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Estudio de la regulacion de la expresion del operén ccmIEFH
cromosomal y su participacién en la expresion de citocromos
tipo ¢ en Rhizobium etli.

INDICE DEL CONTENIDO

1 INTRODUCCION 1

1.1 Fijacion de nitrégeno en Rhizobium 1

1.2 Respiracién bacteriana 2

1.3 Cadenas respiratorias en Rhizobium 3

1.4 Cadenas respiratorias de Rhizobium etli 3

1.5 Citocromo cbb, 4

1.6 Citocromos bacterianos tipo ¢ 5

1.7 Biogénesis de citocromos tipo ¢ 8

1.8 Genes ccmlEFH (cycHJKL) 10

1.9 cemIEFH en otras bacterias 11

2 ANTECEDENTES 12
2.1 Mutantes de R. et/i con alteraciones de citocromos

y fijacién de nitrogeno 12
2.2 Expresion de fixNOQP en R. etli, regulacién por

NTRC y AICAR 12

3 OBIJETIVO 14

3.1 Objetivo general 14

3.2 Objetivos especificos 15

3.3 Tareas de investigacion 15

4 MATERIAL Y METODOS 16

4.1 Cepas bacterianas y plasmidos utilizados 16

4.2 Medios de cultivo 17

4.2.1 Medio rico PY (Peptone-Yeast) 17

4.2.2 Medio minimo (MM) 17

4.2.3 Medio YS (Yeast-Succinato) 17

4.2.4 Medio LLB (Luria-Bertani) 17

4.3 Condiciones de cultivo 17

4.4 Antibibticos 18

4.5 Soluciones amortiguadoras 18

4.5.1 Tris Acetatos (TAE) 18



4.5.2 Taurine (gel buffer glicerol)
4.6 Enzimas e isétopos
4.7 Aislamiento, purificacién y verificacion
de DNA plasmidico
4.8 Construccion de las fusiones lacZ
4.9 Construccién de cepas de Rhizobium etli
4.9.1 Crecimiento de cultivos bacterianos
4.9.2 Extraccion y lavado de células bacterianas
4.9.3 Cruza bactertana
4.9.4 Aislamiento de bacterias
4.10 Mapeo del inicio de transcripcion
4.11 Crecimiento de Rhizobium en medio liquido
4.12 Cinéticas de crecimiento y expresion de
actividad de B-galactosidasa
4.13 Determinacion de actividad enzimatica
de B-galactosidasa
4.14 Determinacion de proteina por método de Lowry
4.15 Analisis de datos

5 RESULTADOS

5.1 Mapeo del inicio de transcripcion de cem/

5.2 Construccion de la fusion ccmi-lacZ

5.3 Expresion de la fusion ceml-lacZ en cultivos
exponenciales y estacionarios de YS

5.4 Expresion de ccml-lacZ durante el crecimiento

5.5 Regulacién de ceml-lacZ por oxigeno

5.6 Papel de ntrC y la via biosintética de purinas sobre
la expresion de ceml-lacZ

5.7 Papel de la disponibilidad del poder reductor sobre

la regulacion de la fusion cemli-lacZ
Construccion de la fusion cemEF-lacZ

5.8
5.9 Regulacion de cemlEF-lacZ

6 DISCUSION
7 CONCLUSIONES

8 REFERENCIAS

18
18

18
20
21
21
21
21
22
22
23

24
24
25
26
27
27
29
29
31
33
34
35
36
36
38
44

45



1. INTRODUCCION

1.1 Fijacion de nitrégeno en Rhizobium

Las especies de Rhizobium son bacterias fijadoras de nitrégeno saprofitas del
suelo, cuyo metabolismo energético es obligatoriamente aerobico. Las bacterias del
género Rhizobium, tienen la capacidad de interaccionar simbidéticamente con las
raices de plantas leguminosas. Este tipo de asociacidon da origen a un Organo
especializado conocido como nddulo; en el cual se lleva a cabo la fijacion de
nitrogeno. Durante el establecimiento de la simbiosis, las bacterias atraviesan un
proceso de diferenciacién a nivel morfolégico y metabolico, denominandose a esta
forma diferenciada como bacteroide. En el bacteroide, se lieva a cabo la fijacion de
nitrégeno bajo condiciones fisiologicas 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 los genes de fijacion de nitrogeno de
Klebsiella pneumoniae son conocidos como genes "nif”. Otros genes, también
esenciales para la fijacidon simbidtica de nitrdgeno, pero que no tienen homologia a
K. pneumoniae son los denominados como genes "fix". Durante la simbiosis entre
Rhizobium vy la planta, ésta Gltima proveé a los bacteroides de sustratos de carbono
para garantizar el poder energético y reductor necesario para la fijacion de nitrégeno,
a la vez de que la planta requiere de carbono y poder energético para poder asimilar €l
amonio, el cual es el producto de la fijacion de nitrégeno (Haaker, 1988).

La fijacion biologica de dinitrégeno 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 reduccion dependiente de ATP del dinitrégeno. La
reaccion de fijacion de nitrégeno (Ecuacidn 1), requiere de un donador de electrones
y es acompailada por la hidrolisis de ATP-Mg,~ a ADP-Mg;- y Pi. Se estima que se
requiere de 2 moléculas de ATP por electrén donado al N,, es decir 16 moléculas de
ATP por molécula de N fijado (Gallon, 1991). Es por esta razén que para la fijacion
de nitrégeno, 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
N; + 8H* + 8¢~ + 16 ATP ~——---- >2NH4* + Hy + 16(ADP + P))

Una propiedad tGnica de la fijacién biolégica del nitrégeno es su extrema
sensibilidad a la inactivacion por oxigeno (O;). La enzima nitrogenasa pura, sin
importar su origen, es inactivada rapida y permanentemente al exponerla al O;. De
aqui que la fijacion de Nj y la presencia de O; sean incompatibles (Gallon 1992). En
la practica, la aerobiosis y la fijacion de nitrégeno coexisten debido a que los
organismos fijadores de nitrogeno tienen que contender con reconciliar esta
incompatibilidad (mantener la nitrogenasa activa en presencia del Oz). A lo largo de
la evolucidn se han seleccionado una serie de estrategias que impiden o limitan el
contacto entre la nitrogenasa y el O asegurando que cualquier contacto que ocurra
resulte en una pérdida minima de la capacidad de fijar N».

Dentro de los bacteroides se mantiene una concentracion intracelular baja de
0,, debido a la presencia de una barrera a la difusiéon de O, localizada en la corteza
interna del nddulo. Esta corteza interna esta formada por una capa de c€lulas con
paredes celulares gruesas y con numerosos espacios gaseosos intercelulares. Para
sostener una velocidad optima de fijacion de nitrégeno, los bacteroides requieren de
O, para la fosforilacién oxidativa. La entrega de O, a las células infectadas lo realiza
la proteina leghemoglobina (Appleby, 1984). La accién de la leghemoglobina
asegura un abastecimiento continuo de O, lo que permite una respiracion eficiente
(Bergersen, 1984).

1.2 Respiracion bacteriana

En términos generales la respiracidon bacteriana se puede definir como la
transferencia termodindmicamente favorable de equivalentes reductores, a partir de
un reductor a un oxidante y a través 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
acompafiado de un cambio grande en la energia libre, el cual depende de la diferencia
de potencial de cada par redox en la secuencia. La transferencia de electrones de alta
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energia por los complejos respiratorios, esta acoplada a la translocacién vectorial de
protones al 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 transicién de Rhizobium de un modo de respiracion aerébico al ambiente
microaerdbico simbidtico es acompaiiado por cambios en la composicion de los
citocromos, indicando que la bacteria utiliza diferentes oxidasas terminales con
diferente afinidad al oxigeno.

