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1. INTRODUCCION 

1.1 FijacMn de nitr6geno en Rhizobium 

Las especies de Rhizobium son bacterias fijadoras de nitrogen0 saprofitas del 
suelo, cuyo metabolismo energetico es obligatoriamente aerobico. Las bacterias del 
genero Rhizobium, tienen la capacidad de interaccionar simbioticamente con las 
raices de plantas leguminosas. Este tipo de asociacion da origen a un organ0 
especializado conocido como nodulo; en el cual se lleva a cab0 la fijacibn de 
nitrogeno. Durante el establecimiento de la simbiosis, las bacterias atraviesan un 
proceso de diferenciacion a nivel morfol6gico y metabolico, denominandose a esta 
forma diferenciada como bacteroide. En el bacteroide, se lleva a cab0 la fijaci6n de 
nitrogeno bajo condiciones fisiol6gicas de microaerofilia. Esta condicion es 
necesaria ya que el complejo enzimatico de la nitrogenasa que es el encargado de fijar 
el nitrogeno, es sensible al oxigeno (Gallon, 1992) 

Los genes de Rhizobium homologos a 10s genes de fijacion de nitrogeno de 
Klebsiella pneumoniae son conocidos como genes " n i y .  Otros genes, tambien 
esenciales para la fijacibn simbiotica de nitrogeno, per0 que no tienen homologia a 
K. pneumoniae son 10s denominados como genes 'Ifix". Durante la simbiosis entre 
Rhizobium y la planta, ksta ultima provee a 10s bacteroides de sustratos de carbono 
para garantizar el poder energetico y reductor necesario para la fijacibn de nitrbgeno, 
a la vez de que la planta requiere de carbono y poder energetico para poder asimilar el 
amonio, el cual es el product0 de la fijacion de nitrogen0 (Haaker, 1988). 

La fijacion biologics de dinitrogeno a amonio es catalizada por el sistema 
enzimatico de la nitrogenasa. La nitrogenasa convencional consiste de dos proteinas; 
la Ferro-proteina (Fe-proteina) y la proteina fierro-molibdeno (FeMo-proteina), que 
median coordinadamente la reduction dependiente de ATP del dinitrbgeno. La 
reaction de fijacion de nitrogeno (Ecuacion I), requiere de un donador de electrones 
y es acompafiada por la hidrolisis de ATP-Mg2- a ADP-Mg2- y Pi. Se estima que se 
requiere de 2 moleculas de ATP por electron donado al N,, es decir 16 moleculas de 
ATP por molecula de Nz fijado (Gallon, 1991). Es por esta razon que para la fijacion 
de nitrogeno, es necesario poseer una nitrogenasa activa y tener la capacidad de 
proporcionar a la enzima del ATP y electrones necesarios, provenientes del 
metabolismo celular. Los electrones son generalmente proporcionados por una 
flavodoxina reducida o una ferrodoxina reducida. 



Ecuacion 1 

N2 + 8H+ + 8e- + 16 ATP --------> 2NH4+ + Hz + 16(ADP + Pi) 

Una propiedad h i c a  de la fijacion biol6gica del nitrogeno es su extrema 
sensibilidad a la inactivacion por oxigeno (02). La enzima nitrogenasa pura, sin 
importar su origen, es inactivada rapida y permanentemente al exponerla al 0 2 .  De 
aqui que la fijaci6n de Nz y la presencia de 0 2  Sean incompatibles (Gallon 1992). En 
la practica, la aerobiosis y la fijaci6n de nitrogen0 coexisten debido a que 10s 
organismos fijadores de nitrogeno tienen que contender con reconciliar esta 
incompatibilidad (mantener la nitrogenasa activa en presencia del 02). A lo largo de 
la evoluci6n se han seleccionado una serie de estrategias que impiden o limitan el 
contacto entre la nitrogenasa y el 0 2 ,  asegurando que cualquier contacto que ocurra 
resulte en una perdida minima de la capacidad de fijar N2. 

Dentro de 10s bacteroides se mantiene una concentracion intracelular baja de 
0 2 ,  debido a la presencia de una barrera a la difusi6n de O2 localizada en la corteza 
interna del n6dulo. Esta corteza interna esta formada por una capa de celulas con 
paredes celulares gruesas y con numerosos espacios gaseosos intercelulares. Para 
sostener una velocidad optima de fijacion de nitrogeno, 10s bacteroides requieren de 
O2 para la fosforilacion oxidativa. La entrega de O2 a las celulas infectadas lo realiza 
la proteina leghemoglobina (Appleby, 1984). La acci6n de la leghemoglobina 
asegura un abastecimiento continuo de 0 2  lo que permite una respiracion eficiente 
(Bergersen, 1984). 

1.2 Respiration bacteriana 

En terminos generales la respiracion bacteriana se puede definir como la 
transferencia termodinamicamente favorable de equivalentes reductores, a partir de 
un reductor a un oxidante y a traves de una serie de componentes redox. Estos 
componentes estan unidos predominantemente a la membrana citoplasmica y son 
denominados en su conjunto como cadena respiratoria. Este proceso esta 
acompafiad~ de un cambio grande en la energia libre, el cual depende de la diferencia 
de potential de cada par redox en la secuencia. La transferencia de electrones de alta 



energia por 10s complejos respiratorios, esta acoplada a la translocacion vectorial de 
protones a1 lado externo de la membrana, esto permite crear un potencial 
electroquimico de protones que puede ser utilizado para sintetizar ATP (Jones, 1988). 

1.3 Cadenas respiratorias enRhizobium 

La transition de Rhizobium de un mod0 de respiracion aerobic0 a1 ambiente 
microaerobico simbiotico es acompaiiado por cambios en la composici6n de 10s 
citocromos, indicando que la bacteria utiliza diferentes oxidasas terminales con 
diferente afinidad a1 oxigeno. 

El esquema respiratorio mejor caracterizado geneticamente es el de 
Bradyrhizobium japonicum donde se han caracterizado 10s genes correspondientes a 
las citocromos oxidasas de tipo c: citocromo aa3 y cbb3 (Bott y col., 1990, 1992, 
Gabel y Maier., 1990, Preising y col., 1993). Se ha demostrado que la oxidasa cbb3 
es inducida en condiciones de crecimiento microaerofilico y que esta oxidasa es 
requerida para la formacion de bacteroides fijadores de nitrogen0 (Preising y col., 
1993). Adicionalmente, se han identificado dos oxidasa de tipo hemo-Cu mediante la 
clonacion de sus correspondientes genes (Bott y col., 1992; Surpin y col., 1994). 
Estas dos enzimas corresponden a un tercer citocromo c oxidasa y a un quinol 
oxidasa. De esta manera, el sistema respiratorio de B. japonicum posee 
aparentemente cuatro distintas oxidasas, las cuales son miembros de la superfamilia 
oxidasa hemo-Cu. 

1.4 Cadenas respiratorias de Rhizobium etli 

Las celulas de R. etli crecidas aerobicamente en medio rico expresan 
citocromos tip0 b y c, y dos citocromos oxidasas terminales, el citocromo b03, y el 
citocromo aa3. El citocromo aa3 se expresa parcialmente cuando las celulas se 
cultivan en medio minimo y durante la simbiosis (Soberon y col., 1989). En R. etli 
se ha observado la expresion de una tercera citocromo oxidasa terminal, el complejo 



citocromo d (Barquera y col., 1991a). Ademas se ha reportado la existencia de una 
via respiratoria que no contiene citocromos, la cual tentativamente se ha propuesto 
que contiene una flavoproteina oxidasa dependiente de NADH (Barquera y col. 
1991b), esta via presenta una muy baja afinidad hacia el oxigeno (Barquera y col., 
1991b). 

La composici6n del sistema respiratorio de R. etli es muy parecida a la cadena 
respiratoria reportada en B. japonicum (Preising y col., 1996). La expresion de las 
diferentes oxidasas terminales de R. etli en vida libre esta regulada por oxigeno. El 
citocromo aa3 se expresa en cultivos aerobicos en crecimiento exponencial, pero se 
reprime en condiciones microaerobicas y crecimiento estacionario, condiciones en las 
que se induce el complejo citocromo d (Soberon y col., 1989; Barquera y col., 1991a, 
b). El citocromo bo3, a su vez, se expresa tanto en condiciones aerobicas como 
microaerobicas (Soberon y col., 1990). La flavoproteina oxidasa dependiente de 
NADH se expresa en cultivos aerobicos y semianaerobicos, per0 no se detecta en 
cultivos anaerobicos o en bacteroides (Barquera y col 1991b). 

1.5 Citocromo cbb3 

Este citocromo ha sido purificado de Rhodobacter sphearoides (Garcia 
Horsman y col., 1994), R. capsulatus (Gray y col., 1991) y B. japonicum (Preising y 
tol., 1996), y caracterizada geneticamente en B. japonicum, R. meliloti (Kahn y col., 
1993) y Azorhizobium caulinodans (Mandon y col., 1994). Las oxidasas de tipo 
cbb3 carecen de las subunidades I1 y 111 equivalentes a las eucarioticas y en su lugar 
tienen dos citocromos de tip0 c. Existen datos que indican que esta oxidasa puede 
bombear protones (Rati y col., 1994), sugiriendo que la subunidad I por si sola es 
suficiente para realizar esta funcion. Con excepcion de las oxidasa de tip0 cbb3, 
todos 10s grupos prostkticos metalicos de las oxidasa tipo hemo-Cu se encuentran 
contenidas en las subunidades I y 11. 

A1 complejo oxidasa terminal cbb3 se le ha denominado como la oxidasa 
simbiotica, esta tiene una alta afinidad por el oxigeno y es codificada por el operon 
fixNOQP. Su reciente caracterizaci6n bioquimica en B. japonicum ha producido 
dates que apoyan esta idea (Preising y col. 1996). La oxidasa purificada de 



membranas de celulas crecidas anaerobicamente tiene las propiedades de oxidar tanto 
al citocromo c como a1 colorante TMPD (N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilendiamina). 

