a F-, hedR17, thi-1, gyrA, A (lacZYA-argF), Woodcock et al. (1989)
I SUPE44, recAl, (480dA lacZ M15), relA

SP830 relA1, spoT1, A(cya-1400)::kan, thi-1 Shah et al. (1991)
| CAB445-1 relA1, 8poT1, Acrp-45, rpal 136, thi-1 Sabourin et al. (1975)
. Pulemidos

PLAFR1 TcR Friedman et al. (1962)

pBiusscriptll 8K AmpR Stratagene

pRK2073 8pR Ditta ot ol, (1960)




Cruza triparental

Se realizaron dos cruzas triparentales empleando como cepas receptoras las
cepas mutantes de E. coli SP850 (cya’) y CAB445-1(crp’). Como donadoras se utilizo
a las cepas derivadas de la cepa HB101 de E. coli que albergan e} banco genémico
de la ccpa CE3 de R. etli. El banco gendmico lo constituyen 1200 césmidos
derivados del pLARF1 que poseen un inserto promedio de 20 Kb. El banco tiene al
menos tres veces representado el genoma de la cepa de R. etll CE3. También se
empled a la cepa HB101 que posee el pRK2073 como plasmido ayudante.

Para las cruzas se crecieron las cepas receptoras y la cepa HB101 que porta el
pRK2073 en 5 ml de LB durante una noche. Postertormente se plaquearon
conjuntamente 100 ml! del cultivo de la cepa receptora y 100 mi de la
HB101/pRK2073 en placas de LB sin antibiético. Las 1200 colonias del banco
genomico fueron entonces replicadas sobre estas placas e incubadas a 37°C
durante una noche. Las transcojugantes se seleccionan en placas de medio minimo
M9 con maltosa como unica fuente de carbono, y los respectivos antibiéticos
(TcKm para el caso en que se empleé la cepa SP850, y TcSm cuando se utilizé la
cepa CAB445-1).

Preparacién de células competentes por Cloruro de Calcio

La cepa de interés se inocula en 100 ml de LB con su respectivos antibiéticos,
y se crecen a 37°C en agitacion toda una noche. De este cultivo se toman 5 ml para
inocular 100 ml de LB y se deja crecer hasta alcanzar una D.O entre 0.3 y 0.4 a 540
nm, Se centrifugan las células por 5 min a 10,0000 rpm en un rotor Bekcman tipo
JA-14 y se resuspenden en 50 ml de CaCl2 0.1 M frio. Las células se mantiene en
hielo por 30 min y nuevamente se centrifugan por 8 min a 10,0000 rpm. Las células
se resuspenden en 8.7 ml de CaClz 0.1 M frio y 1.3 ml de glicerol al 100 9. Se
alicuotan 200 ml de células que se mantienen en congelacién a -70°C. (Modificado
de: Maniatis et al. 1989 )

Transformaciéa de células competentes
A 200 ml de células competentes, previamente descongeladas, se les agregan
entre 100 y 200 ng del ADN plasmidico de interés, se incuban en hielo por 30 min
y después se someten a un choque térmico a 42°C por 2 min. Las células se
recuperan en 1 ml de LB en agitacion a 37°C por 1 hr. Posteriormente se plaquean
200 ml de la mezcla de transformacion en placas de LB con el antibiético adecuado
y se mantienen en incubacién a 37°C hasta obtener las colonias transformantes
(Modificado de: Maniatis et al, 1989 ).
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Purificacién de plismidos )

La purificucion de plasmidos se realizé por el método de lisis alcalina, de la
siguiente manera; se parte de un cultivo saturado de la cepa que porta el plasmido
de interés, se transfieren 1.5 ml del cultivo a un tubo eppendorf. Las celulas se
centrifugan a maxima velocidad durante 20 segundos y se decanta el sobrenadante.
La pastilla se resuspende en 0.5 m! de Buffer TE (Ap.3), después se centrifuga a
maxima velocidad por 20 segundos y se decanta el sobrenadante. La pastilla se
resuspende en 100 m! de la solucion I (Ap. 4), se agregan 200 ml de la solucion Il
{Ap.5). se mezcla e incuba en hielo por 5 min; en seguida se agregan 150 ml de la
solucion lll, se mezcla y se incuba en hielo durante 5 min. Se centrifuga a
velocidad maxima por 10 min y se transfiere ¢l sobrenadante a un nuevo tubo
eppendorf. Se anaden 400 ml de fenol saturado y 400 mi de cloroformo, y se agita
con ayuda del vortex por 12 segundos y se centrifuga 10 min a velocidad maxima,
Con la fase acuosa se repite la operacion anterior. A la fase acuosa se adiciona 1
ml de etanol absoluto y se mezcla agitando por inversion, se incuba 10 min a
temperatura ambiente para posteriormente centrifugar 10 min a velocidad maxima.
Se descarta el sobrenadante y a la pastilla se le agregan 0.5 m! de etanol al 70 %,
se agita brevemente y se centrifuga a velocidad maxima por 5 min, se descarta el
sobrenadante. La pastilla de dcidos nucléicos se seca usando una bomba de vacioy
finalmente se disuelve en 40 ml de agua desionizada {Modificado de: Maniatis et al.
1989 ).

Curvas de crecimiento

Las cepas se crecen a saturacion durante una noche en 100 ml de medio rico
LB con los antibidticos correspondientes, Los cultivos se centrifugan por 10
minutos a 10,000 rpm en un rotor Beckinan tipo JA-14. Para posteriormente se
lavan las células un par de ocasiones con agua destilada estéril con el fin de
eliminar el medio rico restante. En seguida se concentran las células en 10 m! de
agua estéril. Se lee a 540 nm la densidad 6ptica de una dflucion 1:10 del
resuspendido celular. Los medios para realizar las curvas de crecimiento se
inoculan a una densidad dptica inicial de 0.05 a 540 nm.
El volumen de cultivo requerido para inocular se calcula con la siguiente formula:
volumen requerido = ((0.05)(0.1)/D.0)*100

donde: 0.05 = densidad éptica a la que se desea inocular.
0.1 = volumen expresado en il que se tomo para medir la D.O de el cultivo
concentrado.

