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Abreviaturas

Las abreviaciones utilizadas en esta tesis se adoptaron para su uso, sin definicion, por

el Consejo Editorial de la Sociedad Real de Bioquimica del Reino Unido [Biochem J

(1991) 273: 1-19] y por la revista Microbiology.

LB

ODnm

Medio Luria-Bertani

Densidad Optica medida a ciertos nandémetros

Ademas, se utilizan las siguientes abreviaciones sin definicién:

O.N.
BSA
bp
kb
Ab"'s
t.a.

Cultivo de 12 horas, “over night”
Alblmina de suero bovina

Pares de bases

1 000 pares de bases

Resistente/ sensible a un antibisdtico
Temperatura ambiente

Medio minimo

Todos las EC de las enzimas se tomaron de acuerdo a NCIUBMB
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1 INTRODUCCION

1.1 Introduccion

Los primeros organismos que colonizaron la tierra fueron necesariamente
anaerobicos pues la atmosfera priritiva presentaba un caracter reductor. Hace 3 mil
millones de afios, como producto de la fotosintesis de cianobacterias y otros
organismos, se acumulo el O, en la atmosfera, volviéndola oxidante. Este cambio fue
el inicio de uno de los mayores desastres ecoldgicos en la Tierra donde gran parte de
la vida microbiana anaerébica se extinguié (Dismukes, 2001).

El aumento en las concentraciones de O: en la atmdsfera dio origen a la
formacién de |la capa de ozono (Oa). La habilidad del O3 y O- de filtrar parte de ia
radiacion ultravioleta proveniente del sol, ayudd a los organismos a colonizar la tierra.

El nuevo ambiente oxidante de la atmdsfera terrestre permitid la rapida
capitalizacion de este util oxidante como aceptor termodinamico (Poole y Cook, 2000).
La vida no se limité entonces solamente a la disponibilidad de luz y nutrientes, sino a
la disponibilidad de donadores de electrones. Los organismos tuvieron que desarrollar
mecanismos de obtencién de energia con los cuales pudieran contender y utilizar el Oz
presente. El desarrolio de metabolismos respiratorios energéticos mas eficientes
fornentd la evolucion de todos los organismos complejos, incluyendo a los humanos
{Dismukes, 2001).

Algunos microorganismos restringieron su habitat a lugares donde el O2> no
tuviera acceso, posiblemente de esta manera se originaron Jlos organismos
anaerdbicos estrictos. Otros optaron por utilizar el O> como unico aceptor de
electrones, y entonces surgieron los aerdbicos estrictos. Sin embargo, otros mas
evolucionaron para obtener energia en presencia o ausencia de QO ellos
probablemente dieron origen a los organismos facultativos.

E) Oz es moderadamente soluble: una solucidn acuosa saturada contiene 200 uM
de Oz a 37°C. En general se asume que el O, puede entrar a la célula por difusiéon.
Sin embargo, los microorganismos obtuvieron una ventaja metabdlica al expresar
globinas microbianas, que en los organismos complejos facilitan el transporte o
almacenaje del O; para la respiracion aerdbica (Poole y Cook, 2000).

Aquellos microorganismos que supieron adaptarse a las nuevas condiciones
ambientales, aprovechando aquel aceptor de electrones presente que les diera la
mayor ventaja energética, son los que han prevalecido en la mayoria de los nichos
posibles (Dismukes, 2001). En esta discriminaciéon metabdlica, en caso de que varios
oxidantes exégenos se encuentren disponibles, sera preferentemente usado aquel con

mayor potencial rédox.
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Para esto, las bacterias facultativas han desarrollado mecanismos moleculares
que aseguran la eleccion, tanto del mejor aceptor exégeno de electrones como de la
fuente de carbono y energia mas reducida. Un ejemplo de este tipo de
microorganismos, es nuestro modelo de estudio, E£. coli.

1.14.1 Escherichia coli, una Bacteria Facultativa

E. coli es una enterobacteria anaerobica facultativa, en forma de bacilo y con
mecanismos de motilidad, que forma parte de la flora intestinal. Su tiempo de
replicacién es de 20 min y es uno de los modelos mas estudiados en bacterias, de
hecho, gran parte de la genética molecular se ha desarrollado utilizando a E. coli como

modelo.