La secuencia de aminoacidos confirm6 la presencia de 10s productos geneticos 
de FixN FixO, FixP yJixQ. Esta oxidasa terminal simbiotica, esta compuesta por 
cuatro subunidades: 

(1) El gen JixN codifica para una subunidad hem0 cobre (SUI) y es un 
citocromo tip0 b, que tiene al menos 12 hklices transmembranales, 4 histidinas 
conservadas como ligandos para el centro hemo-CUB, y otras histidinas que pudieran 
unir a1 menos otro hem0 adicional, posiblemente un hem0 B. 

(2)JixO es un nuevo tip0 de citocromo c monohemo anclado a membrana. 
(3) JixP codifica para un citocromo tip0 c dihemo que esta anclado a la 

membrana con una duplicacion interna de secuencia y alguna similitud a la clase c6 
de citocromos tip0 c unidos a membrana (Preisig y col., 1993; Soberon y col., 1997). 

(4) FixQ, es un product0 genetic0 pequeiio el cual no se requiere para el 
funcionamiento de la oxidasa y tampoco para su ensamblaje. 

1.6 Citocromos bacterianos tipo c 

Los citocromos tipo c participan en una amplia cantidad de procesos 
transportadores de electrones, que permite a varias especies de bacterias crecer en 
diversas fuentes de energia (Pettigrew y Moore. 1987). Los citocromos tipo c son 
proteinas solubles en agua, localizadas en el periplasma de bacterias gram-negativas o 
son proteinas en el cual el (10s) dominio(s) que contienen el hemo, estan en el 
exterior de la membrana citoplasmica, anclados a la membrana por uno o mas helices 
transmembranales. 

Los citocromos tipo c, a diferencia de 10s demas tipos de citocromos, se 
caracterizan porque tienen el grupo hem0 unido covalentemente a la proteina. Este 
grupo incluye a 10s citocromos c, cl, c2, c3 , ~550, c551 y c558 en 10s cuales el grupo 
hem0 se encuentra unido covalentemente a la proteina uniones tioeter. El ligamiento 
ocurre a nivel de dos distintos residuos de cisteinas del apocitocromo c (sitio de union 
covalente para el grupo hemo, CxxCH), con 10s residuos vinilo 2 y 4 del grupo hem0 
(Taniuchi y col., 1983). La union covalente del grupo hem0 c a la cisteina se 
considera como una rnodificacion evolutiva de la estructura del citocromo c, para 



prevenir la disociacion del mesohemo y la apoproteina, lo que permite a este tipo de 
citocromos funcionar en el periplasma 6 en la superficie periplasmica (Pettigrew y 
Moore 1987) 

En cuanto a las caracteristicas estructurales de 10s citocromos tipo c que 
permiten el reconocimiento y pegado covalente del hemo, no se sabe si son 
importantes 10s residuos que flanquean el motivo CxxCH, ni si hay alguna 
descriminaci6n de un aminoacido en particular en alguna de estas secuencias, o entre 
el espacio de residuos que hay entre las cisteinas. 

Una vez que 10s citocromos de tipo c solubles son translocados a1 periplasma, 
su secuencia lider es removida por una peptidasa. En mitocondrias de Neurospora 
crassa se ha demostrado que el grupo hem0 es ligado a apocitocromos cl antes de que 
este sea procesado por la peptidasa (Nicholson y col., 1989b). De forma similar, en 
B. japonicum el grupo hem0 es ligado al precursor del citocromo bcl, 
independientemente de que el procesamiento de la secuencia seiial se encuentre 
inhibido por mutaci6n. (Thony-Meyer y col., 1991), lo que sugiere que no se 
requiere la uni6n del hem0 para que se lleve a cab0 el procesamiento o bien que 10s 
dos pasos sean independientes uno del otro. 

Analisis mutacionales en bacterias han implicado al menos la participaci6n de 
12 genes en el ensamblaje de citocromos tip0 c (ver tabla l) ,  aunque no 
necesariamente esten todos estos genes en cada una de las bacterias estudiadas. 

No se ha encontrado relaci6n cercana de estos genes con 10s del genoma de 
S. cerevisiae, aunque se han encontrado contrapartes de algunos de estos genes 
bacterianos en mitocondrias o cloroplastos de ciertos eucariontes (Lang y col., 1997). 
Mutaciones bacterianas en alguno de estos genes (listados en la tabla 1) lleva a la 
perdida de todos 10s citocromos tipo c (mas de diez en algunos organismos). 

Finalmente, el grupo hem0 no debe estar solamente unido, sino que tambien 10s 
polipeptidos deben de doblarse en el periplasma. A la fecha no se conoce hasta que 
punto es asistido este proceso por otros productos genicos aparte de 10s listados en la 
tabla 1. El plegamiento del holocitocromo c representa el ultimo de 10s pasos en la 
via de maduraci6n y es seguido por el ensamblaje con otros citocromos para formar 
un complejo respiratorio. 



Tabla 1. (Genes implicados en la bioghnesis de citocromos tip0 c en bacterias 
gram-negativas). 

ransporte ( ide hemo?) HelABC; CycVWZ 

de citocromos tipo c), con algunos de 10s nombres altemativos mas frecuentemente 

adoptados para otros organismos. Los genes ccm se han descrito de forma mas completa 



1.7 Bioghesis de citocromos tipo C 

De acuerdo con todo lo que se ha reportado, se propone que la biogenesis de 
citocromos tip0 c sigue una via de eventos lineales (presentada en la siguiente lista), 
(ver Fig. 1 donde se presenta una sencilla versi6n de las vias de maduraci6n de 10s 
tres diferentes tipos de citocromos c) (Thijny Meyer, 1997). 
1) El citocromo tip0 c es sintetizado inicialmente como una preapoproteina con una 
secuencia seiial en el extremo amino. 
2) La apoproteina es translocada como un polipkptido no plegado a traves de la membrana 
en una via que involucra el sistema de secretion dependiente. 
3) Al tiempo que la region de cisteinas (sitios de union al hemo) se mueven hacia el 
periplasma, son rapidamente oxidadas por el sistema DsbAIDsbB formando enlaces 
disulfuro. 
4) Las cisteinas intramoleculares no son accesibles para la ligation del grupo hem0 y, por lo 
tanto, deben subsecuentemente volverse a reducir por una tiorredoxina periplasmica, muy 
probablemente por CcmG. Se ha sugerido que DsbD es un reductante periplasmico y que 
pudiera estar involucrado en la regeneracion de CcmG reducido que, a su vez, reduce a 
CcmH. 
5) La ligacion del hem0 c se da en el lado periplasmico de la membrana. De esta manera, el 
hem0 debe atravesar la bicapa lipidica, muy probablemente por transporte activo. Se han 
postulado dos distintos transportadores ABC como responsables de translocar el hemo, uno 
de ellos es codificado en el grupo de genes de biogknesis de citocromos tipo c, ccmABC. 
6) El hem0 debe ser liberado del transportador por CcmE, que es una proteina periplasmica 
de union al hemo. 
7) En el ambiente oxidativo del compartimento periplasmico, es probable que el hem0 se 
oxide rapidamente, por lo cual es necesario evitarlo antes de que se de la ligacion a1 
apocitocromo. Puede postularse, por lo tanto, la existencia de una proteina reductora de 
hemo-hierro. 
8) Apocitocromos y herno deben ser presentados uno a otro en una conformaci6n estkrica 
favorable, de tal manera que sea posible la union covalente. 
9) El holocitocromo tipo c es liberado del motivo CCHL y plegado dentro de una estructura 
terciaria activa. Este, esth ahora listo paras su ensarnblaje con otras proteinas. 
10) El citocromo c soluble es liberado en el periplasma por una peptidasa. Este paso es 
independiente de la ligacion del herno y viceversa; y puede ocurrir antes de que el hem0 sea 

ligado. 



Figura 1. Modelo de maduracion de citocromos tipo c. Las vias de maduracion 
propuestas estan basadas en la caracterizacion de intermediaries especificos para citocromos cl (a), 

citocromos tipo c unidos a membrana (b), y citocromos tipo c solubles (c). La barra negra 

represents la secuencia sefial del extremo amino, la barra blanca representa el extremo carboxilo 

anclad0 a membrana, y 10s cuadros con diagonales representan el grupo hemo. El tip0 de productos 

gknicos requerido para cada paso en las vias esta indicado junto con las flechas. Abreviaciones: 

See. subunidades del aparato general de secretion; Ccm, subunidades de un complejo de 

maduracibn especifico para citocromos tipo c; Lep, peptidasa para el corte de la secuencia sefial 

lider; c, citoplasma; membrana citoplasmica; p, penplasma (Thony-Meller, L. 1997). 
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1.8 Genes ccmIEFH (cycHJKL) 

En Neurospora crassa y Saccharomyces cerevisiae, dos enzimas hemoliasas, 
catalizan respectiva y especificamente el enlace covalente del grupo hem0 a 
apocitocromos tip0 c o cl (Dumont y col, 1987; Drygas y col., 1989. En bacterias, se 
ha sugerido que el oper6n ccmIEFH codifica para la hemoliasa. Aunque, existen 
datos contradictories a esta sugerencia, ya que en Helicobacterpylori, a exception de 
ccmF, no se han encontrado homologos a ccmIEH, y sin embargo, es capaz de 
producir citocromos tip0 c (Tomb y col., 1997). 

En R. leguminosarum, S. meliloti y Bradyrhizobium japonicum, 10s genes 
ccmIEFH se encuentran en un solo operon. Este oper6n es esencial para la 
biogenesis de citocromos tip0 c, ya que mutaciones en estos genes provocan 
incapacidad para fijar nitrogen0 atmosferico, y parece ser causado por la ausencia de 
citocromos celulares tip0 c. Esto es importante, ya que la oxidasa simbiotica terminal 
esta compuesta por cuatro subunidades, de las cuales dos son citocromos tipo c 
(Delgado y col. 1995; Kereszt y col, 1995; Ritz y col. 1995). 