El esquema respiratorio mejor caracterizado genéticamente es el de
Bradyrhizobium japonicum donde se han caracterizado los genes correspondientes a
las citocromos oxidasas de tipo ¢: citocromo aa; y cbbs (Bott y col., 1990, 1992,
Gabel y Maier., 1990, Preising y col., 1993). Se ha demostrado que la oxidasa cbbs
es inducida en condiciones de crecimiento microaerofilico y que esta oxidasa es
requerida para la formacion de bacteroides fijadores de nitrogeno (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 ¢ 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 células de R. etli crecidas aerdbicamente en medio rico expresan
citocromos tipo b y ¢, vy dos citocromos oxidasas terminales, el citocromo bos, y el
citocromo aa;. El citocromo aa; se expresa parcialmente cuando las células se
cultivan en medio minimo y durante la simbiosis (Soberdn y col., 1989). En R. etli
se ha observado la expresion de una tercera citocromo oxidasa terminal, el complejo
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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 composicidn 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. et/i en vida libre estd regulada por oxigeno. El
citocromo aa; se expresa en cultivos aerobicos en crecimiento exponencial, pero se
reprime en condiciones microaerdbicas y crecimiento estacionario, condiciones en las
que se induce el complejo citocromo d (Soberdén y col., 1989; Barquera y col., 1991a,
b). El citocromo bos, a su vez, se expresa tanto en condiciones aerébicas como
microaercbicas (Soberdn y col., 1990). La flavoproteina oxidasa dependiente de
NADH se expresa en cultivos aerobicos y semianaerdbicos, pero no se detecta en
cultivos anaerdbicos o en bacteroides (Barquera y col 1991b).

1.5 Citocromo cbb;

Este citocromo ha sido purificado de Rhodobacter sphearoides (Garcia
Horsman y col., 1994), R. capsulatus (Gray y col., 1991) y B. japonicum (Preising y
col., 1996), y caracterizada genéticamente en B. japonicum, R. meliloti (Kahn y col.,
1993) v Azorhizobium caulinodans (Mandon y col., 1994). Las oxidasas de tipo
cbbs carecen de las subunidades II y I1I equivalentes a las eucaridticas y en su lugar
tienen dos citocromos de tipo ¢. Existen datos que indican que esta oxidasa puede
bombear protones (Rati y col., 1994), sugiriendo que la subunidad 1 por si sola es
suficiente para realizar esta funcidn. Con excepcion de las oxidasa de tipo cbbs,
todos los grupos prostéticos metalicos de las oxidasa tipo hemo-Cu se encuentran
contenidas en las subunidades [ y II.

Al complejo oxidasa terminal cbbs se le ha denominado como la oxidasa
simbiotica, ésta tiene una alta afinidad por el oxigeno y es codificada por el operdén
fixNOQP. Su reciente caracterizacién bioquimica en B. japonicum ha producido
datos que apoyan esta idea (Preising y col. 1996). La oxidasa purificada de



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

La secuencia de aminoécidos confirmé la presencia de los productos geneticos
de FixN, FixO, FixP y fix(). Esta oxidasa terminal simbiética, estd compuesta por
cuatro subunidades:

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

{2) fixO es un nuevo tipo de citocromo ¢ monohemo anclado a membrana.

(3) fixP codifica para un citocromo tipo ¢ dihemo que estd anclado a la
membrana con una duplicacién interna de secuencia y alguna similitud a la clase cs
de citocromos tipo ¢ unidos a membrana (Preisig y col., 1993; Soberén y col., 1997).

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

1.6 Citocromos bacterianos tipo ¢

Los citocromos tipo ¢ 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 ¢ son
proteinas solubles en agua, localizadas en el periplasma de bacterias gram-negativas o
son proteinas en el cual el (los) dominio(s) que contienen el hemo, estan en el
exterior de la membrana citoplasmica, anclados a la membrana por uno o mas hélices
transmembranales.

Los citocromos tipo c, a diferencia de los demas tipos de citocromos, se
caracterizan porque tienen el grupo hemo unido covalentemente a la proteina. Este
grupo incluye a los citocromos c, ¢y, €2, €3 , Cs50, €551 Y Cs58 €n los cuales el grupo
hemo se encuentra unido covalentemente a la proteina uniones tioéter. EI ligamiento
ocurre a nivel de dos distintos residuos de cisteinas del apocitocromo ¢ (sitio de union
covalente para el grupo hemo, CxxCH), con los residuos vinilo 2 y 4 del grupo hemo
(Taniuchi y col., 1983). La unién covalente del grupo hemo c a la cisteina se
considera como una modificacion evolutiva de la estructura del citocromo ¢, para
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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 los citocromos tipo ¢ que
permiten el reconocimiento y pegado covalente del hemo, no se sabe si son
importantes los residuos que flanquean el motivo CxxCH, ni si hay alguna
descriminacion de un aminodcido en particular en alguna de estas secuencias, o entre
el espacio de residuos que hay entre las cisteinas.

Una vez que los citocromos de tipo ¢ solubles son translocados al periplasma,
su secuencia lider es removida por una peptidasa. En mitocondrias de Neurospora
crassa se ha demostrado que el grupo hemo es ligado a apocitocromos ¢ antes de que
éste sea procesado por la peptidasa (Nicholson y col., 1989b). De forma similar, en
B. japonicum el grupo hemo es ligado al precursor del citocromo bcy,
independientemente de que el procesamiento de la secuencia sefial se encuentre
inhibido por mutacién. (Thény-Meyer y col., 1991), lo que sugiere que no se
requiere la unién del hemo para que se lleve a cabo el procesamiento o bien que los
dos pasos sean independientes uno del otro.

Analisis mutacionales en bacterias han implicado al menos la participacion de
12 genes en el ensamblaje de citocromos tipo ¢ (ver tabla 1), aunque no
necesariamente estén todos estos genes en cada una de las bacterias estudiadas.

No se ha encontrado relacion cercana de estos genes con los 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
pérdida de todos los citocromos tipo ¢ (mas de diez en algunos organismos).

Finalmente, €l grupo hemo no debe estar solamente unido, sino que también los
polipéptidos deben de doblarse en el periplasma. A la fecha no se conoce hasta que
punto es asistido este proceso por otros productos génicos aparte de los listados en la
tabla 1. El plegamiento del holocitocromo ¢ representa el ultimo de los pasos en la
via de maduracion y es seguido por el ensamblaje con otros citocromos para formar
un complejo respiratorio.



Tabla 1. (Genes implicados en la biogénesis de citocromos tipo ¢ en bacterias
gram-negativas).

Funcion sugerida Conocido también como
Productos génicos
CemA,CemB, Transporte (;de hemo?) HelABC; CycVWZ
CcmC

Desconocida HelD; cycX
CcmD

Desconocida Cycl
CcmE

Funcién de reduccién en el| HelX; CycY
ComG periplasma para tioles y/o hemo

Facilitacion de la union del hemo Ccll; CycK
CcmF

Facilitacion de la unién del hemo Ccl2; CycL
CcmH

Desconocida CycH
Ccml

_ Transferencia de poder reductor al| DsbD

DipZ periplasma

Transferencia de poder reductor al| ___
Ceda periplasma

Convertidor de SH a disulfito L
DsbA

Oxirreductor de DsbA -
DsbB

La nomenclatura es adoptada de Escherichia coli (genes involucrados en la maduracién
de citocromos tipo ¢), con algunos de los nombres alternativos mas frecuentemente
adoptados para otros organismos. Los genes ccm se han descrito de forma mas completa
en Rhodobacter capsulatus, Bradyrhizobium japonicum, Paracoccus denitrificans 'y

Escherichia coli (Page y col., 1998).




1.7 Biogénesis de citocromos tipo C

De acuerdo con todo lo que se ha reportado, se propone que la biogénesis de
citocromos tipo ¢ sigue una via de eventos lineales (presentada en la siguiente lista),
(ver Fig. 1 donde se presenta una sencilla version de las vias de maduracion de los
tres diferentes tipos de citocromos c) (Thény Meyer, 1997).

1) El citocromo tipo ¢ es sintetizado inicialmente como una preapoproteina con una
secuencia seifial en el extremo amino.

2) La apoproteina es translocada como un polipéptido no plegado a través de la membrana
en una via que involucra el sistema de secrecion dependiente.

3) Al tiempo que la regién de cisteinas (sitios de unioén al hemo) se mueven hacia el
periplasma, son ripidamente oxidadas por el sistema DsbA/DsbB formando enlaces
disulfuro.

4) Las cisteinas intramoleculares no son accesibles para la ligacion del grupo hemo 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 hemo ¢ se da en el lado periplasmico de la membrana. De esta manera, el
hemo debe atravesar la bicapa lipidica, muy probabiemente 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 biogénesis de citocromos tipo ¢, ccmABC.

6) El hemo debe ser liberado del transportador por CemE, que es una proteina periplasmica
de unidn al hemo.

7) En el ambiente oxidativo del compartimento periplasmico, es probable que el hemo se
oxide rapidamente, por lo cual es necesano evitarlo antes de que se de la ligacién al
apocitocromo. Puede postularse, por lo tanto, la existencia de una proteina reductora de
hemo-hierro.