Algunas cepas patdégenas producen entero-toxinas. Igualmente pueden causar
diarrea del viajero (cepa O157:H7), o infecciones del tracto wurinario. La via de
transmision es fecal u oral y se considera un causante oportunista de enfermedades.

De acuerdo a la disponibilidad de aceptores de electrones, E£. coli puede seguir el
metabolismo de respiracion aerdbica (en presencia de Op), respiracion anaerdbica
(utilizando aceptores de electrones diferentes a O,) o por medio de la fermentacion (en
ausencia de aceptores de electrones). Al igual que otras bacterias, tales como
Salmonella typhimurium, o Klebsiella pneumoniae, E. coli utiliza aceptores de
electrones tales como (de menor a mayor potencial rédox): fumarato, N- oxido
trimetilamina, dimetilsulfoxido, NO2z, NOs u O (Tabla 1; Lin e fuchi, 1991).

1.1.2 Sistemas Respiratorios

Aunque la funcioén primaria de la cadena respiratoria es la generacion de la fuerza
proton motriz, la cual es utilizada para la sintesis de ATP, la cadena respiratoria
también es necesaria para reciclar NAD® a partir de NADH, eliminando el exceso de
equivalentes reductores, muy importante bajo condiciones de crecimiento tales como
glucdlisis. Bajo ciertas condiciones de crecimiento, el sistema respiratorio puede ser
importante para reducir el nivel basal de O: intracelular, protegiendo a enzimas
sensibles al O,. Bajo estas condiciones, |a tasa respiratoria puede ser mas importante
para la supervivencia celular, que ia eficiencia del acoplamiento con la traslocacién de

protones (Contreras, 2000).

Asi, en la respiracion aerobica se consume Oz y se genera la fuerza protén motriz
(Ap) a través de una membrana proton-impermeable (Poole y Cook, 2000). Los
componentes de |a cadena respiratoria estan asociados asimétricamente a Ia
membrana. En las bacterias Gram negativas, como E. coli esta asimetria permite a los
eventos de transferencia de electrones, acumular el consumo neto de protones en el
compartimiento citoplasmico y su liberacion neta en el compartimiento extra-
citoplasmico (Poole y Cook, 2000).
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E. coli puede adaptar su cadena respiratoria para utilizarla con diferentes
aceptores de electrones. En presencia de O3, lo utiliza como aceptor de electrones
(E°=+820 mV) y transforma substratos como la glucosa hasta CO: por vias
metabdlicas que incluyen el ciclo de Krebs. Los electrones producidos en esta
transformacién son donados a la cadena de transporte de electrones que contiene
guinonas, citocromos tipo b y una citocromo oxidasa ya sea citocromo bo’ oxidasa o
citocromo bd' oxidasa (Contreras, 2000). Las citocromo oxidasas se expresan
dependiendo de la tensidon de O presente.

Quinol Km®z (nM) [Condicién en que Se expresa

oxidasa

bo’ 100 Aerobiosis; baja afinidad por O; pero una alta
velocidad para consumirio cuando es abundante

bd” 20 Microaerobiosis, afinidad por el O, cien veces
Mmayor que la bo’.

Tabla 1. Caracteristicas de las citocromos oxidasas presentes en E. coli de acuerdo a
la tension de Oz presente (D'mello et al., 1995).

Mientras que |a respiracion aerdbica se da en tensiones de Oz mayores a 5 mbar
(5 uM O3), la respiraciéon anaerobica ocurre en tensiones de Oz entre 1—5 mbar (en Ia
presencia de otros aceptores de electrones), y la fermentacion se inicia a tensiones de
Oz menores a 1 mbar (Sawers, 1999).

El citocromo bd’ se induce bajo condiciones de crecimiento desfavorables.
Mutantes defectivas en este citocromo son sensibles al H202, a temperatura y a
factores que excretan al medio, inhibiendo su crecimiento (Poole y Cook, 2000).