Todas las mutantes en ccmI descritas, fallan para ensamblar y madurar 
citocromos tipo c. Se ha propone que CcmI puede considerarse como un factor de 
ensamblaje, que es capaz de seleccionar apocitocromos especificos y discriminar a 
otros en la union de hemo; ya que se encontro que mutantes de ccml en B. japonicum 
y P. denitriJicans presentan una expresion residual de citocromos tipo c de membrana 
(Ritz, y col., 1993; Page y Ferguson, 1995). La topologia membranal de esta proteina 
muestra que en el extremo amino existen dos probables helices transmembranales y 
un lazo citoplasmico; el extremo carboxilo se encuentra en el periplasma (Thony 
Meyer, 1997). Aparentemente, no se necesita una parte substancial del extremo 
carboxilo para la funcion de CcmI en la biogenesis de citocromos cl, mientras que el 
ensamblaje de citocromos solubles tip0 c es dependiente de esta parte de la proteina 
CcmI (Lang y col., 1996). En algunas circunstancias, en ausencia de CcmI, pueden 
haber niveles bajos de biogenesis de citocromos tipo c (Page y col., 1998). 

CcmE (cycJ) es una proteina periplasmica que esta anclada en su extremo 
amino a la membrana; esta proteina tiene en su secuencia de aminoacidos una 
histidina conservada, que puede estar involucrada en la union del hem0 (Thony- 
Meyer, 1997). Esta proteina posiblemente puede actuar como un acarreador del 
hem0 periplasmico, evitando la agregacion de hem0 libre. La reduccion del hemo- 
fierro en el ambiente oxidativo del espacio periplasmico, puede ser otra posible 



funcion de CcmE (Nicholson y Neupert, 1989; Thony-Meyer, 1997; Reid y col., 
1998). 

CcmF (cycK) esta unido a la membrana, es altamente hidrofobico, y contiene 
de 12 a 15 helices transmembranales, presenta lazos periplasmicos y lazos 
citoplasmicos. La alta proporcion de aminoacidos aromaticos en 10s lazos 
periplasmicos, junto con un motivo WGGWWFWD que se sospecha esta involucrado 
en la union al hemo, sugiere que estos motivos pueden estar permitiendo la 
interaction con el anillo hidrofobico de la porfirina del hem0 (Thony-Meyer 1994; 
von Heijne, G. 1992). 

CcmH (cycL) es tambien una proteina periplasmica anclada a la membrana. Se 
ha postulado que CcmH es una proteina que se une a1 hem0 en el periplasma; esta 
proteina presenta un motivo conservado LRCxxC, por lo que es probable que las 
cisteinas presentes se unan al hem0 por enlaces disulfuro de forma intra o 
intermolecularmente y de esta manera permite interactuar al hem0 con apocitocromos 
tipo c o con una tioredoxina periplasmica (Thony-Meyer 1997). 

1.9 ccmIEFH en otras bacterias. 

En Rhodobacter capsultaus se ha encontrado la presencia de CcmI. CcmI esta 
compuesto por dos dominios funcionales que pueden reconocer diferentes citocromos 
tip0 c. El dominio amino terminal, que consiste de dos helices transmembranales, es 
necesario para el ensamblamiento de citocromo cl .  No se ha identificado un 

homologo de ccmE en R. capsulatus. ccmF y ccmH tambien se encuentran en 
Rhodobacter capsulatus, donde se conocen como ccll y ccl2, respectivamente 
(Beckman y col., 1992). 

Tambien se han encontrado hom6logos de 10s genes ccmIEFH en una variedad 
de bacterias, incluyendo a Escherichia coli (Thony-Meyer y col., 1995), 
Haemophilus influenzae (Fleischmann, y col., 1995) y Paracoccus denitrEficans 
(Page y Ferguson, 1995). De igual manera, se han identificado hom6logos en 
cloroplastos (Ohyama y col., 1988) y en mitocondria (Pritchard y col., 1990). 

En E. coli, el gen ccmH de E. coli codifica para una proteina fusionada en su 
extreme amino es similar a ccmH (cycL ) y en su porci6n carboxilo es similar a ccmI 
(CYCH) (Thony-Meyer, 1997). 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Mutantes de R. etli con alteraciones de citocromos y fijaci6n de nitr6geno 

En trabajos previos (Soberon y col., 1989, 1990, 1993; Tabche y col., 1998; 
Aguilar y col., 1996; Miranda y col., 1996), se reporta el aislamiento y 
caracterizacion de cepas mutantes de R. etli con alteraciones en la cadena respiratoria. 
Las cepas CFN4202 e IFCOl heron aisladas por mutagenizacion con el fago mini- 
Mu y el transposon Tn5, respectivamente. Estas cepas presentan niveles disminuidos 
de citocromos tipo c; forman nbdulos pero no infectan (CFN4202) o infectan muy 
poco (IFCOI), y ninguna de ellas es capaz de fijar nitrogen0 (Soberon y col., 1993; 
Garcia, 1992 y Tabche, 1995). Se ha reportado que ambas mutantes estan afectadas 
en el gen ccml (Tabche, 1995), el cual se piensa que codifica junto con ccmE, ccmF 
y ccmH para una enzima (liasa) que tiene como funcion la de unir covalentemente el 
grupo hem0 a 10s citocromos tipo c (Thony Meyer, 1994). El fenotipo Fix- de las 
cepas, CFN4202 e IFCOI, afectadas en la biogenesis de citocromos tipo c, sugiere 
que existe una via respiratoria que utiliza preferencialmente a 10s citocromos tipo c, y 
que esta es esencial en 10s primeros estadios de la interaccion simbiotica y para 
sustentar la actividad de la nitrogenasa. 

2.2 ExpresMn de fucNOQP en R. etli, regulaci6n por NTRC y AICAR 

En R. meliloti, la expresion de 10s genes fixNOQP e s t h  regulados 
principalmente en respuesta a la disponibilidad del oxigeno, atraves de una cascada 
que detecta oxigeno, realizada por 10s productos defixL, fixJ y fixK. Los genesfixL 
y fid son miembros de la familia de reguladores de respuesta de dos componentes, 
involucrado en controlar la expresion genetica bacteriana en respuesta a cambios en 
el medio ambiente. El producto del genJixK activa la transcripcion del operon 
fixNOQP y regula negativamente su propio promotor (Batut y col., 1989). 

En cuanto a la regulation de la oxidasa simbiotica terminal cbb3 (producto de 
ficNOQP), se tienen datos en el laboratorio que en una cepa mutante de R. etli en el 
gen ntrC, contrario a la cepa silvestre, si se produjo la oxidasa terminal cbb3 cuando 
la bacteria se crecio en vida libre, sugiriendo que ntrC juega un papel importante en 
controlar la produccion de la oxidasa simbiotica en R. etli. La expresion defixN no 
fue afectada en la cepa CFN2012 (ntrC-). De esta forma, que es posible que la 
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regulaci6n negativa de la producci6n de la oxidasa terminal simbiotica por nitrogeno, 
sea uno de 10s puntos de control para la represion de la simbiosis cuando existe 
nitrogeno disponible. 

Se ha postulado un posible papel de  la biosintesis de purinas en la simbiosis, ya 
que se han reportado aux6trofos de purina en R. meliloti, R. leguminosarum biovar 
phaseoli y R. etli, que tienen defectos en el establecimiento de la simbiosis 
(Swamynathan y Singh A., 1992; Newman y col, 1992; Newman y col, 1995; 
Djordjevic y col., 1995). El analisis de la expresion de una fusionfixN-Lac2 de R. 
etli, muestran que en mutantes afectadas en diferentes pasos de la via biosintetica de 
purinas, el nivel de expresi6n fue tres veces mayor que en la cepa silvestre, except0 
en la mutante purH, que present6 niveles similares a la silvestre (Soberbn, y col., 
1997). El product0 del gen purH cataliza la conversi6n de AICAR a FAICAR e 
Inosina, por lo que esta molecula (AICAR), o un metabolito relacionado, pudiera ser 
la molecula represora de la expresion en la cepa silvestre. La adicion de AICA 
ribosido disminuy6 el nivel de la expresi6n en las mutantes en purF, asi que 
probablemente las purinas afectan negativamente la producci6n de la oxidasa 
terminal cbb3 en R. etli (Soberbn, y col., 1997). 

El analisis espectral y el contenido de citocromos tip0 c en la cepa silvestre, ha 
mostrado que la oxidasa simbiotica terminal no es detectable, todavia cuando la 
expresi6n del oper6n fixNOQP se induce en cierto grado. Por lo tanto, se propone 
que un proceso postranscripcional y no solamente transcripcional, puede limitar la 
produccibn de la oxidasa terminal cbb3 en R. etli en condiciones de vida libre. Por 
todo lo anterior, se juzga importante el estudiar si el metabolismo de las purinas o el 
efecto del amonio a t ravb  de ntrC puede modular no solo la transcripci6n del oper6n 
fixNOQP, sino tambien alguno de 10s pasos involucrados en la biogenesis de la 
oxidasa terminal cbb3, como seria el paso catalizado por ccmZEFH. 



3 OBJETIVO 

Rhizobium etli es un organism0 interesante desde el punto de vista 
energetico. Este genero expresa un sistema respiratorio ramificado y complejo 
cuya expresion y funcion estan fuertemente influenciados por la fase de 
diferenciacion en que se encuentre la bacteria. De tal forma, que resulta 
importante conocer el patron de regulacion del sistema respiratorio en 
Rhizobium en cultivo, para posteriormente explorar el proceso durante la 
simbiosis. El conocimiento obtenido de la expresion de 10s citocromos nos 
permitira plantear estrategias para el disefio de cepas con una capacidad 
incrementada para fijar nitrogeno. 

Este proyecto es parte de un proyecto m b  amplio del grupo del Dr. 
Mario Soberon, que pretende estudiar 10s mecanismos moleculares que 
regulan la expresion genetica y la biogenesis de 10s diferentes componentes de 
las cadenas del transporte de electrones que operan en R. etli en vida libre y 
durante la simbiosis. Este objetivo se pretende llevar a cab0 a traves de 
identificar, aislar y caracterizar 10s genes estructurales y reguladores, 
relacionados con la biogenesis de las enzimas que participan en las cadenas 
del transporte de electrones. La estrategia con la que se ha venido logrando 
estos objetivos, ha sido principalmente mediante el aislamiento y 
caracterizaci6n de mutantes que tienen afectada la respiracion. 

3.1 Objetivo general 

Estudiar la participation de 10s genes ccmIEFH cromosomales de R. etli 
en la maduracion de citocromos tipo c. 



3.2 Objetivos especificos 

1.- Determinar la organizacion transcriptional de 10s genes ccmZEFH. 