8) Apocitocromos y hemo deben ser presentados uno a otro en una conformacion estérica
favorable, de tal manera que sca posible la unién covalente.

9) El holocitocromo tipo ¢ es liberado del motivo CCHL y plegado dentro de una estructura
terciaria activa. Este, estd ahora listo paras su ensamblaje con otras proteinas.

10} El citocromo ¢ soluble es liberado en el periplasma por una peptidasa. Este paso es
independiente de la ligacion del hemo y viceversa; y puede ocurrir antes de que el hemo sea

ligado.
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Figura 1. Modelo de maduracién de citocromos tipo ¢. Las vias de maduracion
propuestas estin basadas en la caracterizacion de intermediarios especificos para citocromos c) (a),
citocromos tipo ¢ unidos a membrana (b), y citocromos tipo ¢ solubles (¢). La barra negra
representa la secuencia sefial del extremo amino, la barra blanca representa el extremo carboxilo
anclado a membrana, y los cuadros con diagonales representan el grupo hemo. El tipo de productos
génicos requerido para cada paso en las vias estd indicado junto con las flechas. Abreviaciones:
Sec. subunidades del aparato general de secrecion; Cem, subunidades de un complejo de
maduracion especifico para citocromos tipo ¢; Lep, peptidasa para el corte de la secuencia seiial
lider; ¢, citoplasma; m, membrana citoplasmica; p, periplasma (Thony-Meller, L. 1997).



1.8 Genes ccmIEFH (cycHJKL)

En Neurospora crassa y Saccharomyces cerevisiae, dos enzimas hemoliasas,
catalizan respectiva y especificamente el enlace covalente del grupo hemo a
apocitocromos tipo ¢ 0 ¢1 (Dumont y col, 1987; Drygas y col., 1989. En bacterias, se
ha sugerido que el operdn cemIEFH codifica para la hemoliasa. Aunque, existen
datos contradictorios a esta sugerencia, ya que en Helicobacter pylori, a excepcion de
cemF, no se han encontrado homélogos a ccmIEH, y sin embargo, es capaz de
producir citocromos tipo ¢ (Tomb y col., 1997).

En R. leguminosarum, S. meliloti y Bradyrhizobium japonicum, los genes
cemlIEFH se encuentran en un solo operén. Este operén es esencial para la
biogénesis de citocromos tipo ¢, ya que mutaciones en estos genes provocan
incapacidad para fijar nitrogeno atmosférico, y parece ser causado por la ausencia de
citocromos celulares tipo ¢. Esto es importante, ya que la oxidasa simbidtica 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 ccml descritas, fallan para ensamblar y madurar
citocromos tipo ¢. Se ha propone que Ccml 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 encontré que mutantes de ccm/ en B. japonicum
y P. denitrificans presentan una expresion residual de citocromos tipo ¢ 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 hélices 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 funciéon de Ccml en la biogénesis de citocromos ¢, mientras que el
ensamblaje de citocromos solubles tipo ¢ es dependiente de esta parte de la proteina
Ceml (Lang y col., 1996). En algunas circunstancias, en ausencia de Ccml, pueden
haber niveles bajos de biogénesis de citocromos tipo ¢ (Page y col., 1998).

CemE (cyeJ) es una proteina periplasmica que estd 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 hemo (Thény-
Meyer, 1997). Esta proteina posiblemente puede actuar como un acarreador del
hemo periplasmico, evitando la agregacion de hemo libre. La reduccion del hemo-
fierro en el ambiente oxidativo del espacio periplasmico, puede ser otra posible

10



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

CemF (cycK) esta unido a la membrana, es altamente hidrofébico, y contiene
de 12 a 15 hélices transmembranales, presenta lazos periplasmicos y lazos
citoplasmicos. La alta proporcion de aminoicidos aromadticos en los lazos
periplasmicos, junto con un motivo WGGWWFWD que se sospecha esta involucrado
en la unidén al hemo, sugiere que estos motivos pueden estar permitiendo la
interaccidn con el anillo hidrofébico de la porfirina del hemo (Thény-Meyer 1994,
von Heijne, G. 1992).

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

1.9 ccmIEFH en otras bacterias.

En Rhodobacter capsultaus se ha encontrado la presencia de Ccml. Ceml esta
compuesto por dos dominios funcionales que pueden reconocer diferentes citocromos
tipo c. El dominio amino terminal, que consiste de dos hélices transmembranales, es
necesario para el ensamblamiento de citocromo cj. No se ha identificado un
homélogo de ccmE en R. capsulatus. ccmF 'y ccmH también se encuentran en
Rhodobacter capsulatus, donde se conocen como cclly ccl2, respectivamente
(Beckman y col., 1992).

También se han encontrado homologos de los genes cem/EFH en una variedad
de bacterias, incluyendo a Escherichia coli (Thony-Meyer y col., 1995),
Haemophilus influenzae (Fleischmann, y col., 1995) y Paracoccus denitrificans
(Page y Ferguson, 1995). De igual manera, se han identificado homdlogos 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
extremo amino es similar a cemH (cycL ) y en su porcion carboxilo es similar a cem/
(cycH ) (Thény-Meyer, 1997).
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2 ANTECEDENTES

2.1 Mutantes de R. etli con alteraciones de citocromos y fijacién de nitrégeno

En trabajos previos (Soberén 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 IFCO1 fueron aisladas por mutagenizacién con el fago mini-
Mu y el transposén TnS, respectivamente. Estas cepas presentan niveles disminuidos
de citocromos tipo ¢; forman nédulos pero no infectan (CFN4202) o infectan muy
poco (IFCO01), y ninguna de ellas es capaz de fijar nitrégeno (Soberén 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 cemE, ccmF
y ccmH para una enzima (liasa) que tiene como funcion la de unir covalentemente el
grupo hemo a los citocromos tipo ¢ (Thony Meyer, 1994). El fenotipo Fix~ de las
cepas, CFN4202 e IFCO01, afectadas en la biogénesis de citocromos tipo ¢, sugiere
que existe una via respiratoria que utiliza preferencialmente a los citocromos tipo c, y
que ésta es esencial en los primeros estadios de la interaccion simbiotica y para
sustentar la actividad de la nitrogenasa.

2.2 Expresion de fixNOQP en R. etli, regulacion por NTRC y AICAR

En R. meliloti, la expresién de los genes fixNOQP estan regulados
principalmente en respuesta a la disponibilidad del oxigeno, através de una cascada
que detecta oxigeno, realizada por los productos de fixL, fixJ y fixK. Los genes fixL
y fixJ son miembros de la familia de reguladores de respuesta de dos componentes,
involucrado en controlar la expresion genética bacteriana en respuesta a cambios en
el medio ambiente. El producto del gen fixK activa la transcripcion del operdn
fixNOQP y regula negativamente su propio promotor (Batut y col., 1989).

En cuanto a la regulacidn de la oxidasa simbidtica terminal cbbs (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 cbb; cuando
la bacteria se crecid en vida libre, sugiriendo que ntrC juega un papel importante en
controlar la produccion de la oxidasa simbidtica en R. etli. La expresion defixN no
fue afectada en la cepa CFN2012 (ntrC-). De esta forma, que es posible que la

12



regulacidn negativa de la produccion de la oxidasa terminal simbidtica por nitrogeno,
sea uno de los puntos de control para la represién 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 auxétrofos 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 fusién fixN-LacZ de R.
etli, muestran que en mutantes afectadas en diferentes pasos de la via biosintética de
purinas, el nivel de expresion fue tres veces mayor que en la cepa silvestre, excepto
en la mutante purf, que presentd niveles similares a la silvestre (Soberon, y col.,
1997). El producto del gen purH cataliza la conversion de AICAR a FAICAR e
Inosina, por lo que esta molécula (AICAR), o un metabolito relacionado, pudiera ser
la molécula represora de la expresion en la cepa silvestre. La adicion de AICA
ribésido disminuyé el nivel de la expresion en las mutantes en purfF, asi que
probablemente las purinas afectan negativamente la produccién de la oxidasa
terminal cbb; en R. etli (Soberén, y col., 1997).