D.O = densidad dptica a la que se encuentra el cultivo concentrado.
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100 = volumen expresado en m! del medio a inocular.
Una vez inoculados los medios deseados se procede a tomar una muestra de |
ml para leer a 540 nm la densidad optica iniclal. A distintos intervalos de tiempo se
toman muestras de | ml de los cultivos y se lee la densidad optica a 540 nm.

Exzperimentos de subclonacién
En la clonacién de los distintos fragmentos de ADN se utilizé el vehiculo

pBluescriptll SK (+). Este plasmido de 2961 pb es un derivado del pUC19 que
confiere resistencia a ampicilina, y que pose el origen de replicacion f1 del fago M13
_ y el colE1, Debido a que el pBluescriptll SK (+) contiene parte del gen entérico de
LacZ, incluyendo su secuencia promotora, posibilita el tipo de complementacién a
en aquellas cepas de E. coli que posean una mutacion particular denominada
LacZDM15. El fenotipo Lac+, en estas bacterlas. se reconoce facilmente ya que
forman colonias azules en placas de LB con IPTG y X-gal (substrato cromogénico).
Sin embargo la insercion de fragmentos de ADN extraiio en el “polilinker” de este

plasmido resulta en la perdida de la a-complementacion, y dado que el “polilinker”,

conformado por 21 sitios tinicos de restriccion, se ubica dentro del gen LacZ; las
bacterias portadoras de estos plasmidos recombinantes producen colonias blancas
en placas de LB X-gal e IPTG.

La clonacién de los fragmentos de ADN se realizo de la siguiente manera:
Inicialmente se diglere con la misma enzima de restriccion el ADN del vehiculoy de
la clona que contiene los fragmentos de interés. Usualmente 1 mg de ADN se
digeria en un volumen total de 20 ml. Cuando se realizaron digestiones parciales
generalmente se reducia tanto la cantidad de enzima como el tiempo de digestion.
Las digestiones se analizaron en corrimientos electroforéticos de geles de agarosa al
1%-TAE (Buffer Tris-Acetato-EDTA). Posteriormente se ligan ambas digestiones en
reacciones de 50 ml, usando 25 u de DNA ligasa de T4. Las concentraciones
comunmente requeridas de ADN del vector y del inserto fueron de 100 y 500 ng,
respectivamente. Las condiciones para las reacciones de digestién y de ligacion
dependen de las especificaciones que recomiendan los distintos fabricantes de las
enzimas. La reacciéon de ligasa se precipita con 1/10 del volumen de Acetato de
Sodio 3 M y 2 volumenes de etanol absoluto. EI ADN se resuspende en 10 ml de
agua, qQue se utiliza para transformar la cepa de DH5a de E. coli. Se seleccionan en
este caso aquellas colonias blancas que crecen en placas de LB Cb, X-gal ¢ IPTG. A
estas colonias se les extrae el ADN plasmidico para analizar su patron de
restriccién con endonucleasas.



RESULTADOS

IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN DE Rhizobium etli QUE

COMPLEMENTAN A CEPAS cya” Y crp” DE E, coli,

La estrategia empleada para identificar los genes cya y crp de R. etli fue
complementar cepas mutantes de E. coli cya” y crp™, con cosmidos pertenecientes a
un banco genémico de R, etli cepa CE3. Para ello se introdujeron los 1200 cosmidos
del banco en las cepas mutantes SP850 (cya’) y CA8445-1 (crp’) mediante una
cruza triparental. Puesto que ambas mutantes son incapaces de crecer en fuentes
de carbono distintas a la glucosa, (. e. maltosa, lactosa, etc.) y dado que la
expresion del operon malt de E. coli, requerido para la utlizacion de maltosa, esta
bajo el control positivo del AMPc y de su proteina receptora. Se selecclonaron
aquellas transcojugantes capaces de crecer en maltosa, es decir, transcojugantes
que portan clonas que restauran la capacidad de las mutantes cya- o crp” para

crecer en maltosa. En el caso de la complemetacion de la cepa cya- se identificarén
cuatro clonas que complementan la cepa mutante. Mientras que en el caso de la

cepa crp™ se encontro que ocho clonas logran complementar la mutante. Las
transcojugantes elegidas se analizaron con otros criterios, como describiremos
posteriormente, para determinar si realmente portan los genes homoélogos para la
adentlato ciclasa o para la proteina receptora del AMPc de R. etli.

Andlisis de los patromes de restriccién de las clonas de ADN que

complementan la mutante cya E. coli.
Se comparé el patrén de restriccion con EcoRI de las cuatro clonas llamadas

PTS933, pTS934, pTS1179 y pTS1190, que complementan a la mutante cya- de
E. coli. No obstante que el patron de restriccion de las cuatro clonas es distinto,
todos los c6smidos comparten fragmentos Eco RI de distintos pesos moleculares.
Los cosmidos pTS933, pTS1179 y pTS1190 tienen en comin un fragmento de 2.6 Kb
y otro de 1.2 Kb, mientras que los cosmidos pTS1179 y pTS1190 comparten al
menos tres fragmentos mas, de 1.9,1.4 y otro de 7 Kb aproximadamente. El
Plasmido pTS934 posee un fragmento de 2.3 Kb que comparte con los plasmidos
pPTS933 y pTS1190. (Fig. 3).
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Figura 3: Analisis de resiriccion con EcoRl de los coésmidos que

complementan a la mutante cya™ de E, coli. linea A. Ladder 1
Kb; de la linea B a la E son los cosmidos pTS933, pTS934,
pTS1179 y pTS1190, respectivamente.