2.- Determinar la transcripcion de estos genes en medio de cultivo. 

3.3 Tareas de investigacion 

1.- Mapear el promotor de ccml y estudiar la posible existencia de otros 
promotores en el operon ccmIEFH. 

2.- Hacer fusiones transcripcionales con el gen de lacZ, del promotor 
cromosomal del gene ccml y ccmEF: clonar las construcciones obtenidas en 
la cepa silvestre de Rhizobium etli y mutantes que se tienen en el 
laboratorio. 

3.- Medir la actividad de P-galactosidasa de las cepas construidas, creciendo 
en diferentes condiciones de cultivo. 



4 MATERIALES Y METODOS 
4.1 Cepas bacterianas y plasmidos utilizados 

Las cepas y plasmidos utilizados se resumen en la tabla 4.1. 

Tabla No. 4.1: Cepas bacterianas y plasmidos utilizad 
Cepas 

R. erli 
CFN42 

CE-106 I PurF::Tn5 mutant 

Caracteristicas relevantes 

Cepa silvestre, Nodf Fixf 

CE-3 

CFN2012 

Smr, derivada de CFN42 

ntrC::TnS derivada de CE3 

E, coli 
S17-I 

SAM100 

CFNX186 

Cepa conteniendo un RP4 cromoso- 
malmente, que permite la mobilizaci6n d: 

phaC::R-Kmr derivada de CE3 

cepa derivada de Rhizobium etli carente del 
plhmido f. 

Plasmido derivado de pKS bluescript portando 
un inserto (EcoRI-EcoR1) de 2.8 kb que lleva 
10s genes ccml, ccmE, y 219 pb de ccmF, 
ademh de 1058 nucle6tidos cuesta arriba del 
inicio de traducci6n de ccml 

plasmidos 
pMP220 

Vector de clonaci6n con un pollinker de 21 
sitios unicos, Bluescript, colel, f l ,  promotor 

l a d ,  Ampr. 

~ ~ 

plbmidos. 

Vector util para fusiones transcripcionasles 
lacZ, Tcr 

Plhmido derivado de psK portando un inserto 
de 0.744 kb conteniendo el promotor del gen 
ccml cromosomal de Rhizobium etli. 

Plhmido derivado de pMP220 portando un 
inserto de 0.748 Kb conteniendo el promotor 
del gen ccml cromosomal de Rhizobium ell;. 

1s. 

Fuente o referencia 

Quinto y col., 1982 

Noel y col., 1984 

Moreno y col., 1985 

Noel y col. 1988 

pJR-0.852 

Cevallos y col., 1996 

Brom y col., 1992 

Plhmido derivado de pMP220 portando un 
inserto de 0.85 Kb conteniendo 135 pb de ccmI, 
el gen ccmE y 219 pb de ccmF. 

Simon y col., 1983. 

Spaink y col., (1987) 

Tabche, 1995 

Stratagene 

Este trabajo 

Este mbajo 

Este habajo 



4.2 Medios de cultivo 

4.2.1 Medio Rico PY (Peptone-Yeast): Para el crecimiento de E. 
coli 6 Rhizobium, que consiste de peptona de caseina al 0.5%, extracto de 
levadura a1 0.3%, CaCl,.2H20, mM. (Noel y col., 1984). 

4.2.2 Medio Minimo (MM): Para crecimiento de Rhizobium en vida 
libre, que consiste de MgS04.7H20 0.4056 mM, K2HP04 1.263 mM, acido 

succinico 5 mM pH 6.8, CaCI2'2H20 1.5 mM, FeCI3'6H20 0.0407 mM, NH4CI 10 
mM. 

4.2.3 Medio YS (Yeast-Succinato): Para crecimiento de Rhizobium 
que consiste de K2HP04 2.87 mM, KH2P04 3.674 mM, MgS04.7H20 0.81 13 
mM, NaCl 1.71 mM, Extracto de levadura 0.5%, CaC12.2H20 0.272 mM pH 6.8, 
acido succinico 5 mM pH 6.8. 

4.2.4 Medio LB (Luria-Bertani): Para crecimiento de E. coli que 
consiste de peptona de caseina a1 1%, extracto de levadura al 0.5%, NaCl al 1 %, 
el medio a pH 7.2. 

Nota: Para medios s6lidos se les agreg6 agar a una concentraci6n final de 1.5%. 

4.3 Condiciones de cultivo 

La temperatura de crecimiento para R. etli h e  de 30°C y para E. coli de 
37°C. Los cultivos en medio liquid0 heron agitados a 200 rpm durante el tiempo 
requerido para cada experimento; 10s cultivos en medio s6lido fueron incubados 
hasta observar colonias aisladas (aproximadamente 3 dias para R. etli y de 24 hrs 
para E. coli ). 



Acido Nalidixico 

Esheptomicina 200 (l&dml) 

Kanamicina 

Tehaciclina 

4.4 Antibioticos: 

4.5 Soluciones amortiguadoras 

4.5.1 Tris Acetatos (TAE): Solucion amortiguadora que consiste de 
NH2C(CH20H) Tris base 0.4 M ,CH3COOH acido acetic0 glacial 0.2 M pH 8, 
EDTA 10 mM. 

Concentracion final 
* 

en el medio 
Antibiot ic0 

4.5.2 Taurina (gel buffer glicerol): Tris Base 90 mM, Taurina 29 
mM, Na2EDTA'2H20 0.5 mM. 

Notacihn 

4.6 Enzimas e isbtopos 

Las endonucleasas de restriction, ligasa de T4, fueron obtenidas de la 
compaiiia BOEHRINGER MANNHEIM y 10s is6topos se obtuvieron de 
AMERSHAM, Co. utilizados conforme indicaciones del fabricante (Maniatis y 
col., 1982) 

4.7 Aislamiento, purificacibn y verificacibn de DNA plasmidico 

Para aislar 10s plasmidos, se inocularon las cepas portadoras, en 5 ml de 
medio Lb liquid0 mas el antibiotic0 al cual son resistentes, incubandolas durante 
24 hrs a 37°C en agitation (200 rpm) en tubos de ensaye esteriles (13 x 100). Se 
coloc6 3 ml del cultivo en un tubo eppendorf y se centrifug6 durante 20 seg a 
14,000 rpm. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 175 ~1 de 



TES (15% de sacarosa; TRIS 50 mM pH 8; EDTA 50 mM pH8). Se le adiciono 
25 p1 de lisozima (stock a 10 mglrnl), se mezclo suavemente por inversion y se 
incub6 en hielo durante 20 minutos. Se adicion6 entonces 400 pl de agua 
ultrapura helada y se mezclo suavemente por inversion incubando 15 minutos a 
73°C. Posteriormente se centrifugaron 10s tubos 15 minutos a 14,000 rpm. En el 
fondo de 10s tubos de centrifugado se forma un sediment0 viscoso (de material 
celular), que lleva DNA genomico, y se extrajo mediante un palillo nuevo y 
esteril, quedando solo el sobrenadante en el tubo; se adiciono 60 p1 de NaCLO, 
5M al sobrenadante y se mezcl6 suavemente por inversion. Fue precipitado con 
600 p1 de isopropanol. El DNA plasmidico, se mezcl6 por inversion y se 
centrifug6 la mezcla durante 15 minutos a 14,000 rpm, se decanto el isopropanol, 
se lavo la pastilla con etanol al 70%, se decanto el etanol y se seco la pastilla 
(DNA plasmidico) con vacio o a 45°C. Las muestras se almacenaron a -20°C para 
su uso posterior. El DNA plasmidico obtenido de esta manera, aun cuando no 
esta muy limpio, se puede utilizar para fines de clonacion; la ventaja de este 
metodo reside en la gran cantidad de DNA plasmidico obtenido en comparacion 
con otras tkcnicas. 

Para utilizar el DNA plasmidico para otros fines como el de PCR, se 
necesito purificarlo utilizando el siguiente metodo. Se resuspendi6 la pastilla en 
100 p1 de agua desionizada, se agregaron 300 yl de fenol saturado a 10s tubos y 
se agitaron en vortex. Se agregaron 300 yl de cloroformo: alcohol isoamilico 
(24:l) y se agitaron en vortex. Se centrifugaron entonces a 14,000 rpm y se 
transfiri6 el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo. Los tres ultimos pasos se 
repitieron hasta que la interfase fenol-DNA quedara limpia. Se le adicionaron 
entonces 2.5 volumenes de etanol absoluto (100%) y se mezclo por inversion. Se 
pusieron 10s tubos en un ultracongelador (-700C) durante 15 min, para obtener 
una mejor precipitacion del DNA. Posteriormente se centrifugaron durante 10 
min a 14,000 rpm a 4°C. Se decant6 el etanol y se lavaron las pastillas con 200- 
500 p1 de etanol al 70 %. Las pastillas se secaron con vacio o a 45°C y se 
resuspendieron en 20 yl de TE-RNAasa o agua desionizada guardando a -20°C. 

La presencia del plhsmido se verific6 por electroforesis en geles de 
agarosa, se tomaron 5 p1 de cada muestra de DNA plasmidico y se agreg6 1 p1 de 
colorante "Dye mix" (Azul de bromofenol 0.25%; Xilen-cianol 0.25%; TAE 1%; 
Ficol 20%), se colocaron en 10s carriles de un gel horizontal de agarosa al 1% 



con TAE 1X (Trizma base 4.83gr, EDTA sodico 0.372 gr y Acetato de sodio 
0.68 gr x it). La electroforesis se llevo a cab0 a 100 V durante el tiempo 
necesario y que dependi6 del tamaiio de 10s plasmidos o fragmentos deseados, 
usando como amortiguador de corrida TAE 1X. El gel se tifio con bromuro de 
etidio (300 pg/lt dH20) durante 15 min y se traslad6 a una pantalla de luz U.V. 
para verificar las bandas correspondientes a 10s plbmidos purificados y asi de 
esta manera constatar su presencia dentro de las bacterias candidatas. 