El analisis espectral y el contenido de citocromos tipo ¢ en la cepa silvestre, ha
mostrado que la oxidasa simbiética terminal no es detectable, todavia cuando la
expresion del operdn fixNOQP se induce en cierto grado. Por lo tanto, se propone
que un proceso postranscripcional y no solamente transcripcional, puede limitar la
produccion de la oxidasa terminal cbb; 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 través de ntrC puede modular no solo la transcripcién del operon
fixNOQP, sino también alguno de los pasos involucrados en la biogénesis de la
oxidasa terminal cbbs, como seria el paso catalizado por ccmIEFH.
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3 OBJETIVO

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

Este proyecto es parte de un proyecto mas amplio del grupo del Dr.
Mario Soberén, que pretende estudiar los mecanismos moleculares que
regulan la expresion genética y la biogénesis de los 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 cabo a traves de
identificar, aislar y caracterizar los genes estructurales y reguladores,
relacionados con la biogénesis 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
caracterizacion de mutantes que tienen afectada la respiracion.

3.1 Objetivo general

Estudiar la participacion de los genes ccm/EFH cromosomales de R. etli
en la maduracion de citocromos tipo c.
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3.2 Objetivos especificos
1.- Determinar la organizacion transcripcional de los genes ccmIEFH.

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

3.3 Tareas de investigacion

1.- Mapear el promotor de ccm/ y estudiar la posible existencia de otros
promotores en el operon ccmlEFH.

2.- Hacer fusiones transcripcionales con el gen de lacZ, del promotor
cromosomal del gene ccm! 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 B-galactosidasa de las cepas construidas, creciendo
en diferentes condiciones de cultivo.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas bacterianas y plasmidos utilizados

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

R. etii
CFN42

CE-3

CFN2012

CE-106

SAM100

CFNX186

E. coli
§17-1

_Tabla No. 4.1: Cepas bacterianas y plasmidos utili

Cegas | Caracteristicas relevantes

glésmidos.

plasmidos

zados.

Fuente o referencia ||

Cepa silvestre, Nod™ Fixt

Sm, derivada de CFN42
ntrC::TnS derivada de CE3

PurF::Tn5 mutant

phaC::Q-Km' derivada de CE3

cepa derivada de Rhizobium etli carente del
plasmido f.

Cepa conteniendo un RP4
malmente, que permite la mobilizacion de

Cromaoso-

Quinto y col., 1982
Noel y col., 1984
Moreno y col., 1985

Noel y col. 1988

Cevallos y col., 1996

Brom y col., 1992

Simon y col., 1983.

pPMP220

pML7

pSK o pKS

pJR-744psk

pJR-0.748

pJR-0.852

Vector util para fusiones transcripcionasles
lacZ, Tct

Plasmido derivado de pKS bluescript portando
un inserto (EcoR1-EcoR1) de 2.8 kb que lleva
los genes cemf, cemE, v 219 pb de cemF,
ademas de 1058 nucledtidos cuesta arriba del
inicio de traduccion de comd

Vector de clonacién con un pollinker de 21
sitios unicos, Bluescript, colel, f1, promotor

lacZ, Ampt.

Plasmido derivado de psK portande un inserto
de 0,744 kb conteniendo el promotor del gen
ceml cromosomal de Rhizobium etli.

Plasmido derivado de pMP220 portando un
inserto de 0.748 Kb conteniendo el promotor
del gen ecml cromosomal de Rhizobium etli.

Plasmido derivado de pMP220 portando un
inserto de (.85 Kb conteniendo 135 pb de ceml,

Spaink y col., (1987)

Tabche, 1995

Stratagene

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

el gen ccmE y 219 pb de comF.




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 al 0.3%, CaCl,2H,0, mM. (Noel y col., 1984).

4.2.2 Medio Minimo (MM): Para crecimiento de Rhizobium en vida
libre, que consiste de MgSO,7H,0 0.4056 mM, K,HPO, 1.263 mM, é&cido

succinico 5 mM pH 6.8, CaCl, 2H,0 1.5 mM, FeCl;6H,0 0.0407 mM, NH,CI1 10
mM.

4.2.3 Medio YS (Yeast-Succinato): Para crecimiento de Rhizobium
que consiste de K,HPO, 2.87 mM, KH,PO, 3.674 mM, MgSO,7H,0 0.8113

mM, NaCl 1.71 mM, Extracto de levadura 0.5%, CaCl,2H,0 0.272 mM pH 6.8,
acido succinico 5 mM pH 6.8.

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

Nota: Para medios sélidos se les agregd agar a una concentracion final de 1.5%.

4.3 Condiciones de cultivo

Ia temperatura de crecimiento para R. et/i fue de 30°C y para E. coli de
37°C. Los cultivos en medio liquido fueron agitados a 200 rpm durante el tiempo
requerido para cada experimento; los cultivos en medio s6lido fueron incubados
hasta observar colonias aisladas (aproximadamente 3 dias para R. etli y de 24 hrs
para E. coli ).
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4.4 Antibioticos:

Antibiético Notacion | Comeentracién final
en el medio
Acido Nalidixico Nal20 20 (ug/ml)
Estreptomicina Sm200 200 (Lig/ml)
Kanamicina Km30 50 (Ug/ml)
Tetraciclina Tc!0 10 (Lig/ml)

4.5 Soluciones amortiguadoras

4.5.1 Tris Acetatos (TAE): Soluciéon amortiguadora que consiste de
NH,C(CH,OH) Tris base 0.4 M ,CH;COOH é&cido acético glacial 0.2 M pH 8,

EDTA 10 mM.

4.5.2 Taurina (gel buffer glicerol): Tris Base 90 mM, Taurina 29
mM, Na,EDTA2H,0 0.5 mM.

4.6 Enzimas e isotopos

Las endonucleasas de restriccion, ligasa de T4, fueron obtenidas de la
compafiia BOEHRINGER MANNHEIM vy los is6topos se obtuvieron de
AMERSHAM, Co. utilizados conforme indicaciones del fabricante (Maniatis y
col., 1982)

4.7 Aislamiento, purificacion y verificacion de DNA plasmidico

Para aislar los plasmidos, se inocularon las cepas portadoras, en 5 ml de
medio Lb liquido mas el antibidtico al cual son resistentes, incubandolas durante
24 hrs a 37°C en agitacion (200 rpm) en tubos de ensaye estériles (13 x 100). Se
colocd 3 ml del cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugd durante 20 seg a
14,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié la pastilia en 175 pl de
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TES (15% de sacarosa; TRIS 50 mM pH 8; EDTA 50 mM pHS). Se le adiciono
25 pl de lisozima (stock a 10 mg/ml), se mezcld suavemente por inversién y se
incubd en hielo durante 20 minutos. Se adicioné entonces 400 pl! de agua
ultrapura helada y se mezcl6 suavemente por inversion incubando 15 minutos a
73°C. Posteriormente se centrifugaron los tubos 15 minutos a 14,000 rpm. En el
fondo de los tubos de centrifugado se forma un sedimento viscoso (de material
celular), que lleva DNA gendmico, y se extrajo mediante un palillo nuevo y
estéril, quedando solo el sobrenadante en el tubo; se adiciond 60 pl de NaCLO,
5M al sobrenadante y se mezclé suavemente por inversion. Fue precipitado con
600 pl de isopropanol. El DNA plasmidico, se mezcld por inversion y se
centrifugd la mezcla durante 15 minutos a 14,000 rpm, se decant6 el isopropanol,
se lavd la pastilla con etanol al 70%, se decantd el etanol y se secd la pastilla
(DNA plasmidico) con vacio 0 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
método reside en la gran cantidad de DNA plasmidico obtenido en comparacion
con otras técnicas.

Para utilizar el DNA plasmidico para otros fines como el de PCR, se
necesitod purificarlo utilizando el siguiente método. Se resuspendié la pastilla en
100 ul de agua desionizada, se agregaron 300 ul de fenol saturado a los tubos y
se agitaron en vortex. Se agregaron 300 pl de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) y se agitaron en vortex. Se centrifugaron entonces a 14,000 rpm y se
transfirio 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 mezclé por inversion. Se
pusieron los tubos en un ultracongelador (-70°C) durante 15 min, para obtener
una mejor precipitacion del DNA. Posteriormente se centrifugaron durante 10
min a 14,000 rpm a 4°C. Se decantd el etanol y se lavaron las pastitlas con 200-
500 pl de etanol al 70 %. Las pastillas se secaron con vacioc o a 45°C y se
resuspendieron en 20 pl de TE-RNAasa o agua desionizada guardando a -20°C.