En ia cadena respiratoria, los electrones son transferidos a la ubiquinona (UQ),
posteriormente son dirigidos a una de las oxidasas mas abundantes: citocromos bo'y
bd’. Los electrones que van a ser transferidos a otras oxidasas terminales diferentes a
las usadas con O son transferidos a !{a menaquinona (MQ), y dirigidos entonces a
una de las reductasas terminales mas abundantes (Fig. 1). Como resultado de estas
reacciones de transferencia de electrones, los protones son translocados afuera del
citoplasma, generando la fuerza protén motriz (Ap; Poole y Cook, 2000).

Los genes conocidos como cyxAB, appCB y cbdAB, son parte de un operén en el
min 22 del cromosoma de E. coli (cyxAB appA). E| gene appA codifica para una
fosfatasa acida, mientras que cyxAB tiene una clara homologia con el operén cydAB,
que codifica dos subunidades del citocromo bd’. Los genes cyxAB se cotranscriben
con los genes appA, de un promotor rio arriba de cyxA.
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El gene cyxA se activa en condiciones de crecimiento anaerdbico, falta de fosfato,
entrada en fase estacionaria y alta osmolaridad. AppY regula ali promotor cyx. Para
mas detalles de AppY, ver seccién 2.3. Las proteinas codificadoras de cyxAB, deben
ser llamadas citocromo bd-Il, pues tienen una funcidon respiratoria (Atlung et a/., 1989).

En anaerobiosis, E. coli puede producir al menos cinco diferentes terminales
donde el aceptor de electrones puede ser NO3, NO2, N-éxido trimetilamina (TMAOQO),
dimetilsulfoxido (DMSO) 6 fumarato ( Fig. 1). Es necesaria la accion cooperativa de
varios reguladores giobales para asegurar la eleccion de la respiracion anaerdbica
sobre las vias fermentativas y la preferencia de la respiracion con NO3” sobre las otras
vias respiratorias anaerdbicas (Tabla 2).

succinato

NOy
NOy
©:
H,0

Fig. 1. La cadena respiratoria de E. coli es un paradigma para los sistemas de transporte de
electrones de las bacterias facultativas. Las deshidrogenasas transfieren electrones de varios
donadores de electrones (Que pueden ser NADH, succinato, malato, lactato, hidrogeno, etc) al
pool de quinonas (Q). Hay evidencia del! papel intermediaric de los citocromos b. Llos
electrones de la ubiquinona (UQ) van a las oxidasas terminales que utilizan Oz o Nz como
ultimo aceptor de electrones, mientras que los electrones de la menaquinona (MQ) son
tomados por las reductasas que utilizan aceptores de electrones anaerdbicos. La
dimetilquinona (DMQ) no es importante como un mediador del flujo de electrones, pero es un
intermediario biosintético con baja afinidad en ila respiracion. El Oz es reducido a Hz20 via los
dos citocromos complejos oxidasas mas abundantes: citocromos bo’ y bd'. Una tercera
oxidasa (bd-ll) es similar a este ultimo. Se muestran séio dos de las otras muchas reductasas
anaerobicas que reducen, respectivamente dimetilsulfoxido (DMSO) a dimetilsuifido (DMS), y
fumarato a succinato. NADH puede ser oxidado también por dos vias solubles de la
transferencia de electrones de! Oz, uno de los que involucra a la flavohemoglobina Hmp (Fig.

tomada de Poole y Cook, 2000).
TESIS CON
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oaccion E'> (mV)
IOxigenas Agua 820
Nitrato/ Nitrito 430
Nitrito/ Oxido nitrico 374
DMSOQ/ DMS 160
[Trimetilamina N-6xido 130
Fumarato/ Succinato 30
Piruvato/ Lactato 190

Tabla 2. Potenciales rédox estandar de los aceptores de electrones utilizados en
E. coli. l.a célula prefiere usar al aceptor con mayor potencial rédox (Lin e luchi 1991).