4.8 Construcci6n de las fusiones con lac-Z 

Se disefi6 de manera precisa una estrategia para clonar el promotor de 
ccmI. Para ello se amplific6 un fragmento de DNA mediante la tecnica de PCR, 
utilizando como oligo "Upper Primer" la secuencia del primer0 T7 (localizado 
cuesta arriba del fragmento ccmIEFH ) 5'GTAATACGACTCACTATAGG3' ya 
que el DNA molde usado fue extraido a partir del plasmido pML7, y para fines 
de clonacion, se utilizo como oligo "lower primer" la secuencia 
S'GCTCTAGAGCTGCGATGGCAGATC3', diseiiado para insertar un sitio de 
restriccion Xbal a una distancia de 345 pb cuesta abajo del inicio de traducci6n 
de ccml. El fragmento amplificado se digiri6 con las enzimas PstI y Xbal, 
liberando un fragmento, el cual se clon6 a1 plhmido vector pSK. De la 
construcci6n resultante (plasmido pJR-744psk), se consider6 un sitio de 
restriccion EcoRI en el polilinker del vector (pSK), y el plasmido se digirio con 
las enzimas EcoRI y Xbal. El fragmento derivado se subclon6 a1 plbmido 
reporter0 pMP220. Por otra lado, para la fusion ccmEF-lacZ, se digirio el 
plasmido pML7 con las enzimas BamHI y EcoRI, y el fragmento liberado se 
subclono a1 plasmido pMP220, el cual fue previamente digerido con las enzimas 
BglII y EcoRI (10s sitios BglII son compatibles con 10s sitios BamHl ). 



4.9 Construccion de cepas de Rhizobium etli 

Los plbmidos construidos se introdujeron a las distintas cepas de R. etli, 
mediante conjugacion bacteriana utilizando el siguiente protocolo: 

4.9.1 Crecimiento de cultivos bacterianos: Se inocul6 cada una de 
las cepas a conjugar en 2 ml de medio rico PY 6 Lb (dependiendo si era 
Rhizobium 6 E. coli ) adicionado con sus respectivos antibioticos de seleccion. El 
cultivo se incubo a 30°C durante 24 hrs en agitation (200 rpm). 

4.9.2 Extracci6n y lavado de cklulas bacterianas: Se centrifugo 
1.5 ml del medio saturado en un tubo eppendorf esteril en cada condition, a una 
velocidad de 14,000 rpm durante 30 segundos. Se desecho el sobrenadante, y se 
resuspendi6 la pastilla en 1 ml de MgS04 10 mM, estkril. Se centrihg6 
nuevamente a 14,000 rprn durante 3 min. Se desecho el sobrenadante y se 
resuspendi6 la pastilla, esta vez, en 20 p1 de MgSO, 10 mM; esto se hizo para 
cada cepa por separado. 

4.9.3 Cruza bacteriana: Se mezclaron en un tub0 kppendorf estkril las 
cepas a conjugar, (cepas donadoras del plasmido y cepas receptoras del plasmido 
a una relacion 1 :5), agitando en vortex durante 20 segundos. Se tomaron 30 p1 
de cada mezcla, y se sembro con una gota (formando un parche) en cajas petri 
con medio PY sin antibiotico. Las cajas petri se incubaron a 30°C durante 24 hrs. 

4.9.4 Aislamiento de bacterias: Con un asa bacteriana esteril, se 
tomaron las bacterias del parche formado, transfiriendolas a un tubo eppendorf 
estkril. La muestra se resuspendi6 en 1 ml de MgS04 + Tween 0.1 % (detergente) 
esteril. Se centrifugo entonces durante 15 seg a 14,000 rprn (centrihga 
eppendorf 5415 C) y se decant6 el sobrenadante. La pastilla se recuper6 en 350 
p1 de MgS04 + Tween 0.1% esteril, del cual se tomaron diferentes muestras (50, 

100 y 200~1). Cada muestra se distribuyo separadamente con una espatula de 
vidrio esteril en cajas petri, con PY suplementado con 10s antibioticos adecuados 
para hacer un medio de seleccion (dependiendo de las cklulas conjugadas), para 



aislar de esta manera las bacterias de R. etli que hubieran recibido el plasmido 
(resultantes de la conjugacion, y que son Tcr). 

Tabla 3.2 Protocolo esquematico para la obtencion de las cepas de 
Rhizobium portando el plasmido pJR-0.748 6 pJR-0.852. 

SAM100 + S17.llpJR0.852 I SAM 100lpJR0.852 (NalrSmrKmrTc') 

CEPAS CONJUGADAS 

CE-3 + S 17.llpJR0.748 

CE-3 + S17.llpJR0.852 

CFN2012 + S17.llpJR0.748 

CFN2012 + S 17.llpJR0.852 

CE-106 + S17.llpJR0.748 

CE-106 + S17.1lpJR0.852 

SAM100 + S17.llpJR0.748 

4.10 Mapeo del inicio de transcripcibn 

CEPA RESULTANTE (resistente a) 

CE-31pJR0.748 (NalrSmrTc') 

CE-3lpJR0.852 (NalrSmrTc') 

CFN2012 lpJR0.748 ( ~ a l ' ~ m ~ ~ m ~ T c ' )  

CFN2012lpJR0.852 (Nal'SmrKmrTcr) 

CE- 106lpJR0.748 (NalrSmrKmrTcr) 

CE-106lpJR0.852 (NalrSm'KmrTcr) 

SAM1 00lpJR0.748 (NalrSmrKmrTc') 

Se utiliz6 como primer0 un oligonucle6tido sintetico diseiiado a partir de la 
secuencia de DNA cromosomal (GTTCTGACGGCAGCCGTCGCCT) de ccml, este 
oligo se encuentra localizado a 21 nucle6tidos cuesta abajo del inicio de la 
traducci6n de ccml. A fin de trabajar con la copia cromosomal de ccml, el RNA 
mensajero se obtuvo de caulas de la cepa CFNX186 (mediante el paquete High 
Pure RNA isolation Kit, de la compaiiia BOEHRINGER MANNHEIM), que 
heron crecidas y colectadas a 8 hrs de incubacion, en medio rico Py a 30°C. De 
igual forma, se extrajo RNA mensajero de las cepas CE-3 y CE-31pJR0.748 
crecidas en las mismas condiciones que la cepa CFNX186. El DNA templado 
utilizado para las secuencia, se purific6 a partir de la clona pML7. 

El Oligo se marc6 mediante la siguiente reacci6n en un volumen total de 20 
p1: Oligo 10 pMol, Buffer PNK (10X) 2 p1, y-ATP 3 2 ~  25 pCuries, Enzima PNK 
(Polinucleotido Cinasa) 4 p1 de una dilucion 1: 10 con H20. La reacci6n se incub6 
1 hora a 37°C y despues se inactivo a 95°C durante 3 minutos. 
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La reaccion de empalme entre el RNA y el oligo, se realiz6 con la siguiente 
reaccion en un volumen total de 20 p1: Tris IM pH8, 0.66 p1; NaCl 2.5M, 1.66 
p1; Oligo marcado, 1 pmol; RNA 30 pg. La reaccion se incubo tres minutos a 
90°C y se dejo enfriar hasta alcanzar la temperatura de 42"C, entonces se procedio 
a llevar a cab0 la reaccion de retrotranscipci6n (RT), agregando a1 coctel anterior 
RNAsina (inhibidor de RNAsa) 0.5 p1; Buffer RT (5X), 7.4 p1; dnTPS (2.5 mM), 
2.0 pl; DTT 10 mM, 3.7 p1; Enzima transcriptasa reversa, 0.5 p1; H20, 3.0 pl. 
La reaccibn se incub6 1 hora a 42"C, el DNA se precipit6 a1 vacio y se 
resuspendi6 en 5 p1 de buffer "Stop mix" (solution que contiene formamida; Azul 
de bromofenol, 0.25%; y Xilen-cianol, 0.25%); esta fue la muestra para un gel de 
poli-acrilamida (Urea 7M, Tris Base 90 mM, Taurina C2H,N03 29 mM, 

Na2EDTA2H20 0.5 mM, acrilamida 2.8 M, persulfato de amonio (NH,) 2S208 
4.4 mM, Temed 2.15 mM), junto con una reaccion de secuencia ocupando el 
DNA templete y el mismo oligo. La reaction de secuencia se llevo a cab0 
utilizando el paquete "Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle 
Sequencing kit", de la compaiiia Amersham LIFE SCIENCE. La secuencia y el 
inicio de transcription se identificaron en peliculas para autorradiografia (High 
performance chemiluminescense film, de la compaiiia Amersham LIFE 
SCIENCE) que heron expuestas por contact0 a1 gel donde se corrieron las 
muestras. 

4.11 Crecimiento de Rhizobium en medio liquido 

Para evaluar el crecimiento de las cepas de R. etli, se determino la cinetica 
de crecimiento en medios liquidos, PY, YS y MM, procediendo de la siguiente 
manera: se sembraron las distintas cepas de R. etli en medios de PY solido en 
caja petri, a partir de cdulas almacenadas en glicerol al 20%, a -7OoC, y se 
dejaron incubar 10s medios durante tres dias (o hasta ver colonias aisladas) a 
3WC, despues se procedi6 a sembrar las bacterias en medio PY liquido con sus 
respectivos antibioticos de seleccion, incubando a 30°C y 200 rpm en matraces 
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio esteril. Transcurrida 12 hrs (cuando 
las cdulas se encuentran en fase exponencial de crecimiento), se tomaron dos 
alicuotas de medio para 10s ensayos de Lowry y D-galactosidasa, lo mismo a las 



36 hrs de crecimiento (fase de crecimiento estacionario). A las 36 hrs, cada 
cultivo se midio a 540 nanometros (nm) de dispersion de luz para verificar que 
crecieron a saturacion (-1 D.O.S,o), esto se hizo tomando 1 ml de cada cultivo. 