La presencia del plasmido se verifico por electroforesis en geles de
agarosa, se tomaron 5 ul de cada muestra de DNA plasmidico y se agregd 1 pl de
colorante “Dye mix” (Azul de bromofenol 0.25%; Xilen-cianol 0.25%; TAE 1%;
Ficol 20%), se colocaron en los carriles de un gel horizontal de agarosa al 1%
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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 cabo a 100 V durante el tiempo
necesario y que dependid del tamafio de los plasmidos o fragmentos deseados,
usando como amortiguador de corrida TAE 1X. El gel se tifio con bromuro de
etidio (300 pg/lt dH,0) durante 15 min y se trasladé a una pantalla de luz U.V.
para verificar las bandas correspondientes a los plasmidos purificados y asi de
esta manera constatar su presencia dentro de las bacterias candidatas.

4.8 Construccion de las fusiones con lac-Z.

Se disefi6 de manera precisa una estrategia para clonar el promotor de
ceml. Para ello se amplificd un fragmento de DNA mediante la técnica de PCR,
utilizando como oligo “Upper Primer” la secuencia del primero T7 (localizado
cuesta arriba del fragmento ccmlEFH ) 5’GTAATACGACTCACTATAGG3 ya
que el DNA molde usado fue extraido a partir del plasmido pML7, y para fines
de clonacion, se utilizd como oligo “lower primer” la secuencia
5'GCTCTAGAGCTGCGATGGCAGATC3’, disefiado para insertar un sitio de
restriccion Xbal a una distancia de 345 pb cuesta abajo del inicio de traduccion
de cemi. El fragmento amplificado se digirié con las enzimas Pst/ y Xbal,
liberando un fragmento, el cual se clond al plasmido vector pSK. De la
construccion resultante (plasmido pJR-744psk), se consideré un sitio de
restriccion EcoRI en el polilinker del vector (pSK), y el plasmido se digirié con
las enzimas EcoRI vy Xbal. El fragmento derivado se subclono al plasmido
reportero pMP220. Por otra lado, para la fusion cecmEF-lacZ, se digirid el
plasmido pML7 con las enzimas BamHI y EcoRl, y el fragmento liberado se
subclono al plasmido pMP220, el cual fué previamente digerido con las enzimas
BglIl y EcoRI (los sitios Bglll son compatibles con los sitios BamH1 ).
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4.9 Construccion de cepas de Rhizobium etli.

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

4.9.1 Crecimiento de cultivos bacterianos: Se inoculd 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 agitaciéon (200 rpm).

4.9.2 Extraccion y lavado de células bacterianas: Se centrifugo
1.5 ml del medio saturado en un tubo eppendorf estéril en cada condicidn, a una
velocidad de 14,000 rpm durante 30 segundos. Se deseché el sobrenadante, y se
resuspendié la pastilla en 1 ml de MgSO,; 10 mM, estéril. Se centrifugd
nuevamente a 14,000 rpm durante 3 min. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla, esta vez, en 20 ul de MgSO, 10 mM; esto se hizo para

cada cepa por separado.

4.9.3 Cruza bacteriana: Se mezclaron en un tubo éppendorf estéril 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 pl
de cada mezcla, y se sembrd con una gota (formando un parche) en cajas petri
con medio PY sin antibiético. Las cajas petri se incubaron a 30°C durante 24 hrs.

4.9.4 Aislamiento de bacterias: Con un asa bacteriana estéril, se
tomaron las bacterias del parche formado, transfiriéndolas a un tubo eppendorf
estéril. La muestra se resuspendid en 1 ml de MgSQO4+ Tween 0.1% (detergente)
estéril.  Se centrifugé entonces durante 15 seg a 14,000 rpm (centrifuga
eppendorf 5415 C) y se decanté el sobrenadante. La pastilla se recuperd en 350
il de MgSO,4 + Tween 0.1% estéril, del cual se tomaron diferentes muestras (50,
100 y 200ul). Cada muestra se distribuyd separadamente con una espatula de
vidrio estéril en cajas petri, con PY suplementado con los antibidticos adecuados
para hacer un medio de seleccion (dependiendo de las células conjugadas), para
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aislar de esta manera las bacterias de R. etli que hubieran recibido el plasmido
(resultantes de la conjugacion, y que son Tct).

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

CEPAS CONJUGADAS CEPA RESULTANTE (resistente a)
CE-3 + 817.1/pJR0.748 CE-3/pJR0.748 (Nal'Sm'TcT)
CE-3 + S17.1/pJR0.852 CE-3/pJR0.852 (Nal'Sm'Tc!)

CFN2012 + S17.1/pJR0.748 | CFN2012 /pJR0.748 (Nal'SmKm!TcT)
CFN2012 + S17.1/pJR0.852 | CFN2012/pJR0.852 (Nal'Sm'KmTcY)

CE-106 + S17.1/pJR0.748 CE-106/pJR0.748  (Nal'Sm'KmfTcl)
CE-106 + 817.1/pJR0.852 CE-106/pJR0.852  (Nal'Sm'Km'TcT)

SAMI100 + S17.1/pJR0O.748 | SAM100/pJR0.748 (Nal’Sm'Km'T¢")
SAMI00 + S17.1/pJR0.852 | SAM100/pJR0.852 (Nal'Sm'Km!Tcl)

4.10 Mapeo del inicio de transcripcion

Se utilizé como primero un oligonucleétido sintético disefiado a partir de la
secuencia de DNA cromosomal (GTTCTGACGGCAGCCGTCGCCT) de ceml, éste
oligo se encuentra localizado a 21 nucledtidos cuesta abajo del inicio de Ia
traduccion de ccml. A fin de trabajar con la copia cromosomal de ccml, el RNA
mensajero se obtuvo de células de la cepa CFNX186 (mediante el paquete High
Pure RNA isolation Kit, de la compafiia BOEHRINGER MANNHEIM), que
fueron crecidas y colectadas a 8 hrs de incubacidn, en medio rico Py a 30°C. De
igual forma, se extrajo RNA mensajero de las cepas CE-3 y CE-3/pJR0.748
crecidas en las mismas condiciones que la cepa CFNX186. El DNA templado
utilizado para las secuencia, se purificd a partir de la clona pML7.

El Oligo se marcé mediante la siguiente reaccion en un volumen total de 20
ul: Oligo 10 pMol, Buffer PNK (10X) 2 pl, y-ATP 2p 25 HUCuries, Enzima PNK
(Polinucleotido Cinasa) 4 ul de una dilucidn 1:10 con H,O. La reaccion se incubd
1 hora a 37°C y después se inactivo a 95°C durante 3 minutos.
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La reaccién de empalme entre el RNA y el oligo, se realizé con la siguiente
reaccion en un volumen total de 20 ul: Tris 1M pHS, 0.66 ul; NaCl 2.5M, 1.66
ul; Oligo marcado, 1 pmol; RNA 30 pg. La reaccidon se incubo tres minutos a
90°C y se dejo enfriar hasta alcanzar la temperatura de 42°C, entonces se procedio
a llevar a cabo la reaccion de retrotranscipcion (RT), agregando al coctel anterior
RNAsina (inhibidor de RNAsa) 0.5 ul; Buffer RT (5X)}, 7.4 ul; dnTPS (2.5 mM),
2.0 ul; DTT 10 mM, 3.7 ul; Enzima transcriptasa reversa, 0.5 pl; H»O, 3.0 pl.
La reaccion se incubd 1 hora a 42°C, el DNA se precipitd al vacio y se
resuspendié en 5 1 de buffer “Stop mix” (solucién que contiene formamida; Azul
de bromofenol, 0.25%; v Xilen-cianol, 0.25%); ésta fue la muestra para un gel de
poli-acrilamida (Urea 7M, Tris Base 90 mM, Taurina C,H;NO; 29 mM,
Na,EDTA2H,0 0.5 mM, acrilamida 2.8 M, persulfato de amonio (NH,) ,5,04

4.4 mM, Temed 2.15 mM), junto con una reaccion de secuencia ocupando el
DNA templete y el mismo oligo. La reaccion de secuencia se llevo a cabo
utilizando el paquete “Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing kit”, de la compafiia Amersham LIFE SCIENCE. La secuencia y el
inicio de transcripcién se identificaron en peliculas para autorradiografia (High
performance chemiluminescense film, de la compafiia Amersham LIFE
SCIENCE) que fueron expuestas por contacto al gel donde se corrieron las
muestras.