1.2 Mecanismos de Regulacion Genética en la Respiraciéon Aeroébica
y Anaerdbica

Las bacterias han desarrollado complejos mecanismos de transduccion de
sefales que responden tanto al Oz per se como a los diversos radicales que se liberan
de éste en el metabolismo celular (Lin e luchi, 1991; Guest et al., 1996). Escherichia
coli elige la via metabdlica mas viable para la obtencién de energia principalmente a
través de los sistemas globales de regulacién Arc y Fnr, los reguladores AppY, CitB/A,
y las proteinas Aer, Dos, y HmMp.

Tanto Fnr como ArcA son factores transcripcionales que activan 6 reprimen
genes al unirse a secuencias especificas en el DNA, en respuesta a la disponibilidad
de O: (Sawers, 1999). Fnr es un regulador transcripcional que controla la expresién
de la mayoria de los genes que participan en la obtencion anaerdbica de energia. El
sistema ArcA/B en Escherichia coli es un sistema de transduccién de sefales de dos
componentes que detecta condiciones rédox de crecimiento aerébico.

Ambos sistemas funcionan independientemente sobre varios genes y operones,
traslapandose entre si. Forman asi una red de control que le permite a la bacteria
responder rapida y eficientemente a los cambios en la concentracion de O: (Sawers,

1999).
1.2.1 Control Respiratorio Aerobico: Sistema ArcA/B

El regulon ArcB/ArcA es un sistema de dos componentes que comprende mas de
30 operones, la mayor parte de la regulacion involucra la represién anaerobica de
genes que codifican enzimas involucradas en la respiracion aerobica (Sawers 1999).
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2. Vias sensoras rédox y de Oz en 6 en E. coli. (a) Fnr imeractaa
directamente con O> . En ausencia de O, Fnr esta activo. (b) ArcB en una histidina-cinasa de
membrana que monitorea cambios rédox en &l estado de tran: de electrones tipo quinonas,
es alterada también por metabolitos. ArcB comrda el estado de fosforilacion y actividad de ArcA. (c)
Aer es una flavoproteina irvolt en iento de la célula hacia el O;) que responde a
cambios en los niveles energéticos mtracelular.s siendo blanco de la cadena de transporte de
electrones y de |a fusrza protén motriz (estado rédox celular). Actua a través del sistema de quimiotaxis
CheY, CheA y CheW, guiando a E. cali a ambientes donde se dispone de la mayor energia para crecer.
(Rebbapragada et al., 1997) (d) El sistema de dos componentes DpiB/DpiA regula ia expresion det
gene appY en respuesta al O.. Se indica la presencia del dominio PAS y los cumulos hierro azufre se
representan por Fe-S y la flavin-adenin-dinuciedtido por FAD (Figura tomada de Sawers, 1999).

La transmision de sefales ocurre via una cascada de fosforilacion entre His-Asp-
His-Asp de la proteina sensora (histidina-cinasa) ArcB al regulador de respuesta ArcA
(Fig. 3), dando lugar a la regulacion transcripcional de cerca de 30 operones. ArcA
forforitado reprime asi varios genes involucrados en el transporte de electrones, el
ciclo de los acidos tricarboxilicos y la desviacion a glioxalato. Ademas, activa genes
que codifican proteinas involucradas en el metabolismo fermentativo. A diferencia de
Fnr, ArcB no percibe ei O: directamente; la oxidacion de los acarreadores de
electrones tipo quinona actian como senales negativas directas que inhiben la
autofosforilacion de ArcB aerobicamente (Georgellis et al., 2001).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ATP Fig. 3. Modseio para ia sefal de
ﬂ transduccién por ol sistema Arc. Las
flechas indican Ia direccion de Ia
transferencia del grupo fosfato y el grasor de
las flechas indica las actividades relativas de

Pamin. B e 4
m m cada alternativa, condiciones observadas in
vitro (Fig. tomada de Georgellis of al.,, 1997).
ArcA