Se centrifigo 30 ml de la suspension de bacterias en tubos de centrifuga estbiles 
de 40 ml, durante 5 min a 10,000 rpm a 4"C, se decant6 el medio y se 
resuspendio la pastilla en agua destilada esteril. Se centrifug6 otra vez en las 
mismas condiciones y se decant6 el sobrenadante. La pastilla formada se 
resuspendio en el mismo volumen de Sulfato de Magnesio 10 mM en un volumen 
comparable a1 sobrenadante anterior (lml). Se midio la D.O.,,, de la suspension 
y se calculo el volumen de inoculo, para aiiadir en matraces Erlenmeyer de 250 
ml con 100 ml de medio YS para obtener una D.0.540 final de 0.05 en cada 
matraz. Ya inoculados 10s matraces se pusieron en agitacion a 200 rpm a 30°C. 
Se tomaron dos alicuota de cultivo a las 36 hrs de crecimiento para 10s ensayos de 
Lowry y 8-galactosidasa. De la misma manera que 10s cultivos provenientes de 
PY, se ocuparon estos cultivos de YS (36 hrs de crecimiento) para inocular otros 
matraces ya sea de YS o MM y se tomaron alicuotas de medio a las 8 y 36 hrs de 
crecimiento para 10s ensayos de Lowry y 8-galactosidasa. 

4.12 Cinkticas de crecimiento y expresi6n de actividad de 
IJ-galactosidasa 

Para las cineticas de crecimiento y expresion de actividad 8-galactosidasa, 
se hizo 10s ensayos de la misma manera que en la secci6n 4.1 1, a exception de que 
las alicuotas en el ultimo cultivo, ya sea YS o MM, se tomaron cada 4 hrs durante 
36 hrs de crecimiento. La cinetica se sigui6 tanto por D.0.540 como por 
expresion de actividad de 8-galactosidasa. 

4.13 Determinaci6n de actividad enzimatica de P-galactosidasa. 

La medicion de la actividad enzimatica de P-galactosidasa de las diferentes 
cepas de Rhizobium etli h e  llevada acabo de la siguiente manera: se inocularon 
las cepas en matraces Erlenmeyer con 100 ml de medio (ya sea PY, YS o MM) a 



una concentration final en el medio de 0.05 de absorbencia a 540 nm, al inicio 
del crecimiento. Para medir cada una de las actividades enzimaticas en cada 
condicion, se tomaron dos alicuotas del cultivo, calculando tomar el equivalente a 
1 ml de celulas a una DOs4,,.de 0.7. Las celulas se sedimentaron a 10,000 rpm, 
durante cinco minutos y la pastilla formada se resuspendio en 500 p1 de MgS04 
10 mM, y se agitaron vigorosamente en vortex durante 10 segundos. Se tom6 100 
pl para la determinacion de proteina por Lowry, y otros 100 pl para 10s ensayos 
de D-galactosidasa, que se aiiadieron a 900 p1 de buffer Z (Na2HP04.7H20 60 
mM, NaH2P04.H20 40 mM, KC1 10 mM, MgSO4.7H2O 1 mM, D-mercaptoetanol 
50 mM) en tubos de ensaye (13 x 100); se afiadieron 30 pl de SDS 0.1% y 30 pl 
de cloroformo, y se agito el tubo vigorosamente en vortex durante 10 segundos, 
de esta manera las cdulas se rompen y liberan la D-galactosidasa, incubando 
despuQ la mezcla 5 minutos a 30°C antes del ensayo. Se aiiadieron entonces 
200pl de inductor ONPG (0-nitrofenil-D-D-galactosido) (4 mglml en buffer de 
fosfato 0.1 M pH 7= solucion equimolar Na2HP04 0.05M, NaH2PO4 0.05 M) y se 

mezcl6 bien, se espero hasta ver un color amarillo, y se par6 la reacci6n 
agregando y mezclando bien, 500 p1 de Na2C03 1M. Se centrifugaron las 

muestras 5 minutos a 3,000 rpm, se tom6 1 ml del sobrenadante y se leyeron en 
un espectrofotometro a 420 nm de absorbencia. 

4.14 Determinacibn de proteina por el mktodo Lowry 

Se tomaron 10s 100 p1 de cdulas resuspendidas en 500 pl de MgS04 10 
mM + SDS y cloroformo (ver parrafo anterior) y se adicionaron a 900 p1 de 
agua en tub0 de ensaye (16 x 125), se agregaron tres ml de soluci6n AB (solucion 
A=Na2C03 188.7 mM, NaOH 100 mM, tartrato de Na y K 5.6 mM, SDS 34.6 

mM; solucion B= CuS04.5H20 4%. A una relacion 99:l de solucion A:B) se 

mezclo en vortex y se incubo 40 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 
300 p1 de una mezcla 1:l folin:agua y se incub6 30 minutos a temperatura 
ambiente. Se tom6 la lectura de la muestra en espectrofotometro a 600 nm de 
absorbencia, calculado 10s mg de proteina utilizando como referencia una curva 
standard de albumina de bovino. 



4.15 Analisis de datos 

Los valores obtenidos para proteina y 13-galactosidasa, se procesaron en 
computadora mediante una hoja de calculo (utilizando el programa Microsoft 
Excel). Las f6rmulas utilizadas fueron 10s siguientes: 

Actividad de 13-galactosidasa: Unidades/ml= Do420 x 1.76 x diluci6n 
0.0045 x t(min) 

donde una unidad es la cantidad de enzima que se requiere para producir 
1 nmol de o-nitrofenollmin a 30°C. 
1 nmol OD420=0.0045 en una cubeta de 1 cm. 
1.76 es el volumen total en ml, en donde se llevo a cab0 la reacci6n. 

Actividad especifica: La actividad especifica se obtuvo dividiendo la actividad 
enzimatica entre la proteina total del extract0 usado en el ensayo, y se expresa 
como unidadeslmg de proteina. Los datos se graficaron utilizando el mismo 
programa. 



5 RESULTADOS 

5.1 Mapeo del inicio de transcripcion de ccml 

Con el objetivo de mapear el inicio de transcripcion del gen ccml, asi 
como la localizacibn de su promotor, se hicieron ensayos de extension del 
primero, utilizando el oligo cycHeft (derivado de la secuencia cromosomal de 
ccml), el cual tiene una longitud de 22 nucleotidos, cuyo inicio se localiza a 20 
pb cuesta abajo del inicio de traduccion de ccmI (Fig. 5.1 .a). 

Los resultados obtenidos con el ensayo de extension del primero dio una 
seiial que se localiza en una adenina (Fig. 5.1 .b, que viene siendo el primer 
nucleotido del ATG (inicio de traduccion) de ccml. A partir de esta seiial, se 
buscaron las posibles regiones -10 y -35 en la secuencia para encontrar el 
posible promotor de este gen (fig 5.1). Aun, no obstante de encontrar las 
posibles regiones, -10 y -35, no se observ6 la presencia de una secuencia Shine- 
Dalgarno, tomando como punto de partida esta seiial de inicio de transcripcion. 

am% zLvxGI'm CAACCTTW T u x l 2 m  PDZC'ICFFAT 3 
- 35 - 10 

CP+ PGGGTGCX3CT TCAC~T 100 Primem cycHefl * 
CCGAmT G2ICXTTGG ZClTCTEm C m ? I = A C  ( B X G m  150 

a T r c A ! r C C  'SI=CTCIIAm c m m  axc rGWa2  OXC- 200 
mPheIleL euLeuTyrPr oLeuLeuARg GlyAlaLysA laAlaGlnAs 

* sehal de la ext ension del primero 

Figura 5.1.a Muestra el sitio de pegado del primero cycHeft, ademis de 
la sefial de inicio de transcripcion (*), que se obtuvo con el ensayo de extension 
del primero, asi como las posibles regiones -10 y -35 (cuadros sombreados). 
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Figura 5.1.b : Analisis de la extension del primero del gen ccml en R. etli. El inicio de 
la transcripcibn fue mapeado en la Adenina (A) del inicio de traduccion de ccmI (ATG), 
cada linea contiene diferentes concentraciones de R N A ~ I F ~ .  



5.2 Construction de la fusion ccmI-lac2 

Debido a1 interes en obtener un conocimiento m b  extenso sobre la 
participacion que tienen 10s distintos genes involucrados en la biogenesis de la 
oxidasa terminal simbiotica cbb3, se estudi6 la regulacion del operon ccmIEFH 
de R. etli (el cual se propone que achia uniendo covalentemente el grupo hem0 
a citocromos tip0 c). Para ello, fue necesario hacer una fusion transcriptional 
del promotor del operon ccmIEFH con el gen reportero lacZ. Esto se realiz6 
amplificando un fragmento de ADN cromosomal de R. etli de 1478pb, el cual 
lleva 345pb cuesta abajo del sitio de inicio de traduccion del gen ccml y 1123pb 
cuesta arriba de este mismo sitio (ver Material. y Metodos). A partir de este 
fragmento de ADN amplificado, se cort6 un fragmento (Pstl-Xbal ) de 744 pb, 
el cual se subclono a1 plasmido vector pSK (ver Material y Metodos), resultando 
el plasmido pJR-744pSK. A partir de esta construcci6n se subclon6 un 
fragmento (EcoRI-Xba ) de 748pb a1 plasmido reportero pMP220 (ver Material 
y Metodos), resultando el plbmido pJR-0.748 (el cual lleva un fragmento de 
DNA con 399 pb cuesta arriba del inicio de traduccion de ccml y 345 pb cuesta 
abajo de este mismo inicio de traduccion, fusionado transcripcionalmente a1 gen 
reportero lacZ. (fusion ccml-lacZ) (Fig 5.2). 

5.3 Expresion de la fusion ccmI-lac2 en cultivos 
exponenciales y estacionarios de YS. 

En Rhizobium, la produccion de citocromos tipo c es mas abundante 
durante el crecimiento exponencial, que en la fase de crecimiento estacionario. 
Por esta razon, se estudi6 la regulacion de ccml-lacZ durante el crecimiento, y 
para ello se transfirio el plasmido pJR-0.748 (fusion ccml-lacZ) , a la cepa 
silvestre CE-3 de R. etli, dando lugar a la cepa CE-3IpJR-0.748, en la cual se 
determino la actividad de la expresion del promotor de ccml, mediante ensayos 
de P-galactosidasa en cklulas crecidas y colectadas a 12 horas (crecimiento 
exponencial) y 36 horas (crecimiento estacionario) de incubacion en medio YS, 
MM y PY (como se indica en Materiales y Metodos). 





Tabla 5.1 Valores de expresi6n de la fusion ccml-lacZ en distintos 
medios de crecimiento. 