Anilisis de los patrones de restriccion de las clonas de ADN que
complementan la mutante crp- de E. coli
Un total de ocho clonas procedentes del banco genomico de R. etli

complementaron la cepa crp” de E. coll. Las clonas se llamaron pJT41, pJT42,
pJT459, pdT490, pJT1012, pJT1013, pJT1088 y pJT1096. De estas ocho clonas se
encontraron solo tres patrones de restricction con Eco Rl diferentes, es decir, las
primeras seis clonas presentan exactamente el mismo patrén y las dos tultimas
tienen patrones diferentes. No obstante en los distintos patrones se presentan
fragmentas EcoRI comunes, es decir, aparentemente las tres cosmidos comparten
un fragmento de aproximadamente 1.2 Kb en comun; mientras que los plasmidos
pJT1013 y pJT1088 comparten fragmentos de 4.9y 1.8 Kb (Fig. 4).
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Flgura 4: Analisis de restriecton con EcoRl de los cosmidos que

complementan a la mutante crp” de E. coli. linea A. Ladder 1
Kb; de la linea B a la D son los céosmidos pJTI013, pJT1088 y
pJT1096, respectivamente.

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS cya” y crp" COMPLEMENTANTES

Se analizaron distintos crilerios para delerminar si realmente las cepas
complementantes porlan los genes homologos para la adenilato ciclasa y para la
proteina veceptora del AMPc de R. etli. Los criterios examinados fueron: 1)
crecimiento en placas de medio minhmo M9 y 2) tenotipos en placas de agar
MacConkey, ambos medios adicionados con distintas fuentes de carbono, cuyo
catabolismo depende en E. coli del complejo AMPe-CRP: 3) sensibtlidad a la
Josfomicina, antibiotico cuyo efecto en bacterias entéricas es dependiente del AMPc
y CRP: 4) sensibilidad o nna mezela de aminodceldos que inhiben el crecimtento de
E. coli y cuyo efecto es tambien dependiente det complejo AMPe-CRP; 5) linalmente
se realizaron dinamicas de crecimiento en medio mintimo M9 adicionado con
lactosa y maltosa.
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1) Crecimiento en placas de medio minimo M9

Como se ha mencionade con anterioridad, el catabolismo de numerosas
fuentes de carbono dependen del complejo AMPe-CRP. Debido a lo cual, se examind
la capacidad de las cepas mutantes cya” v crp” complementadas, para crecer en
distintas fuentes de carbono, cuya utilizacion en E. coli depende del AMPc, Las
cepas complementantes se crecieron en placas de medio minimo M9 con lactosa o
maltosa como fuentes de carbono. Las cuatro cepas mutantes cya™ complementas
fueron capaces de crecer en las dos fuentes de carbono empleadas. Por su parte, las

ocho cepas crp” complementantes crecieron utilizando lactosa y maltosa como
fuentes de carbono (Tabla 4).
2) Fenotipos en placas de agar MacConkey

Se examind la fermentacion de distintos azucares en placas de agar
MacConkey. El agar MacConkey es un medio rico que contiene el colorante rojo
neutro. Este medio carece de una fuente de carbono en particular, debido a lo cual
es posible anadir el carbohidrato deseado y monitorear cualitativamente su
fermentacion por medio del colorante rojo neutro; el cual funciona en
enterobactertas como un indicador de la fermentacion de azucares. De esta
manera, las colonias capaces de utilizar la fuente de carbono adicionada se tornan
rojas, mientras que colonias que no fermentan tal carbohidrato son de color
dorado. El agar MacConkey se adicloné con los siguientes azucares: lactosa,

maltosa, galactosa, arabinosa y xilosa. Las cepas mutantes cya- complementadas
tnicamente fermentaron lactosa, maltosa y galactosa. Por otra parte, en el caso de
las cepas crp- complementadas, la cepa que porta el pJT1096 utiliza lactosa,
maltosa y galactosa; mientras que el resto las cepas mutantes complementadas
solo utilizan lactosa y maltosa. Ninguna de las cepas complementantes cya- o crp”
fermentan arabinosa, ni xilosa (Tabla 4).
3) Sensibilidad a fosfomicina

Ciertos antibioticos como la fosfomicina 6 el dcido nalidixico se introducen a
E. coli por mecanismos de transporte propios de fuentes de carbono (Alper y Ames,
1978) Para el caso de la fosfomicina, inhibidor de la sintesis de pared celular, el
transporte se lleva a cabo por los sistemas que normalmente transportan L-a-
glicerofosfato y hexosas fosfato, ambos regulados positivamente por el AMPc (Koch
et al., 1964; Winkler et al.,1970). Consecuentemente, las cepas mutantes de E. coli

cya" y crp” son resistentes a bajas concentraciones del antibiético. Se examiné la
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respuesta de las cepas mutantes complementantes a la fosfomicina en placas de
agar MacConkey adicionado con lactosa. y fosfomicina a una concentracion final

de 25 mg/ml. Las cepas complementadas cya"y crp” fueron sensibles a la
fosfomicina, mientras que ambas cepas mutantes son resistentes a dicho
antibiético (Tabla 4).
4) Sensibilidad a Aminoécidos
Uzan y Danchin (1976) observaron que el crecimiento de E, coli se inhibe en la
presencia de concentraciones elevadas de serina y que el mismo efecto se potencia
cuando se confronta a E. coli con una mezcla de aminoacidos que incluye: serina,
metionina, leucina y glicina. El efecto preciso de la serina en el crecimiento de
E. coli no se ha aclarado del todo, aparentemente existe alguna interelacion entre
las rutas metabolicas que sintetizan los distintos aminoacidos. En este sentido
aparentemente el efecto de la serina consiste en desbalancear la sintesis de
aminodacidos de cadenas ramificadas (i. e. isoleucina, valina, etc.), lo que
posiblemente provoca la auxotrofia de alguno de estos aminoacidos. Daniel y
Danchin (1979) demuestran que el complejo AMPc-CRP participa en la respuesta de