ArcB es un regulador de respuesta de 77kDa que pertenece al grupo de sensores
histidina-cinasas que tienen tanto dominios transmisores como receptores (Georgellis
et al, 1997). ArcB cuenta con un dominio transmisor ortodoxo H1: un dominio
receptor central D1, similar al dominio receptor D2 de la proteina ArcA, su COOH-
terminal contiene al dominio H2, un dominio histidina fosfotransmisor (HPt) con
actividad de auto fosforilacién. ArcB tiene sefalizacién dual (Fig. 3). Parece ser que
el dominio transmisor ortodoxo D1, percibe el estatus metabdlico de la célula, mientras
que el dominio HPt siente cambios rédox (Matsushika y Mizuno, 1998). ArcB parece
tener también alguna relacion con la proteina sensora de aerotaxis, Aer (Sawers,

1999, Fig. 2).

ArcA es un regulador de respuesta con un tipico dominio receptor amino- terminal
y un efector COOH-terminal que contiene un motivo de unién a DNA hélice-vueita-
hélice (HTH). EI sistema Arc responde a cambios en la tension de O,.

1.2.2 Regulacion de la Reduccion del Fumarato y Nitrato: Fnr

Fnr, codificado por el gene fnir, es un regulador global responsable del control de
ta regulacion del cambio entre el metabolismo aerébico y el anaerdbico. Fnr regula
cerca de 120 genes en E. coli. La mayor parte del modulon de Fnr sirve para optimizar
la generacién de energia anaerdbica (Guest et al, 1996). Fnr es la proteina
responsable de la induccidén de genes de metabolismo anaerdbico ademas de reprimir
varias enzimas de respiracion aerébica (Sawers, 1999).
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Fig. 4. Representaciones esquemiticas do ArcB y ArcA. Arriba: H1 (dominio transmisor
ortodoxo con la His292). Se muestra D1 (dominio receptor) con Asp§76, y H2 (segundo
dominio transmisor) con la His717. Abajo: Se muestra ArcA con su dominio receptor NHz-
terminal con el AspS54 y su dominio COOH-terminal hélice-vuelta-hélice (HTH; Fig. adaptada
de Georgellis et al., 1997).

Se ha sugerido que Fnr percibe el O directamente a través de un centro hierro-
azufre sensible al balance rédox presente en la proteina. Se ha demostrado con
diversas técnicas espectroscopicas tales como Méssbauer, UV/visible y EPR, que ante
la exposicién a niveles estequiométricos de O,, los dos centros de hierro-_azufre
(f[4AFe—4S)?") en la proteina dimérica Fnr, se convierten en centros ([2Fe—-2S}]2"). La
actividad de union al DNA esta asociada con la forma [4Fe—4S}]?” (Sawers 1999). El
cambio conformacional de [4Fe—4S})>" a [2Fe—2SJ** explica la interconversién de Fnr
entre su forma transcripcionalmente activa e inactiva, regulando la actividad de genes
del metabolismo de E. coli (Sawers, 1999).

La secuencia de fnr es muy similar al gene crp que codifica para Crp © proteina
activadora de funciones catabdlicas. Todos los elementos estructurales de Crp se
observan en Fnr, incluso el motivo hélice-vuelta-hélice (HTH) en el dominio de unién al
DNA, ia serie de hebras B en el dominio de union a nucledtidos y la gran hélice en la
interfase del dimero (Guest et al, 1996).
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Fig. 5. Modelo para el control del regulador Fnr en respuesta a cambios rédox. ( Fig.
tomada de Bauer et al.,, 1999).

Entre las diferencias, Fnr es monomérico mientras Crp forma dimeros, los
residuos aminoacidicos con los que Crp interactta con AMP ciclico no estan
conservados, ni tampoco un grupo de residuos en la superficie expuesta del lazo Be-
Bio de Crp que hace contacto activo con la RNA polimerasa, aunque su papel puede
ser adoptado por los residuos del lazo B34 @n Fnr. Fnr tiene una extension NH=
terminal rica en cisteinas y esta asociado con una cantidad variable de hierro, que las
utiliza como ligantes (Bauer ef al/, 1999). Los 22 pares de bases del sitio-Fnr
consenso incluyen secuencias palindromicas (--TTGAT—ATCAA--) , que tiene un
TTGA en lugar del motivo GTGA del sitio analogo consenso de Crp (Bauer et al.,
1999).