Los datos obtenidos en la tabla 5.1, indican que independientemente de 
10s valores presentados para cada cultivo, existe una induccion de la expresibn 
de ccml en cultivos exponenciales y una represion en cultivos estacionarios, 
por lo que se afirma que ccml se induce en la fase exponencial y se reprime 
hacia el final del crecimiento. 

5.4 Expresibn de ccmI-Lac2 durante el crecimiento. 

12 hrs 
36 hrs 

Para determinar de manera mas detallada la relacion de inducci6n de 
ccml-Lac2 con respecto al crecimiento, se realizaron cineticas de crecimiento, 
tomando muestras de celulas en distintos puntos de la curva de crecimiento, de 
cultivos de la cepa CE-31pJR0.748 creciendo en medio YS y medio minimo 
(MM) (como se indica en Material y Metodos). A estos se les midi6 la D.O.,,, y 
se les determino la actividad de R-galactosidasa; de esta manera, se obtuvo una 
curva de crecimiento y una cinetica de induccion en 10s mismos puntos, lo que 
permitio correlacionar ambos parametros. 

YS 
5176 ? 1087 
1 5 9 3 f  114 

PY 
11919?2127 
4427k1168 

Los datos obtenidos en YS demuestran que existe una inducci6n de la 
expresi6n de ccmI en la fase de crecimiento exponencial, la cual se reprime a 
medida que se acerca a la fase estacionaria (Fig. 5.3). 

MM 
1843 f 393 

779f  20 

En medio minimo (MM) no se observo el nivel de inducci6n de ccml que 
se obtuvo en YS, sino que tambien se observ6 una represion mayor y rapida de 
la expresion de ccml durante la fase final del crecimiento (Fig. 5.4). 
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5.5 Regulaci6n de ccml-LacZpor Oxigeno 

En R. meliloti, la expresion de  10s genes f ixNOQP esta regulado 
principalmente en respuesta a la disponibilidad de oxigeno. Con el interes de 
establecer si el operon ccmIEFH, al igual que 10s genesfinNOQP, pudiera 
estarse regulando por la disponibilidad el oxigeno; se  inocularon cultivos 
aerobicos (medio YS) y microaerbbicos (medio YS con una atmosfera de 2% de 
O,), con la cepa CE-3/pJR-0.748, incubandose 10s cultivos durante 12 hrs 
(momento en que las celulas se  encuentran en la fase exponencial de 
crecimiento). Al termino de este tiempo, se tomaron muestras de 10s cultivos y 
se les determino la actividad de P-galctosidasa. 

precultivo YS 12 hrs .aerobiosis 12 hrs Microaerobiosis 
- .  

Figura 5.5 

Los datos obtenidos (Figura 5 3 ,  muestran que existe una expresion de la 
fusion ccml-lacZ, de casi dos veces, en cultivos microaerobicos, en 
comparacibn con la expresibn obtenida en cultivos aerobicos. De  esto se 
concluye, que existe un efecto sobre la induccion de ccml, que depende de la 
disponibilidad de oxigeno. 



5.6 Papel de ntrC y la via biosintktica de purinas sobre la 
expresion de ccml-Lacz 

Entre 10s efectores que regulan la expresion de la oxidasa simbiotica 
terminal (cbb,), se sugiere que ntrC juega un papel importante, ya que una 
mutante ntrC - de R. etli produjo la oxidasa cbb,, cuando la bacteria se crecio 

en vida libre; cosa que no se obsema en la cepa silvestre. 
Por otra parte, se sugiere que las purinas afectan negativamente la 

produccion de la oxidasa terminal cbb, en R. etli, ya que una fusi6nJixN-lac2 
presenta una expresion tres veces mayor en mutantes afectadas en distintos 
pasos de la via biosintetica de purinas, comparada a 10s valores de expresion 
presentados por la cepa silvestre. 

Por lo anterior, y para estudiar si el efecto del amonio a travb de ntrC 6 
el metabolismo de purinas pueden modular no solo la transcription del operon 
JixNOQP, sino tambien al operon ccmIEFH, se introdujo entonces el plasmido 
pJR-0.748 a las cepas de R. etli CFN2012 (ntrC -) y CE-106 burf -). Se 

determino entonces 10s niveles de expresion de la fusion ccml-lacZ en las cepas 
construidas (CFN20 121pJR-0.748 y CE- 106lpJR0.748) cultivadas en medio YS 
durante 12 hrs, y se realizaron ensayos de P-galactosidasa en muestras tomadas 
de 10s cultivos en este tiempo (12 hrs). 

Tabla 5.2 Valores de Expresion de la fusion ccml-lacZ. en distintas 
cepas de R. etli. 

Los datos obtenidos (tabla 5.2), indican que ni ntrC ni las purinas, ejercen 
un efecto regulador en ccml-lacZ, ya que no se observe diferencia significativa 
con 10s valores de induction presentados por ccml-lacZ en las cepas CFN2012 
y CE-106, en comparacion con 10s valores presentados en la cepa silvestre. 

YS 12 hrs 

Fusion ccmI-lacZ en 
CE-3 I CFN2012 I CE-106 

4586 5176 5630 



5.7 Papel de la disponibilidad del poder reductor sobre la 
regulacion de la fusion ccml-lac2 

Para estudiar el papel de la disponibilidad del poder reductor en la 
regulacion de la fusion ccml-lad, se transfirio el vector pJR-0.748 a la cepa 
mutante de R. etli SAMlOO (cepaphac- ), que no acumula PHB (poli hidroxi 
butirato) y por lo tanto presenta niveles de poder reductor mayor (Cevallos y 
col., 1996). La cepa generada, SAM1001pJR-0.748, se cultiv6 durante 12 hrs en 
medio YS en aerobiosis y microaerobiosis, y se determino la actividad de P- 
galactosidasa en muestras tomadas a este tiempo (12 hrs). 

Precultivo Aerobiosis Microaerobiosis 
- - - - - - .  

Figura 5.6 

Los datos obtenidos (Figura 5.6), indican que 10s niveles de expresion de 
ccml-lacZ en la cepa SAM100, fueron dos veces mayores con respecto a la 
cepa silvestre CE-3, cuando se crecen en condiciones aerobicas. Por otro lado, 
se observa una induccion mayor de ccml-lacZ en condiciones microaerobicas 
en la cepa SAM100, comparada con la obtenida con la cepa silvestre (CE-3); 
esta induccion en microaerobiosis en la SAMlOO es similar a la obtenida 
cuando se crece en condiciones aerobicas. Estos datos demuestran un 
importante papel de la disponibilidad de poder reductor en las cklula, el cual 
regula la expresion de ccml-lacZ. 
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Se han obtenido en el laboratorio datos recientes, que apuntan a que el 
gen ccmF es importante para la biogenesis de citocromos tipo c y por lo tanto 
para la biogenesis de la oxidasa simbiotica, ya que una mutante cromosomal 
ccmF de R. etli (cepa IBTK-3), no es capaz de oxidar el colorante TMPD en 
medio YS, fenotipo que aun se observa en mutantes ccml - (cepas CFN4202 e 
IFCO1) (Tabche y col., 1995); ademas, esta mutante IBTK-3 es incapaz de fijar 
nitrogen0 atmosferico (Tabche y col., datos no publicados). 

Basados en estos datos y dado a que es importante la expresi6n de ccmF 
para conservar el fenotipo TMPD', se sugiere entonces la existencia de un 
segundo promotor importante en el operon ccmlEFH, ademas del promotor de 
ccml), que podria estar ya sea cuesta arriba de ccmE o de ccmF. 

Para poder estudiar aisladamente este segundo promotor hipotetico, se 
subclon6 entonces un fragment0 de ADN cromosomal (BamH1-EcoR1) de R. 
etli de 852 pb, a1 plasmido pMP220 (ver secci6n 4.11 de Material y Metodos), 
dando lugar al plasmido pJR-0.852 (el cual lleva 135 pb de ccml, el gene 
ccmE, y 2 19 pb deccmF) (Fig. 5.2). 

Para poder estudiar si 10s distintos efectores que regulan la transcription 
de ccml-lacZ, pueden estar regulando tambien a la expresion de la fusion 
ccmEF-IacZ, se transfirio la construcci6n pJR-0.852 a la c epa silvestre de 
R. etli CE-3 y a la cepa mutante SAM 100. 

Los datos obtenidos (figura 5.7) demuestran que la fusion ccmEF-LacZ, 
cuando esta en la cepa silvestre, puede expresarse independientemente del gene 
ccml en condiciones aerobicas y microaerobicas en medio YS; esta expresion 
es mayor cuando se crece en medio rico, lo que apoya la idea de la existencia de 
un segundo promotor en el oper6n ccmIEFH. Por otra parte, cuando la fusion 
ccmEF-lacZ esta en la cepa SAM100, no se observa una induction significativa 
de su expresion, como sucede cuando se expresa la fusion ccml-lac2 en la 
misma cepa, lo cual indica que la fusion ccmEF-lacZ no se regula por 
di~~onibilidad de poder reductor. 
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6. DISCUSION: 

Este trabajo forma parte de un proyecto que pretende estudiar 10s 
mecanismo moleculares que regulan la expresion genetica, asi como la 
biogenesis de 10s diferentes componentes de las cadenas de transporte de 
electrones que operan en R. etli, en vida libre y en simbiosis. Durante el 
desarrollo de este proyecto, trabajos previos a esta tesis, reportan el distinto 
comportamiento que presentan dos mutantes independientes de ccmI, las cuales 
pueden producir citocromos tipo c en ciertas condiciones de cultivo. Para 
poder explicar esto, se llevo a cab0 la caracterizacion de una reiteration del 
locus ccmIEFH localizado en el plasmido pf el cual podria ser responsable de 
esta produccion de citocromos tip0 c. El analisis de la secuencia revelo que el 
locus ccmIEFH, presente en el plasmido pf, se obtuvo por transferencia 
horizontal seguido de un evento de recombination con el locus cromosomal 
ccmIEFH. La hipotesis de la transferencia horizontal se basa en la baja 
homologia que hay entre 10s dos genes ccmI, 10s cuales presentan una 
homologia de solamente un 57%, mientras que la homologia de 10s genes 
ccmE y ccmF es mayor al 97% entre 10s dos locus. La capacidad de las dos 
mutantes ccmI de R. etli para producir citocromos tipo c no fue debida a la 
expresion del locus presente en el plasmido pf, sino que fue debido a la 
expresion del gen cromosomal ccmF, ya que la mutante cromosomal ccmF 
(IBTk-') no h e  capaz de fijar nitrogeno, lo que nos hace pensar que el locus 
presente en el plasmido pf no es funcional, ni en condiciones de vida libre ni 
en simbiosis. 