E. coli hacia la serina. Observan que cepas mutantes cya” o crp” son resistentes a
la inhibicién por la serina. Proponen que el complejo regula positivamente la

sintesis de la acetolactato sintasa, con lo cual cepas mutantes cya~ o ¢rp” no
presentan actividad de esta enzima, favoreciendo la acumulacion de 2-cetobutirato,
precursor del aminoacido isoleucina. La sensibilidad a la serina de las cepas cya" y

crp” complementates se examiné en placas de medio minimo M9 con glucosa, como
unica fuente de carbono, y la mezcla de los sigulentes aminoacidos serina,

metionina, glicina y leucina. El crecimiento de todas las cepas cya“y crp-

complementantes se inhibi6 por la serina (Tabla 4).
8) Curvas de Crecimiento de las cepas mutantes complementadas
Se realizaron curvas de crecimiento de las cepas complementantes de E. coli

cya” y crp’, en medio minimo M9 adicionado con lactosa o maltosa como tinicas

fuentes de carbono. Para el caso de las cepas cya” complementadas se tomaron

lectura de las muestras en los siguientes intervalos de tiempo: primer lectura a las

5 hrs, segunda lectura a las 11 hrs y tercer lectura a las 24 hrs de iniclada la

dindmica de crecimiento. En el caso de las cepas ¢rp” complementadas la curva de

crecimiento se elabord unicamente con las cepas complementadas que portan las

clonas distintas, es decir, con las cepas que portan los plasmidos pJT1013,
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pJT1088 v pJT1096, La lectura de las muestras se realizé en los mismos intervalos
de tiempo a las anteriores, tomandose una cuarta lectura a las 48 hrs de iniviada
la dinamica de crecimiento. Por otra parte, debido a la talta de una cepa silvestre
de E. coli para emplearla como control positivo en la elaboracion de las distintas
curvas, decidimos utilizar la cepa mutante de E. coli cya” creciendola en presencia
de AMPc en una concentracion final de | mM.

En la grafica 1 se presentan las curvas de crecimiento correspondientes a las
cepas cya” complementantes crecidas en medio minimo M9 adicionado con lactosa.
Mientras que la cepa mutante es incapaz de utilizar lactosa como unica fuente de
carbono, el resto de las cepas logran crecer en este medio. Particularmente la cepa
que porta el plasmido pTS1179 crece tan bien como la cepa mutante cya- crecida
en presencia de AMPc. Anibas cepas despues de 11 horas de crecimiento alcanzan
una D.0, de 1.0, mientras que el resto de las cepas complementadas crecen a una
D.0. aproximada de 0.5 exceptuando a la cepa que alberga el plasmido pTS934 que
crece a una D.0O de 0.75. El rendimiento final de las cepas complementadas y de la
cepa mutante crecida en presencia de AMPe, después de 24 horas de iniciada la
dinamica el crecimiento. es 10 veces mayor al rendimientoe que alcanza la cepa

mutante cya-,

La grifica 2 presenta las curvas de crecimiento de las cepas cya-
complementantes crecidas en medio minimo M9 suplementado con maltosa. No
obstante que el rendimiento final de las cepas complemeniantes es similar al
alcanzado por la cepa mutante crecida en presencia de AMPc, los tiempos de
duplicacién de ias cepas complementantes se incrementan dos y hasta tres veces en
comparacion con el tiempo de duplicacion de la mutante crecida con AMPc. Lo
anterior es notorio después de 11 horas de incubacion, ya que las densidades
opticas alcanzadas por las cepas complementantes van de 0.25 a 0.42, mientras
que la D. O que alcanza la cepa mutante crecida con AMPc es de 0.97. Por su parte,
el rendimiento final de la cepa mutante cya es solo un 18 % del que alcanza
cuando se crece ante AMPc.

La grifica 3 describe el crecimiento de las cepas crp- complementantes crecidas
en medio minimo M9 suplementado con lactosa. Mientras que los rendimientos

finales de las cepas crp~ coniplementantes son similares al rendimiento de la

mutante cya- crecida con AMPc, el rendimiento final de la cepa mutante crp
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representa un 16 % del crecimiento que alcanza la cepa cya™ cuando se crece con

AMPc. No obstante el patron de crecimiento de las cepas crp” complementadas con
los diferentes cosmidos es distinto. Mientras que la cepa complementada con el
plasmido pJT1096 crece tan bien como la cepa cya” crecida en presencia de AMPe,
las cepas complementadas con los plasmidos pJT1013 y pJT1088 presentan fases
lag demasiado prolongadas. En el caso de la cepa cya" crecida con AMPc y de la

cepa crp” complementada con el pJT1096, la fase lag dura 5 horas; mientras que en
las cepas complementadas con los plasmidos pJT1013 y pJT1088 se prolongan al
menos por 11 horas. También los tiempos de duplicacion de la cepa que porta el
pJT1088 se incrementan notoriamente. A 24 horas de iniciada la dinamica de
crecimiento las cepas complementadas con los plasmidos pJTi096 y pJT1013 han
alcanzado densidades opticas cercanas a 1. al tiempo que la cepa que lleva el
pJT1088 solo ha crecido a una D. Ode 0.1,

La grafica 4 representa el crecimiento de las cepas mutantes crp-
complementantes crecidas en medio minimo M9 suplementado con maltosa como

Gnica fuente de carbono. E! rendimiento final de la cepa crp- representa un 18 %
del crecimiento que alcanzan tanto la cepa cya” crecida con AMPc como las cepas
crp” complementadas con los distintos plasmidos. Particularmente la cepa que
porta el pJT1096 crece tan bien como la cepa cya" crecida con AMPc. Por su parte

las cepas que portan los plasmidos pJT1013 y pJT1088 crecen mas lentamente. es
decir, presentan tiempos de duplicacion que se incrementan al menos dos veces en

comparacién con el tiempo de duplicacion de la cepa cya™ crecida con AMPc. Lo

anterior es mas notorio a las 11 horas de crecimiento en que la cepa mutante cya”

crecida ante AMPc han alcanzado una D.O de 0.42, al tiempo que las cepas que
portan los plasmidos pJT1013 y pJT1088 alcanzan densidades opticas de 0.14 y
0.11, respectivamente.
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Tabla 4 : Complementacidn de las cepas mutantes de E.coll

Modios empleados
Cepas Agar MacConkey M9 Fostomicina Senna
Lactosa Mallosa Galaclosa Arabinosa Menoss Makosa lactosa
SPBs0 D . v + +
SPB50/pLARF D - + +
SPB50/pTS933 R
S§P850/pTS934 R
SP850/pTS1179 R
3P850/pTS1190 R
CAB445-1 D
CAB445-1/pLARF D
R
R
R
R
R
R
R

PR I
e+ e+
f
.