Hay dos modelos para el modo de accion de For. La activacién anaerébica
puede involucrar la conversion de Fnr a la forma transcripcionalmente activa por:. a)
ensamblaje del hierro ferroso que contiene el cofactor, o b) reduccion del enlace
cisteina-cofactor hierro férrico. Estudios recientes sugieren que la forma funcional de
Fnr puede contener hasta 2 conglomerados reducidos (4Fe-4S) por cada dimero. ASi,
el cambio de regulacion anaerdbica debe estar mediado por un incremento
significativo en la afinidad de unién a DNA, que acompana la reduccién o ensamblaje
del conglomerado (Guest et al., 1996).

TESS CON
FALLA DE ORIGEN
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FNR CAP
ceeeTTGA--u ce--GTGA---

Fig. 6. Modelos de la estructura para el monémero de Fnr, basado en la estructura de
Crp. El dominio de union a DNA contiene el motivo hélice-vuelta-hélice, el dominio alostérico
o de unién a nucledtidos contiene una serie de hebras beta antiparalelas y la interfase del
dimero, y el dominio sensor-rédox de Fnr contiene 4 residuos esenciales de cisteina, como se
indica. Se muestran los sitios medios de Fnr y Crp con el centro consenso, asi como las
interacciones conservadas (flechas llenas) y discriminatorias (flechas vacias). También se
muestra el sitio de Ia sustitucidn D154A en la proteina Fnr y las vueltas que hacen contacto
con la RNA Polimerasa durante la activacion transcripcional. (Fig. tomada de Guest et

al.,1996).
1.2.3 Activador Trancripcional de Anaerobiosis: AppY

AppY (codificado por el gene appY en el min 13) es un regulador global implicado
en la respiracion de £. coli en ausencia de Oz. El producto de appY es una cadena
polipeptidica de 243 aminoacidos que se expresa deébilmente. AppY tiene un
fragmento de 20 aminoacidos que muestra una gran similitud con el dominio de unién
al DNA de activadores y represores transcripcionales (Sawers, 1999).

AppY también regula al promotor cyx, tal que una mutacion en appY, elimina o
reduce la respuesta de Cyx a falta de fostato, entrada a fase estacionaria y alta

osmolaridad (Poole y Cook, 2000).
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El gene appY es regulado por RpoS, Fnr y ArcA, lo que sugiere una regulacion
compleja en respuesta a diversos estreses ambientales. Se ha demostrado
recientemente, que appY es regulado también en respuesta al Oz, a travées de un
nuevo sistema de dos componentes: CitB/CitA. Parece ser que este sistema previene
la expresion de appY cuando hay O: disponible, lo que concuerda con el hecho de que
el citocromo bd' es reprimido normalmente en anaerobiosis (Poole y Cook, 2000;
Atlung et al., 1989).

1.2.4 Activador de la Citrato Liasa: CitB/A (DpiA/B)

CitB/A es un sistema regulador de dos componentes. CitB (DpiA) se identificd
iniciaimente en una busqueda de genes que al sobre-expresarse, desestabilizaban la
herencia del plasmido pSC101 (Ingmer et al.,1998). Ademas de su efecto en la
herencia de plasmidos, bajo condiciones aerébicas, CitB inhibe la expresién del gene
appY, que codifica para un regulador transcripcional involucrado en el metabolismo
anaerdbico. Asi, la sintesis de AppY, y de la hidrogenasa-1 son reguladas en
respuesta al Oz por CitB (Sawers, 1999).

Directamente rio arriba det gene citB esta el gene citA. CitA es una histidina-
cinasa, que tiene una secuencia del extremo NHz-terminal idéntica a CitA de Klebsiella
pneumoniae. CitA activa la expresién de la via de la citrato liasa en respuesta a
anaerobiosis, presencia de citrato e iones Na®. CitA es la histidina- cinasa cognada
de CitB, completando asi la cascada reguladora. EI sistema CitA/B estad activo
aerdbicamente, donde su funcion es prevenir la expresion del gene appY (Sawers,
1999; Kaspar y Bott, 2002).