4.11 Crecimiento de Rhizobium en medio liquido

Para evaluar el crecimiento de las cepas de R. et/i, se determiné la cinética
de crecimiento en medios liquidos, PY, YS y MM, procediendo de la siguiente
manera: se sembraron las distintas cepas de R. et/li en medios de PY solido en
caja petri, a partir de células almacenadas en glicerol al 20%, a -70°C, y se
dejaron incubar los medios durante tres dias (o hasta ver colonias aisladas) a
30°C, después se procedio a sembrar las bacterias en medio PY liquido con sus
respectivos antibidticos de seleccion, incubando a 30°C y 200 rpm en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio estéril. Transcurrida 12 hrs (cuando
las células se encuentran en fase exponencial de crecimiento), se tomaron dos
alicuotas de medio para los ensayos de Lowry y B-galactosidasa, lo mismo a las
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36 hrs de crecimiento (fase de crecimiento estacionario). A las 36 hrs, cada
cultivo se mididé a 540 nanémetros (nm) de dispersién de luz para verificar que
crecieron a saturacion (~1 D.O.,,), esto se hizo tomando 1 ml de cada cultivo.
Se centrifugd 30 ml de la suspension de bacterias en tubos de centrifuga estériles
de 40 ml, durante 5 min a 10,000 rpm a 4°C, se decanté el medio y se
resuspendid la pastilla en agua destilada estéril. Se centrifugd otra vez en las
mismas condiciones y se decantd el sobrenadante. La pastilla formada se
resuspendio en el mismo volumen de Sulfato de Magnesio 10 mM en un volumen
comparable al sobrenadante anterior (Iml). Se midié la D.O.54, de la suspension
y se calculo el volumen de indculo, para ahadir en matraces Erlenmeyer de 250
ml con 100 ml de medio YS para obtener una D.0O.54 final de 0.05 en cada
matraz. Ya inoculados los matraces se pusieron en agitacion a 200 rpm a 30°C.
Se tomaron dos alicuota de cultivo a las 36 hrs de crecimiento para los ensayos de
Lowry y B-galactosidasa. De la misma manera que los 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 los ensayos de Lowry y B3-galactosidasa.

4.12 Cinéticas de crecimiento y expresion de actividad de
B-galactosidasa

Para las cinéticas de crecimiento y expresion de actividad B-galactosidasa,
se hizo los ensayos de la misma manera que en la seccion 4.11, a excepcion de que
las alicuotas en el Gltimo cultivo, ya sea YS o MM, se tomaron cada 4 hrs durante
36 hrs de crecimiento. La cinética se siguié tanto por D.O.540 como por
expresion de actividad de -galactosidasa.

4.13 Determinacién de actividad enzimatica de B-galactosidasa.

La medicion de la actividad enzimatica de B-galactosidasa de las diferentes
cepas de Rhizobium etli fue 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
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una concentracion final en el medio de 0.05 de absorbencia a 540 nm, al inicio
del crecimiento. Para medir cada una de las actividades enziméticas en cada

condicion, se tomaron dos alicuotas del cultivo, calculando tomar el equivalente a
1 ml de células a una DOs,q.de 0.7. Las células se sedimentaron a 10,000 rpm,

durante cinco minutos y la pastilla formada se resuspendié en 500 ul de MgSO,
10 mM, y se agitaron vigorosamente en vortex durante 10 segundos. Se tomo 100

ul para la determinacion de proteina por Lowry, y otros 100 ul para los ensayos
de B-galactosidasa, que se afiadieron a 900 pl de buffer Z (Na,HPO,.7H,0 60

mM, NaH,PO4.H,0 40 mM, KCI 10 mM, MgS0,.7H,0 1 mM, B-mercaptoetanol
50 mM) en tubos de ensaye (13 x 100); se afiadieron 30 ul de SDS 0.1% y 30 ul
de cloroformo, y se agit6 el tubo vigorosamente en vortex durante 10 segundos,
de esta manera las células se rompen y liberan la B-galactosidasa, incubando
después la mezcla 5 minutos a 30°C antes del ensayo. Se afiadieron entonces
200l de inductor ONPG (O-nitrofenil-3-D-galactosido) (4 mg/ml en buffer de
fosfato 0.1 M pH 7= solucién equimolar Na,HPO, 0.05M, NaH,PO, 0.05 M) y se
mezclé bien, se esperé hasta ver un color amarillo, y se paré la reaccién
agregando y mezclando bien, 500 ul de Na,CO; IM. Se centrifugaron las
muestras 5 minutos a 3,000 rpm, se tomé 1 ml del sobrenadante y se leyeron en
un espectrofotometro a 420 nm de absorbencia.

4.14 Determinacion de proteina por el método Lowry

Se tomardn los 100 pl de células resuspendidas en 500 pl de MgSO, 10
mM + SDS y cloroformo (ver parrafo anterior) y se adicionaron a 900 pl de
agua en tubo de ensaye (16 x 125), se agregaron tres ml de solucion AB (solucion
A=Na,CO; 188.7 mM, NaOH 100 mM, tartrato de Na y K 5.6 mM, SDS 34.6
mM; soluciéon B= CuSO,5H,0 4%. A una relacion 99:1 de solucion A:B) se
mezcld en vortex y se incubdé 40 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron
300 pl de una mezcla 1:1 folin:agua y se incubd 30 minutos a temperatura
ambiente. Se tomo la lectura de la muestra en espectrofotometro a 600 nm de
absorbencia, calculado los mg de proteina utilizando como referencia una curva
standard de albimina de bovino.
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4.15 Analisis de datos

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

Actividad de B-galactosidasa: Unidades/ml=  DO420 x 1.76 x dilucion
0.0045 x t(min)

donde una unidad es la cantidad de enzima que se requiere para producir
1 nmol de o-nitrofenol/min 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 cabo la reaccion.

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

programa.
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S RESULTADOS

5.1 Mapeo del inicio de transcripcion de ccml

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

Los resultados obtenidos con el ensayo de extension del primero di6 una
sefial que se localiza en una adenina (Fig. 5.1.b, que viene siendo €l primer
nucledtido del ATG (inicio de traduccién) de ccml. A partir de esta sefial, 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 observo la presencia de una secuencia Shine-
Dalgarno, tomando como punto de partida esta sefial de inicio de transcripcion.

G TOSGTIG AAATCGTTIC CAAOCI:;(;JAAT TCOGGOGRAT AGCCTCAAAT 50
- -10

CTTCGTCATT CCQRCTTTAS CAQITGCANT AGGOTGOGCT TCACEIATTT 100

Primero cycHeft

*
CCGATAT GCIGTICTGG ATTCTCGTIG COGTICTGAC GECAGCOGIC 150
Me tleuPhelrp IleLewvalA laValleuTh rAlaAlaVal

G TICATCC TGCTCTACCC CCTICTCOGT GGEIGCGERALG CEGCECAGAA 200
AlaPheTlel, enleuTyrPr oleuleuARg GlyAlalysA laAl aGInAs

* sefal de la ext ensién del primero

Figura 5.1.a Muestra el sitio de pegado del primero cycHeft, ademas 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 : Andlisis de la extension del primero del gen ccml en R. etli. El inicio de
la transcripcién fue mapeado en la Adenina (A ) del inicio de traduccion de ceml (ATG),
cada linea contiene diferentes concentraciones de RNA[ % 60 30 Jug.
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5.2 Construccion de la fusiéon ccml-lacZ

Debido al interés en obtener un conocimiento mas extenso sobre la
participacion que tienen los distintos genes involucrados en la biogénesis de la
oxidasa terminal simbidtica cbbs, se estudio la regulacidn del operdn ccmlEFH
de R. etli (el cual se propone que actua uniendo covalentemente el grupo hemo
a citocromos tipo ¢). Para ello, fue necesario hacer una fusidn transcripcional
del promotor del operén ccmIEFH con el gen reportero lacZ. Esto se realizd
amplificando un fragmento de ADN cromosomal de R. et/i 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 Métodos). A partir de este
fragmento de ADN amplificado, se corté un fragmento (Pst/-Xbal ) de 744 pb,
el cual se subcloné al plasmido vector pSK (ver Material y Métodos), resultando
el plasmido pJR-744pSK. A partir de esta construccion se subclond un
fragmento (EcoRI-Xba ) de 748pb al plasmido reportero pMP220 (ver Material
y Métodos), resultando el pladsmido pJR-0.748 (el cual lleva un fragmento de
DNA con 399 pb cuesta arriba del inicio de traduccion de ceml 'y 345 pb cuesta
abajo de este mismo inicio de traduccidn, fusionado transcripcionalmente al gen
reportero lacZ. (fusion ccmli-lacZ) (Fig 5.2).