CAB445-1/pJT1013
CAB445-1/pJdT1012
CAB445-1/pJT1088
CAB445-1/pJT 10986
CAB445-1/pJT41
CAB445-1/pJT42
CAB445-1/pdT459
CAB445-1/pJT490 R

D colonias doradas, R colonias rojas, + crecimiento, - no crackniento

Las cepas fueron crecidas en placas de medio minimo M9 y A. MacConkey adicionando las fuentes de

carbono listadas a una concentracion final de 0.2 % y 1 %, repectivamente.

Ei efecto de la fostomicina fue examinada en placas de A. MacConkey - lactosa y fostomicina 25mg /1.

£l sfecto de la serina se examind en placas de medio minimo M9 adicionado con glucosa y una mezcla de

aminodcidos (serina, metionina, glicina y leucina) a una con centraccion final de 1 mM.
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CLONACION DE UN FRAGMENTO DE ADN DE R. etli DE 1.3 Kb QUE
COMPLEMENTA PARCIALMENTE UNA MUTANTE cya” DE E. coli.

Para identificar e! gen que codifica para la adenilato ciclasa en R etli se
continuo con la estrategia inicial, es decir, complementar la cepa mutante cya” de
E. coli con ADN de R. etli. Para lo cual se eligié a uno de los plasmidos que
complementan a la mutante cya". El plismido elegido fue el pTS934, se eligié a
este plasmido debido a que durante la cruza triparental en que se identifico a las

clonas que complementan a la cepa mutante cya” de E. coli, la cepa portadora del

PTS934 crecié antes que el resto de las cepas complementadas. Para reducir el
tamano del fragmento de ADN que contiene al gen cya de R. etli, se clonaron todos
los fragmentos presentes en la digestién del pTS934 con EcoRI en el vector
pBluescript!l SK (+) (Fig. 8). Posteriormente se examiné la capacidad de las cepas

cya" transformadas con las distintas clonas para crecer en lactosa como unica
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fuente de carbono. La cepa cya” que porta la clona llamada pE10 logro crecer en
lactosa, tal clona contiene un fragmento de aproximadamentelQ Kb, Con la
finalidad de elegir a alguna endonucleasa que no digiriera la clona en demastados
fragmentos; la clona pE10 fue digerida con varias de las enzimas de resctriccion
que tienen sitio unicos en el “polilinker” del pBluescriptll SK(+), Posteriormente
utilizando la endonucleasa Sal | se realizaron digestiones parciales de la clona
pE10 para posteriormente religar en el mismo vehiculo, con tal reaccion se

transforma a la cepa cya". Las colonias que poseen el plasmido que conserva el

fragmento de ADN que le permite a la cepa cya” utlilizar lactosa se tornan azules
en placas de M9 lactosa, peptona de caseina, Cb, y X-gal; mientras que aquellas
colonias que poseen plasmidos que perdieron tal fragmento son totalmente
blancas, Se extrajo ADN plasmidico de 5 colonias azules y 5 colonias blancas.
Posteriormente se realizd el analisis de restriccion de estos plasmidos utilizando la
enzima Sal l. El patron de restriccion de los plasmidos que portan las colonias
azules presentan un fragmento de ADN comun, de aproximadamente 3 Kb; el
mismo {ragmento no se encuentra representado en ninguno de los patrones de
restriccion de los plasmidos que portan las colonias blancas (Fig.10). El fragmento
de ADN de 3 Kb se ligo al pBluescriptll SK (+) para formar la clona pS33.10. Esta

clona se utilizo para transformar la cepa cya". Las bacterias transformamtes se

selecclonaron en medio minimo M9 con lactosa, peptona de caseina, Cb, y Xgal;
todas las colonias que crecleron fueron azules, es decir, la clona pS33.10
complementa la capacidad de la cepa mutante de E. coli cya~ para utilizar lactosa.
Para reducir el fragmento de ADN que contienen el gen cya de R. etli, la clona
pS33.10 fue digerida con algunas de las enzimas de restriccion que tienen sitios
unicos en el “polilinker” del pBluescriptil SK (+). Después de analizar los distintos
patrones de restricclon resultantes se decidié clonar los fragmentos de ADN
presentes en la digestion de la clona pS33.10 con Hind Il Las clonas obtenidas
fuerén lamadas pH1.3, pH2.1 y pH3.1 (Fig 11). Células competentes de la cepa

cya” fueron transformadas con las distintas clonas. Nuevamente el medio de

seleccién fue medio minimo M9 adicionado con lactosa, peptona de caseina, Cb y
X-gal. Unicamente las colonias que portan el plasmido pH1.3 se tormaron azules en
este medio, es decir, el plasmido pH1.3 posee un inserto de aproximadamentel.3
Kb, procedente del genoma de R. etli, que complementa la capacidad de la cepa

mutante de E. coli cya para utlizar lactosa como fuente de carbono.
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Figura 9: Anilisis de restriccion de las clonas obtenidas apartir de
fragmentos EcoRl del cosmido pTS934. A. Ladder 1Kb; B.
Digestion del cosmido pTS934 con EcoRI; C. pBluescriptll SK
(+). D, E, F, G ,H, L clonas obtenidas digeridas con EcoRl.
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Figura 10: Analisis de restriccion de las clonas obtenidas apartir de
digestiones parciales con Sall de la clona pE10. A. Ladder 1
Kb; B. digestion de la clona pE10 con Sall; C, D,E, F, G, H, |

clonas procedentes de colonias azules; J, K, L, M, N, N clonas
de colonias blancas.
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Figura 11: Andlists de restriccion de las clonas que portan los fragmentos
Hind 1l de la clona pS33.10. A. Ladder 1 Kb; B. Digestion Hind
I de la clona pS33.10. C, D, E Digestion Hind !l de las clonas
obtenidas apartir de los fragimentos Hindlll de la clona pS33.10.
En la linea C sc¢ encuentra la clona llamada pH1.3 que

complementa a la cepa cya de E. coli.