A partir del analisis secuencial de la proteina CcmI codificada por el 
locus del plasmido pf, se observa que hay una perdida de 76 residuos del 
extremo carboxilo cuando se compara con la proteina CcmI codificada por el 
locus cromosomal. En varios sistemas bacterianos, se presentan hom6logos 
cortos de ccmI (10s cuales tienen un extremo carboxilo corto) que son 
funcionales, ademb existen reportes de mutantes de ccmI de Paracoccus 
denitriJicans y Rhodobacter capsulatus, que tienen la excision del extremo 
carboxilo y pueden aun ensamblar citocromos tip0 c (Lang y col., 1996). No 
obstante a lo anterior, el estudio de una fusion genica de la region promotora 
de ccmI del plasmido pf, con el gen reporter0 l a d ,  revelo que este gen no se 
expresa. En adicion a esto ultimo, se encontr6 que el gen ccmF localizado en 
el plksmido pf esta interrumpido, lo que nos hace pensar que este gen no es 
funcional. - 

En el laboratorio se han presentado evidencias de que el locus ccmIEFH 
presente en el cromosoma, esta organizado como un operon, como se ha 
sugerido en otras especies bacterianas. Mediante analisis de complernentacion 
se ha demostrado que cuando una mutante ccmI- inducida por MuDl (cepa 
CFN4202) se crece en medio solido, la insercion del transposh en esta 
mutante tiene un efecto polar en 10s genes ccmIEFH. Sin embargo, en este 



Sumado a lo anterior, el analisis computacional de la estructura 
secundaria del RNA de ccml (dato proporcionado por el Dr. Juan Miranda), 
utilizando el programa "MFOLD" del paquete "GCG" (Genetics Computer 
Group), que es un software para el analisis de genes y proteinas. Este dio 
como resultado la formacion de una estructura conformada por dos tallos-asas 
(Fig. 6.2), que comienza a tres nucleotidos cuesta arriba del posible inicio de 
transcripcion (adenina del ATG) y finalizan a 7 nucleotidos cuesta abajo del 
supuesto inicio de transcripcion del segundo promotor predicho por el analisis 
computacional. 

Figura 6.2 Estructura secundaria obtenida a partir del RNA de la secuencia 
cuesta arriba del inicio de traduccion de ccml. Esta estructura tiene una 
longtud de 69 pb y una energia libre de -1 1.1. 

De todo esto se puede argumentar, que posiblemente la formacion de 
una estructura secundaria en el RNA de ccml, que no es disuelta en el ensayo 
de extension del primero, podria estar impidiendo el paso de la enzima 
transcriptasa reversa a traves del RNA y por lo tanto, esta se separe del 
complejo antes de finalizar de transcribir el RNA completo. Para poder 
resolver este problema se podria disefiar un primero que estuviera cuesta 
arriba del sitio de pegado del primero cycHefi justo en donde se forma la 
estructura secundaria, para de esta manera interferir en su formacion y 
pennitir el paso de la enzima transcriptasa reversa al final del RNA mensajero 
y poder localizar el sitio de inicio de la transcripcion. En el caso de que esta 
estructura no se pueda disolver, ni con compuestos quimicos durante el ensayo 
de extension del primero, seria necesario hacer remociones que impidieran la 
formacion de estas estructuras secundarias, y de esta forma permitir el paso de 
la polimerasa, lo cual nos conduciria a definir el sitio de inicio de 
transcripcion, que hipoteticamente estaria cuesta arriba del inicio de 
transcription encontrado en este trabajo. 



No se ha definido aun la ubicacion de la region promotora localizada 
cuesta abajo de ccml. En Rhodobacter capsulatus, homologos de ccmF y ccmH 
(ccll y cc12) forman una sola unidad de transcripcion (Gabbert y col., 1997), 
mientras que el homologo de ccml (cycH) se encuentra localizado en otro sitio 
del genoma (Kranz y Beckman, 1995; lang y col., 1996). El analisis de la 
secuencia de la region intergenica entre ccmE y ccmF revel6 la localizaci6n 

de un posible sitio de inicio de transcripcion a 43 pb cuesta arriba del codon de 
inicio (ATG) de ccmF y su posible promotor (regiones -10 y -35) (Fig. 6.3). 
El anilisis comparativo con el promotor de ccll de Rhodobacter capsulatus 
(Gabbert y col., 1997), encuentra a una region promotora cuyo inicio de 
transcripcion se encuentra a 69 pb, cuesta arriba del inicio de traduccion de 
ccmF. 

Promotor de ccll en R. capsulatus 

C A G A m  ' I c r G c m C C  C c y a y y Y  c a m  
I I I I  I I I I  I I  1 1  1 1 1 1 1 1  1 1 I 

'DIKCGACAC CXG-ePr(;-CC AACCAEACG A-GAC-=-AT - G A & X M  
Shine-Dalgarno - 35 

r n E  * 
GTGGCCGACC GCFM;GGCn; Tcxxm%x 100 

- 10 

GcGKGEAT GATCATUXG A n n  ZCXTXXT 150 
M e  tIleIleGlu IleGlyi-IisT yrAlaLeuVa 

Figura 6.3.  Muestra la secuencia cuesta amba del inicio de traduccion de 
ccmF con el inicio de transcripcion (*) predicho por el analisis 
computational, asi como las supuestas regiones -10 y -35, utilizando el 
programa "Promoter Prediction by Neural Network, con una puntuacion de 
0.55. Ademas se seiiala de manera subrayada la region de DNA que tiene 
homologia con el promotor de ccll de R. capsulatus. y su inicio de 
transcripcion m). 

Tomando en cuenta 10s datos anteriores, se favorece la idea de que el 
segundo promotor se encuentre localizado cuesta abajo de ccmE y pueda 
transcribir a 10s genes ccmFH como en Rhodobacter capsulatus. Para 
determinar esto, se tienen que hacer el ensayo de extension del primero, junto 
con el anilisis de la expresion de una fusion transcripcional que involucre a la 
region cuesta arriba de ccmF y a1 gen lacZ, fusion que hipoteticamente debe 
de expresarse. 

4 1 



En este trabajo, se demuestra que la expresion del promotor de ccml es 
inducida en respuesta al enriquecimiento del medio de cultivo y que este 
promotor se induce en cultivos exponenciales y se regula negativamente 
durante la fase estacionaria de crecimiento. Por otra parte, 10s niveles de 
expresion de la fusion ccml-lacZ se indujeron dos veces mas en bajo oxigeno, 
en comparacion con 10s cultivos aerobicos. En Rhodobacter capsulatus 10s 
niveles de Cc12 (homologo de ccmH ) son mas elevados en medio rico que en 
un medio definido (Gabbert y col., 1997). Estos patrones de expresion pueden 
relacionarse a la disponibilidad de poder reductor en las diferentes condiciones 
de cultivo. De acuerdo a esto, en este trabajo se presenta que una mutante 
afectada en la sintesis de PHB, que acumula poder reductor (Cevallos y col., 
1996), induce a la fusion ccml-lacZ a niveles dos veces mayores que 10s 
presentados en la cepa silvestre, en cultivos aerobicos, indicando que el 
promotor de ccml puede responder a la disponibilidad de poder reductor. 
Este patron de expresion es importante, en cuanto a que correlaciona el 
incremento del poder reductor con el incremento de la sintesis de citocromos y 
de la respiration (Fig. 6.4). 

Expresion ccml-lac2 

Figura 6.4. Muestra la actividad de la expresion de la fusion ccml-1acZ en 
diferentes codiciones de cultivo, las cuales, de izquierda a derecha, presentan 
gradualmente mayor poder reductor. 



Los genes ccmIEFH heron expresados en alto y bajo oxigeno tanto en 
medio minimo como en medio complejo, lo que nos hace pensar que estos 
genes son necesarios para el ensamblaje de citocromos tipo c, en diferentes 
condiciones de cultivo. 

Se ha postulado que en bacterias, la contraparte de la hemoliasa 
mitocondrial es un complejo formado por CcmF y CcrnH, con base en que 
ambas proteinas tienen algunas secuencias motivo que sugieren que estan 
involucradas en la union del grupo hem0 (Thony-Meyer y col., 1994). En 
E. coli existe un hom6logo de CcmF, NrfE, que es esencial para la union 
covalente del hem0 a citocromos tipo-c (Cole y col., 1996). Los datos 
obtenidos en este trabajo de tesis, muestran que pueden producirse citocromos 
tip0 c en ausencia del promotor de ccml, apoyando la idea de que CcmF puede 
interactuar directamente con las apoproteinas de 10s citocromos tipo-C. 
Probablemente en condiciones donde ambos promotores del locus ccmIEFH 
sean transcritos, sea posible que la relacion de concentracion entre CcmIE y 
CcmFH cambie, y puedan ensamblarse dos tipos de hemoliasas, un complejo 
formado con CcmI y CcmE y otra sin estas subunidades. Estos dos complejos 
podrian reconocer diferentes apopoproteinas de citocromos tipo-c o, de 
manera alternativa, la eficiencia de reconocimiento de las apoproteinas pudiera 
ser diferente. 



7. CONCLUSIONES 

1.- La expresion de ccmI se induce en la fase de crecimiento 
exponencial y se reprime hacia la fase final del crecimiento. 

2.- La expresion de ccml no es regulada por ntrC. 

3.- La expresi6n de ccmI no es regulada por purinas. 

4.- La expresion de ccmI es regulada por oxigeno. 

5.- La expresion de ccml es regulada por disposition del poder 
reductor. 

6.- La fusion ccmEF-LacZ se expresa independientemente del 
promotor de ccml en medio complejo (PY). 

7.- El oper6n ccmIEFH es un oper6n complejo, conformado con por 
lo menos dos promotores, uno cuesta arriba de ccml y otro cuesta 
abajo de ccmI. 
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