5.3 Expresion de la fusion ceml-lacZ en cultivos
exponenciales y estacionarios de YS.

En Rhizobium, la produccion de citocromos tipo ¢ es mas abundante
durante el crecimiento exponencial, que en la fase de crecimiento estacionario.
Por esta razdn, se estudié la regulacién de ccmli-lacZ durante el crecimiento, y
para ello se transfirié el plasmido pJR-0.748 (fusién ceml-lacZ) , a la cepa
silvestre CE-3 de R. etli, dando lugar a la cepa CE-3/pJR-0.748, en la cual se
determino la actividad de la expresion del promotor de ceml, mediante ensayos
de B-galactosidasa en células crecidas y colectadas a 12 horas (crecimiento
exponencial) y 36 horas (crecimiento estacionario) de incubacién en medio YS,
MM y PY (como se indica en Materiales y Métodos).
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Tabla 5.1 Valores de expresion de la fusion ccml-lacZ en distintos
medios de crecimiento.

PY YS__ | MM
12hrs | 11919 %2127 | 5176 * 1087 | 1843 * 393

36 hrs 4427 1168 | 1593 £ 114 | 779 20

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

5.4 Expresion de ccmlI-LacZ durante el crecimiento.

Para determinar de manera mas detallada la relacién de induccién de
ceml-LacZ con respecto al crecimiento, se realizaron cinéticas de crecimiento,
tomando muestras de células en distintos puntos de la curva de crecimiento, de
cultivos de la cepa CE-3/pJR0.748 creciendo en medio YS y medio minimo
(MM) (como se indica en Material y Métodos). A estos se les midié la D.O. vy
se les determiné la actividad de B-galactosidasa; de esta manera, se obtuvo una
curva de crecimiento y una cinética de induccion en los mismos puntos, lo que
permitié correlacionar ambos parametros.

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

En medio minimo (MM) no se observo el nivel de induccién de cem/ que

se obtuvo en YS, sino que también se observd 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 Regulacién de ccmI-LacZ por Oxigeno

En R. meliloti, 1a expresion de los genes fixNOQP esta regulado
principalmente en respuesta a la disponibilidad de oxigeno. Con el interés de
establecer si el operdn cemIEFH, al igual que los genes fixNOQP, pudiera
estarse regulando por la disponibilidad el oxigeno; se inocularon cultivos
aerobicos (medio YS) y microaerdbicos (medio YS con una atmésfera de 2% de
0,), con la cepa CE-3/pJR-0.748, incubandose los cultivos durante 12 hrs
(momento en que las células se encuentran en la fase exponencial de
crecimiento). Al término de este tiempo, se tomaron muestras de los cultivos y
se les determind la actividad de B-galctosidasa.

ccmi-tacZ YS
12000 5

10000 1

8000 1 : -

8000 - '|' )

4000 N

Unidades f-gal/mg proteina

2000 1
T

0 i
precultivo YS 12 hrs .aerobiosis 12 hrs Microaerobiosis

Figura 5.5

Los datos obtenidos (Figura 5.5), muestran que existe una expresion de la
fusion ceml-lacZ, de casi dos veces, en cultivos microaerobicos, en
comparacion con la expresion obtenida en cultivos aerdbicos. De esto se
concluye, que existe un efecto sobre la induccién de ccml, que depende de ia
disponibilidad de oxigeno.
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5.6 Papel de ntrC y la via biosintética de purinas sobre la
expresion de ccml-Lacz

Entre los efectores que regulan la expresién de la oxidasa simbidtica
terminal (cbb,), se sugiere que n#rC juega un papel importante, ya que una
mutante ntrC ~ de R. etli produjo la oxidasa cbb,, cuando la bacteria se crecid

en vida libre; cosa que no se observa 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 fusion fixN-lacZ
presenta una expresion tres veces mayor en mutantes afectadas en distintos
pasos de la via biosintética de purinas, comparada a los valores de expresién
presentados por la cepa silvestre.

Por lo anterior, y para estudiar si el efecto del amonio a través de ntrC 6
el metabolismo de purinas pueden modular no solo la transcripcion del operon
fixNOQP, sino también al operdn ccm/EFH, se introdujo entonces el plasmido
pJR-0.748 a las cepas de R. etli CFN2012 (ntrC ) y CE-106 (purf 7). Se
determind entonces los niveles de expresion de la fusion ccmi-lacZ en las cepas
construidas (CFN2012/pJR-0.748 y CE-106/pJR0.748) cultivadas en medio YS
durante 12 hrs, y se realizaron ensayos de [-galactosidasa en muestras tomadas
de los cultivos en este tiempo (12 hrs).

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

Fusion ccmli-lacZ en
CE-3 CFN2012 CE-106
YS 12 hrs 5176 5630 4586

Los datos obtenidos (tabla 5.2), indican que ni n#+C ni las purinas, ejercen
un efecto regulador en ceml-lacZ, ya que no se observo diferencia significativa
con los valores de induccidn presentados por ccmi-lacZ en las cepas CFN2012
y CE-106, en comparacion con los valores presentados en la cepa silvestre.
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5.7 Papel de la disponibilidad del poder reductor sobre la
regulacion de la fusion ccmli-lacZ

Para estudiar el papel de la disponibilidad del poder reductor en la
regulacién de la fusion cemli-lacZ, se transfirio el vector pJR-0.748 a la cepa

mutante de R. etli SAM100 (cepa phaC- ), que no acumula PHB (poli hidroxi
butirato) y por lo tanto presenta niveles de poder reductor mayor (Cevallos y
col., 1996). La cepa generada, SAM100/pJR-0.748, se cultivé durante 12 hrs en
medio YS en aerobiosis y microaerobiosis, y se determind la actividad de 8-
galactosidasa en muestras tomadas a este tiempo (12 hrs).

ccmil-lacZ 12 hrs YS !

14000 - -

12000 -

10000 -

nCE-3 |
B SAM100/

4000 -

unidades B-gal/mg proteina

2000 -

Precultivo Aerobiosis Microaerobiosis

Figura 5.6

Los datos obtenidos (Figura 5.6), indican que los niveles de expresion de
ceml-lacZ en la cepa SAMI100, fueron dos veces mayores con respecto a la
cepa silvestre CE-3, cuando se crecen en condiciones aerdbicas. Por otro lado,
se observa una induccion mayor de ccmi-lacZ en condiciones microaerdbicas
en la cepa SAMI100, comparada con la obtenida con la cepa silvestre (CE-3);
esta induccidn en microaerobiosis en la SAMI100 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 c€lula, el cual

regula la expresion de ccml-lacZ.
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5.8 Construccion de la fusion ccemEF-lacZ

Se han obtenido en el laboratorio datos recientes, que apuntan a que el
gen ccmF es importante para la biogénesis de citocromos tipo ¢ y por lo tanto
para la biogénesis de la oxidasa simbidtica, ya que una mutante cromosomal

cemF de R. etli (cepa IBTK3), 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
nitrégeno atmosférico (Tabche y col., datos no publicados).

Basados en estos datos y dado a que es importante la expresion de cemF
para conservar el fenotipo TMPD®, se sugiere entonces la existencia de un
segundo promotor importante en el operén ccm{EFH, ademas del promotor de
ccml), que podria estar ya sea cuesta arriba de cemE o de cemF.

Para poder estudiar aisladamente este segundo promotor hipotético, se
subcloné entonces un fragmento de ADN cromosomal (BamH1-EcoR1) de R.
etli de 852 pb, al plasmido pMP220 (ver seccién 4.11 de Material y Métodos),
dando lugar al plasmido pJR-0.852 (el cual lleva 135 pb de ccml, el gene
cemE, y 219 pb decemF) (Fig. 5.2).

5.9 Regulacion de ccmEFLacZ

Para poder estudiar si los distintos efectores que regulan la transcripcion
de ccmli-lacZ, pueden estar regulando también a la expresion de la fusion
cemEF-lacZ, se transfirio la construccion pJR-0.852 a la c epa silvestre de
R. etli CE-3 y ala cepa mutante SAM100.