CARACTERIZACION DE LA CEPA DE E. coli cya - COMPLEMENTADA
CON EL PLASMIDO pH1.3

Se caracterizo Ia cepa mutante cya” de E, coli complementada con el plasmido

pHL1.3 examinando los criterlos enterlormente empleados. La cepa cya-

complementada con la clona pH 1.3 crecio en placas de M9 adlcionadas con lactosa
y maltosa como 1inicas fuentes de carbono. Asi también en el caso de las placas de
agar MacConkey fue capaz de fermentar lactosa y maltosa, no asi galactosa,
arabinosa, nt xllosa. En lo relativo a la sensibilidad hacia la fosfomicina, 1a cepa
complemeniada al ignal que la cepa mutante fue resistente al efecto del
antihiotico, es decir, ambas cepas crecen en presencia de la misma concentracion
de fostomicina en el medio (25 mg/mi), Concentraciones elevadas de la mezela de
distiutos antihoactdos no ticnen efecto en el crechinlento de la cepa mutante, nl en
el crecimiento de la cepa complementada (Tabla 5). La grafica 5 describe el
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crecimiento en medio minimo M9 adicionado con lactosa como tunica fuente de
carbono de la cepa mutante cya complementada con la clona pH1.3. El
rendimiento final de la cepa cya” fue un 13 % del rendlmlenio que alcanzé cuando
se creci6 con AMPc. St bien, el rendimiento final de la cepa cya” complementada

con el pH1.3 fue ligeramente mayor que el alcanzado por la cepa cya” crecida con
AMPc; la cepa complementada crecié mas lentamente, es decir, el tiempo de
duplicacion que presentd la cepa complementada con el pH1.3 fue casi el doble del
tiempo que tardaba la mutante crecida con AMPc en duplicarse. Esto es visible a
las 11 horas de iniciada la dinamica de crecimiento en que la cepa mutante crecida
ante AMPc ha alcanzado una D.O de 0.97, al tiempo que la cepa mutante
complementada con el pH1.3 solo alcanza una D.O cercana a 0.5.

La grafica 6 presenta el crecimiento de la cepa mutante complernentada con el
pPH1.3 crecida en medio minimo M9 suplementado con maltosa. La cepa mutante
después de 24 horas de incubacion alcanza un rendimiento final igual al 18 % del
rendimiento alcanzado por la misma mutante crecida con AMPc. Por su parte la
cepa mutante complementada con el pH1.3 tiene un rendimiento final de 0.65 %

del alcanzado por la cya" crecida con AMPc. Nuevamente el tiempo de duplicacion

de la cepa que porta el pH1.3 se incrementa hasta tres veces comparado con el
tiempo de duplicacién que presenta la cepa mutante crecida con AMPc.

Tabla § : Complementacion de ia cepe mutante de E.coll cya-

Medios
Cepas Agar MacConkey Mo Fosfomicina Sevina
Lactosa Malloss Galacioss Arsbinosa Mancsa Malosa laciosa )
SP850 D D D D D - . + +
SP850/pBluescriptit SK (+) D D o] D D . . + +
SP8s0/pH1.3 R R (V] D D + + + +

D colonias doradas, R colonias rojas, + crecimiento, - no crecimieno

Las copas fueron crecidas en placas de medio minimo M9 y A. MacConkey adicionando las fuentes de
carbono listadas a una concentracién final de 0.2 % y 1 %, repectivaments.

E! efecto de la fosfomicing fus examinada en placas de A, MacConkey - lactosa y fostomicina 25 mg/ |,

El ofecto de la serina 80 examind en placas de medio minimo M9 adicionado con ghucosa y una mezcia de
aminodcidos (serina, melionina, glicina y leucina) a una con centraccién final de 1 mM,
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Gréfica 1 : Crecimiento de las cepas cya " complementadas
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Grdfica 2: Crecimiento de las cepas cya” complementadas
crecidas en medio minimo M9-maitosa
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Grdfica 3 : Crecimiento de las cepas cip” complementadas
crecidas en medio minimo M9-lactosa
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Grafica 4 : Crecimiento de las cepas cp - complementadas
crecidas en medio minimo M9-mattosa
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Grafica § : Crecimiento de ia cepa cya’ complementada con
‘la clona pH1.3 crecida en medio minimo M9-lactosa
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El AMPc es una importante molécula que participa conjuntamente con CRP en
la regulacion transcripcional de numerosos genes involucrados en distintos
procesos celulares en E. coli y otras bacterias Gram negativas. El AMPc se ha
detectado e implicado en el control de distintos fenémenos en Rhizobtum. Pese a
que se ha clonado el gen que codifica para la adenilato ciclasa de Rhizobium meliloti
{Kiely y O'Gara, 1983) y Bradyrhizobium japonicum (Guerinot y Chelm, 1984), no se
han logrado obtener cepas mutantes cya- o crp”, que permitan establecer en forma
precisa el pape! del AMPc en Rhizobium.

En el presente trabajo se describio el aislamiento e identificacion de
fragmentos de ADN que probablemente contienen los genes que codifican para la
adentilato ciclasa y CRP de R. etli, por complementacion de cepas mutantes de
E. coli cya™ y crp” con c6smidos provenientes de un banco genomico de la cepa CE3
de R. etli. Se aislaron clonas del banco de genes que complementan parcialmente a
ambas cepas mutantes. En el caso de la cepa mutante crp-, se identificaron tres
clonas cuyos patrones de restriccion, aun cuando son distintos, presentan
fragmentos de ADN en comun. Para el caso de la cepa mutante cya-, se aislaron
cuatro clonas del banco que presentan diferentes patrones de restriccion, pero que
tienen fragmentos comunes. Lo anterior indica que el grupo de clonas que
complementan a cada una de las cepas mutantes, comparten la misma zona del
genoma de R. etlt. A partir de uno los cosmidos que complementan a la cepa cya- de

E. coli, se cloné un fragmento Hind il de 1.3 Kb que posiblemente contiene el gen
cyade R. etli. La evidencia que fundamenta los planteamientos anteriores es que el
efecto pleiotropico, asoctado con mutaciones en los genes cya y crp de E. coli, se
revirtié con clonas y con el fragmento Hind 11 del.3 Kb de R. etll, aunque en este

ultimo caso la complementacién de la cepa cya- fue unicamente parcial,
Se examiné la capacidad de las cepas mutantes crp” complementadas con los

distintos césmidos, para revertir clertos fenotipos propios de una cepa crp”. Los

resultados obtenidos demuestran que solo algunos de los fenotipos examinados

fueron revertidos, es decir, la complementacion fue parcial. A diferencia de la cepa

crp, las cepas complementantes [ueron sensibles a la fosfomicina y al efecto de la

inhibicién por serina; ademds fueron capaces de utilizar lactosa y maltosa como

fuentes de carbono, pero no crecieron en xilosa, ni arabinosa, Cabe mencionar que
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hubo diferencias en el patron de complementacion que presentaron las distintas
clonas, es decir, mientras que la cepa que porta el césmido pJTI1096 crecio en
galactosa, el resto de las cepas complementantes no lo hicleron. Se presento
también una clara diferencia en las curvas de crecimiento de las cepas
complementantes. Nuevamente la cepa que porta el pJT1096 crecié mejor que las
cepas complementadas con los otros cosmidos. Existe una diferencia notoria en los
patrones de complementacion de las cepas mutantes complementadas con los
distintos césmidos, es decir, el cosmido pJT1096 complementa a la cepa mutante
mas efectivamente que los césmidos pJT1013 y pJT1088. Por un lado, es posible
que los distintos patrones de complementacién observados sean el resultado de
una expresion diferencial del crp de R. etll presente en los cosmidos que
complementan a la mutante de E. coli. Lo anterior podria deberse a que el cosmido
pJT1096, a diferencia del pJT1013 y pJT1088, posea una secuencia que potencie la
expresion del crp de R. etlien E. coll. Una hipétesis alternativa para explicar las
diferencias en el patron de complementacion que presentan las cepas
complementantes seria que, los fenotipos revertidos en la cepa mutante crp” de
E. coli se complementaron con mas de una proteina de R. etli . Lo que indicaria que
los céosmidos en realidad poseen distintos genes, cuyos productos son
funcionalmente similares a CRP en E. coli. El fenomeno llamado “cross talk”

describe como en condiclones particulares es posible que proteinas reguladoras de
la misma familia interacionen de forma cruzada con operones cuya regulacion
depende en condiciones normales de otra proteina. Crecy-Lagard y colaboradores
(1990) reportan una proteina de Xanthomonas campestris, que complementa
parcialmente una cepa doble mutante de E. coli cya™ crp™. La cepa complementada:
con la proteina llamada CLP, recobré la capacidad de fermentar distintas fuentes
de carbono como lactosa, maltosa, arabinosa, gluconato y ribosa. La secuencia de
clp de X. campestris revelo un elevado porcentaje de identidad (45%) con el crp de

E. coli. Cabe resaltar que una cepa mutante de X. campestris clp’ no se ve afectada
en la utilizacion de distintas fuentes de carbono, pero si reduce su
fitopatogenisidad. Finalmente consideramos que el cosmido pJT1096 es el mejor
candidato para portar el gen crpde R, elti .

La complementacion parcial de la cepa crp- de E. coli con ADN de R. etli
probablemente es el resultado de un reducido nivel de expresion del gen crp de
R. etlien un “background' distinto. Lo anterior es posible, dado que la regulacion de
~ la exprestén de crp en E. coli, puede ser distinta a la regulacion de crp en R. etli.
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De esta manera, aun cuando en la cepa cya- de E. coli los niveles de AMPc son
mayores que los presentes en la cepa “wild type”, se producen reducidos niveles del
complejo AMPc-CRP. Y dado que la expresion de los distintos operones en E. coli
depende de los niveles del complejo AMPc-CRP, preferentemente se activaran
aquellos operones cuyos sitios de union por CRP tengan mayor afinidad.

Al igual que en la complementacion de la cepa mutante crp”, se examind la
capacidad de las cepas de E. coli cya” complementadas con los distintos cé6smidos

deR. etli, para revertir algunos fenotipos de una cepa cya". Nuevamente la
complementacion fue parcial, es decir, los distintos cosmidos lograron

complementar solo algunos de los fenotipos examinados. Las cepas cya”
complementadas con los distintos cosmidos recobraron la capacidad para utilizar
lactosa, maltosa y galactosa, no asi arabinosa, ni xilosa; fueron sensibles hacia la
fosfomicina y al inhibicidn por serina, Aparentemente no hubo diferencias en los
patrones de complementacion de las cepas complementantes.

Como se ha mencionado anteriormente, los césmidos de R. etll

complementaron solo parcialmente la cepa cya- de E. coll, quizds como resultado
de un reducido nivel de expresion de el gen cya de R. etli en E. coli; dado
probablemente por diferencias en los mecanismos de regulacién en ambos
organismos. Por otra parte, se han clonado los genes que codifican para la
adenilato ciclasa de R. melilotiy B. japonicum. En ambos casos mediante

complementaclén de cepas mutantes de E. coli cya". El gen cya de R. meliloti
complemento parclalmente a la cepa mutante de E. coli. La cepa complementada
recobré la capacidad para utilizar lactosa, maltosa, y manitol; no asi arabinosa,
xilosa, ni ribosa. Por su parte el gen cya de B. japonicum expresado en una

mutante cya" de E. coli, complemento un mayor numero de fenotipos de la cepa
mutante. Le permiti6 crecer en maltosa, arabinosa, ribosa, xilosa, y manitol, y
también fue sensible a la fosfomicina e incluso recobro parciaimente la motilidad.
Mientras que los genes cya de R. meliloti y de R etli complementan parcialmente

cepas mutantes cya- de E. coli, el gen cya de B. japonicum complementa

aparentemente mejor. Quizas esta diferencia en los patrones de complementacién

que presentan las distintas cepas complementadas, se ha debido a que los vectores

en que se ubican los genes cya de R. melilott y de R. etli (pRK290 y pLARF1,

respectivamente), son mantenidos en E. coli a un bajo numero de copias; mientras

que el gen cya de B. japonicum se encuentra clonado en un vector de alto numero
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de coplas (pBR322),