Los datos obtenidos (figura 5.7) demuestran que la fusion cemEF-LacZ,
cuando esta en la cepa silvestre, puede expresarse independientemente del gene
cem! en condiciones aerébicas 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 operon cceml/EFH. Por otra parte, cuando la fusién
ccmEF-lacZ esta en la cepa SAM100, no se observa una induccion significativa
de su expresion, como sucede cuando se expresa la fusién ccml-lacZ en la
misma cepa, lo cual indica que la fusion ccmEF-lacZ no se regula por
disponibilidad de poder reductor.
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6. DISCUSION:

Este trabajo forma parte de un proyecto que pretende estudiar los
mecanismo moleculares que regulan la expresién genética, asi como la
biogénesis de los 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 ccml, las cuales
pueden producir citocromos tipo ¢ en ciertas condiciones de cultivo. Para
poder explicar esto, se llevo a cabo la caracterizacién de una reiteracion del
locus cemIEFH localizado en el plasmido pf el cual podria ser responsable de
esta produccién de citocromos tipo ¢. El andlisis de la secuencia revelo que el
locus cemIEFH, presente en el plasmido pf, se obtuvo por transferencia
horizontal seguido de un evento de recombinacién con el locus cromosomal
cemlEFH. La hipdtesis de la transferencia horizontal se basa en la baja
homologia que hay entre los dos genes ccml, los cuales presentan una
homologia de solamente un 57%, mientras que la homologia de los genes
cemE y cemF es mayor al 97% entre los dos locus. La capacidad de las dos
mutantes ccml de R. etli para producir citocromos tipo ¢ 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 cemf”
(IBTk™) no fue capaz de fijar nitrégeno, 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 Ceml codificada por el
locus del plasmido pf, se observa que hay una pérdida de 76 residuos del
extremo carboxilo cuando se compara con la proteina Ccml codificada por el
locus cromosomal. En varios sistemas bacterianos, se presentan homologos
cortos de ccml (los cuales tienen un extremo carboxilo corto) que son
funcionales, ademas existen reportes de mutantes de ccml de Paracoccus
denitrificans y Rhodobacter capsulatus, que tienen la excision del extremo
carboxilo y pueden aun ensamblar citocromos tipo ¢ (Lang y col., 1996). No
obstante a lo anterior, el estudio de una fusién génica de la region promotora
de ceml del plasmido pf, con el gen reportero lacZ, reveld que este gen no se
expresa. En adicidn a esto ultimo, se encontré que el gen ccmF localizado en
el plasmido pf esta interrumpido, lo que nos hace pensar que este gen no s
funcional.

En el laboratorio se han presentado evidencias de que el locus cemlEFH
presente en el cromosoma, estd organizado como un operén, como se ha
sugerido en otras especies bacterianas. Mediante analisis de complementacion
se ha demostrado que cuando una mutante cem/™ inducida por MuD]1 (cepa
CFN4202) se crece en medio sdlido, la insercion del transposon en ésta
mutante tiene un efecto polar en los genes cem/EFH. Sin embargo, en este
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Sumado a lo anterior, el andlisis computacional de la estructura
secundaria del RNA de cem! (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 nucledtidos cuesta arriba del posible inicio de
transcripcion (adenina del ATG) y finalizan a 7 nucleétidos 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 traduccidon de ceml.  Esta estructura tiene una
longtud de 69 pb y una energia libre de -11.1.

De todo esto se puede argumentar, que postblemente la formacion de
una estructura secundaria en el RNA de cemi, que no es disuelta en el ensayo
de extension del primero, podria estar impidiendo el paso de la enzima
transcriptasa reversa a través del RNA y por lo tanto, ésta 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 cycHeft justo en donde se forma la
estructura secundaria, para de esta manera interferir en su formacion y
permitir 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 extensién 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 hipotéticamente estaria cuesta arriba del inicio de
transcripcion encontrado en este trabajo.
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No se ha definido aun la ubicacion de la region promotora localizada
cuesta abajo de ccmi. En Rhodobacter capsulatus, homélogos de ccmF y ccemH
(ccll y cel2) forman una sola unidad de transcripcion (Gabbert y col., 1997),
mientras que el homodlogo de ceml! (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 intergénica entre ccmE y cemF reveld la localizacion

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 andlisis comparativo con el promotor de cc/! de Rhodobacter capsulatus
(Gabbert y col., 1997), encuentra a una regién promotora cuyo Inicio de
transcripcion se encuentra a 69 pb, cuesta arriba del inicio de traduccidon de
ccmF.

Promotor de ccl! en R. capsulatus _‘
-35 -10 \
T FCETRReTT CoFeeaerT ST crr
TOGCCGACAC CGIG—CTTG-CC AAGCATGACG A-GAC-CIRE-AT c@acmso
Shine-Dalgamo -35
GAGGAGGACL .
GTEGCCEACC GACTAMAIC GCAGGGGCTG TGGCAGGAAG GCAAGGGGCA 100
-10
CGAGGOGAAG GOGACGCCAT GATCATOGAG ATCGGCCATT ACGCTCTGGT 150
Me tIleTleGlu IleGlyHisT yrAlaleuva

Figura 6.3. Muestra la secuencia cuesta arriba del inicio de traduccidon de
cemF  con el inicio de transcripcion (¥) predicho por el anlisis
computacional, asi como las supuestas regiones -10 y -35, utilizando el
programa “Promoter Prediction by Neural Network, con una puntuacion de
0.55. Ademas se sefiala de manera subrayada la region de DNA que tiene
homologia con el promotor de ccll de R. capsulatus. y su inicio de
transcripcion (¥ ).

Tomando en cuenta los datos anteriores, se favorece la idea de que el
segundo promotor se encuentre localizado cuesta abajo de ccmE y pueda
transcribir a los genes ccmFH como en Rhodobacter capsulatus. Para
determinar esto, se tienen que hacer el ensayo de extension del primero, junto
con el analisis de la expresion de una fusidn transcripcional que involucre a la
region cuesta arriba de cemF 'y al gen lacZ, fusién que hipotéticamente debe
de expresarse.
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En este trabajo, se demuestra que la expresion del promotor de cem/ 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, los mveles de
expresion de la fusion ceml-lacZ se indujeron dos veces mas en bajo oxigeno,
en comparacion con los cultivos aerdbicos. En Rhodobacter capsulatus los
niveles de Ccl2 (homdlogo de ccmH ) son més 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 fusién ccml-lacZ a niveles dos veces mayores que los
presentados en la cepa silvestre, en cultivos aerdbicos, indicando que el
promotor de ccml puede responder a la disponibilidad de poder reductor.
Este patréon 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 respiracién (Fig. 6.4).

| . Expresion ccml-lacZ
14000 -

12000 -

10000 - . T

8000 -

6000 -

4000

unidades p-gal/mg proteina

2000 -

YSOE¢ '
i
Figura 6.4. Muestra la actividad de la expresion de la fusion ccmi-lacZ en
diferentes codiciones de cultivo, las cuales, de izquierda a derecha, presentan

gradualmente mayor poder reductor.
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Los genes cemIEFH fueron 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 CemF y CcmH, con base en que
ambas proteinas tienen algunas secuencias motivo que sugieren que estdn
involucradas en la unidén del grupo hemo (Thony-Meyer y col., 1994). En
E. coli existe un homodlogo de CcmF, NrfE, que es esencial para la union
covalente del hemo a citocromos tipo-c (Cole y col., 1996). Los datos
obtenidos en este trabajo de tesis, muestran que pueden producirse citocromos
tipo ¢ en ausencia del promotor de ccml, apoyando la idea de que CemF puede
interactuar directamente con las apoproteinas de los citocromos tipo-c.
Probablemente en condiciones donde ambos promotores del locus cem{EFH
sean transcritos, sea posible que la relacion de concentracién entre CcmlE y
CcmFH cambie, y puedan ensamblarse dos tipos de hemoliasas, un complejo
formado con Ceml y CemE vy 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.
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7. CONCLUSIONES

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

2.- La expresion de ceml no es regulada por nirC.
3.- La expresion de ccml no es regulada por purinas.
4.- La expresion de ccml es regulada por oxigeno.

5.- La expresion de ceml es regulada por disposicion del poder
reductor.

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

7.- El operén cemIEFH es un operén complejo, conformado con por

lo menos dos promotores, uno cuesta arriba de ccm! y otro cuesta
abajo de ceml.
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