A partir del cosmido pTS934 que complementa la cepa cya” de E. coli, se clono
un fragmento Hind [l de 1.3 Kb que continua complementando a la cepa mutante.
Lo que indica que tal fragmento posiblemente contiene el gen cya de R. etli. El
tamanio del fragmento clonado es adecuado para contener al gen cya de R. etll, ya
que el tamario reportado del gen cya de R. meliloti es de 0.8 Kb (Lathigra et al,
1986). Los resultados muestran que la clona Hind Il de 1.3 Kb le confirio a la cepa
cya- de E. coli, la capacidad para utilizar lactosa y maltosa como fuentes de
carbono. El resto de los fenotipos examinados en las cepas complementadas con
los cosmidos enteros, no fueron complementados con el fragmento de 1.3 Kb, Esta
ultima observacion puede deberse a que posiblemente los cosmidos enteros poseen
alguna secuencia que potencia la expreston del gen cya de R. etli en E. coli y que tal
secuencia no se encuentra en el fragmento de 1.3 Kb. Cuando se clonaron los genes
cya de R. meliloti v de B. japonicum, ambos genes se ubicaron en fragmentos de ADN
mayores de 5 Kb. En ninguno de los dos casos se redujo a menos de 5 kb el tamario

del fragmento, que contenia al gen cya, con el que complementaron la cepa cya” de

E. coli. Es posible que de haber continuado reduciendo el tamario del fragmento,
como en nuestro caso, hubieran tenido quizas resultados similares, Una hipétesis
alternativa para explicar la complementacion parcial de la cepa cya- con el
fragmento Hind Il de 1.3 Kb, podria ser que dado que el vehiculo pBluescriptil
SK(+) en que se clon¢ tal fragmento, se mantienen en alto namero de copias en E.
coli, incluso en mayor namero de copias que el pBR322. La expresion de la adenil
ciclasa de R. etll en E. coli aumenta considerablemente, al igual que la sintesis del
AMPc. Originando inicialmente un desvalance en las pozas del AMPc, que conduce
a una reduccién en la expresion o actividad de la adenil ciclasa de R. etli. Por otra
parte, cabe mencionar que el gen crp de E. coli es regulado negativamente por el
complejo AMPc-CRP cuando los niveles del complejo son elevados. Si consideramos
que los niveles del AMPc son elevados, como consecuencia de la expresion del gen
cyade R. etli clonado en un vehiculo de elevado numero de copias. La expresién del
gen crp de E. coli vera reprimida. De cualquier manera es probable que las pozas de
AMPc al igual que la formacion de complejos AMPc-CRP disminuyan en forma tal
que preferentemente se activaran aquellos operones cuyos sitios de unién por CRP
tengan mayor afinidad.
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ESTA TESIS MO DEBE
SALIR BE La BibiiOTEGA

PERSPECTIVAS

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion que estoy
desarrollando para obtener el grado de Maestro en Investigacion Biomedica Basica
con sede en el Centro de Investigacién sobre Fijacion de Nitrogeno {(CIFN-UNAM),
bajo el asesoramiento del Dr. Miguel Angel Carlos Cevallos Gaos.

Continuando con el desarrollo del proyecto los experimentos a realizar son los
sigulemtes:

En lo referente a la clonacion del gen crp de R. etlt

- Subclonar el gen crp de R. etli apartir del cosmido pJT1096 que complementa a la
cepa mutante de E. coli crp”. Para emplearlo en la generacioén de una cepa de R. etll
ap.

En lo referente a la complementacion de la mutante cya”

- Secuenciar el fragmento H1.3 y analizar la sucuencia obtenida,

- Mutagenizar el fragmento H1.3.

- Homogenotizar en una cepa silvestre de R. etli la clona pH1.3 mutagenizada para
la generacion de una cepa mutante,

- Medir las pozas de AMPc en las cepa de E. coli complementadas y en la cepa
mutante de R. elti.
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, APENDICES
Apéndice 1 LB

Peptona de Caseina 10gr
Extracto de Levadura 5gr
NaCl 10gr
Agua c.b.p. 1000 ml

(Solido: Agar bacteriologico 15 gr)
Apéndice 2 MO

NazHPO+ 6 gr
KH2PO4 3 gr
NaCl 0.5gr
NHaCl lgr
Agar 15gr
MgS04.7H20 (1M) 1 ml
*Glucosa 20% (w/v) 10ml
Agua c.b.p. 1000 ml
** Tlamina 1 mg/ml Iml

(Solido: Agar bacteriologico 15 gr)
* La glucosa puede ser sustituida por la fuente de carbono deseada en la misma
concentraciéon.

** la tiamina (estéril por filtracion ) se adiciona después de autoclavear.
Apindice 3 Agar MacConkey

Peptona de Caseina 17¢r
Sales Biliares 15¢r
NaCl Sgr
Rojo Neutro 0.03 gr
Cristal Violeta 0.001 gr
Agar Bacteriolégico 13.5¢gr
Agua c.b.p. 1000 m}



Apéndice 3 Buffer TE (50:20)

Tris-HCl (pH8) 2 M 2.5 ml
EDTA o5 M 4 ml
Agua 93.5 ml
Apéndice 4 8olucién I
Glucosa 05 M 10 ml
EDTA 05 M 2ml
Tris- HCl (pH8) 2 M 1.2ml
Agua 86.7 ml
Apéndice 5 Solucién I

~NaOH 10 N 2 ml
SDS 20 % (w/V) 5 ml
Agua 93 ml
Apéndice 8 Solucién I
Ac. de Potasio 5M 60 ml
Agua 40 ml
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