1.2.5 Sistema de Aerotaxis: Aer

Se ha demostrado que para llevar a cabo la aerotaxis (movimiento de las células
hacia o en contra de un gradiente de O:) se requiere una cadena transportadora de
electrones funcional. La proteina Aer es un sensor transductor de sefiales que
responde a gradientes de Oz en Escherichia coli. Tiene un dominio NHx-terminal
homologo a un segmento de la proteina NifL; NifL es una flavoproteina reguladora en
la fijacion de N2 de Azotobacter vinelandii que responde a Oz y modula la actividad
transcripcional de la proteina NifA. Tanto Aer como NifL poseen un dominio PAS que
comprende una superfamilia de sensores de luz, Oz y potenciales rédox, presentes en
las tres divisiones de vida celular: arquea, bacterias y eucariontes. Mediante el
dominio NHx-terminal, Aer posee la capacidad de unidén a FAD (dinucléotido de flavin
adenina) lo que le confiere un posible mecanismo de deteccion en cambios rédox. EIl
dominio COOH-terminal de Aer es similar a las proteinas metil-aceptoras de
quimiotaxis que forman complejos ternarios con CheA y CheW para el control flagelar.
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1.2.6 Direct Oxygen Sensor: DOS

La proteina Dos de Escherichia coli, se identificod inicialmente por su alta
homologia con el dominio PAS de FixL de Rhizobium meliloti. Dos es un dimero que
posee un grupo hemo por cada mondomero de acuerdo al estudio de la proteina
purificada, tiene una baja constante de disociacion del O>. A diferencia de ia proteina
FixL de Rhizobium meliloti que estad asociada a una actividad de histidina-cinasa, Dos
se encuentra asociada a un dominio de fosfodiesterasa (Delgado-Nixon et al., 2000).
Evidencia Bioquimica indica que es un sensor de Oz, sin embargo su funcion es aun
desconocida.

1.2.7 La Flavohemoglobina Hmp

En Escherichia coli se identificé a la flavohemoglobina Hmp (codificada por el
gene hmp). Hmp tiene un dominio hemo NHxterminal y un dominio flavin COOH-
terminal (Vasudevan et al., 1991). EIl nivel de reduccion de FAD en Hmp al agregar
NADH es dependiente de Oz. En presencia de O, FAD esta predominantemente
oxidado, hasta que la cantidad de Oz disminuye y los niveles de reduccién de FAD se
incrementan abruptamente (Poole et al., 1994). Ei efecto de unién a O> mantiene
completamente oxidado a FAD, desviando el flujo de electrones del grupo flavin al
grupo hemo o bien causando cambios conformacionales. Estos datos sugieren que
Hmp podria servir para acoplar la presencia de Oz a una reaccion de 6xido-reduccion y
servir como un sensor de Oy, sin embargo el estudio de esta proteina muestra que
actua principalmente en respuesta al estrés oxidativo por oxido nitrico (Membrillo-
Hernandez, 1996).

1.3 Fermentacion

La fermentacion fue originalmente descrita por Pasteur como “la vie sans air”. Se
conoce asi a todas las vias metabodlicas en las que el crecimiento ocurre sin ningun
aceptor exdgeno de electrones. Las reacciones de fermentacion ocuiren
principalmente en el citoplasma, y el ATP se produce al nivel de la fosforilacion del
substrato (Bock y Sawers, 1996).

Un ejemplo de fermentacion, se da en la oxidacion de hexosas, tales como
glucosa a piruvato por la via de Embden-Meyerhof-Parnas. Esta oxidacion genera dos
moléculas de NADH. Para mantener el flujo glicolitico, debe regenerarse NAD", io que
se logra en la fermentacidn por la deposicion de equivalentes reductores en
intermediarios metabdlicos parcialmente oxidados, que son excretados por la célula
(Bock y Sawers, 1996).
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1.3.1 Fermentacion en otras Bacterias

Las enterobacterias han evolucionado vias fermentativas no tan comunes como
las seguidas por E. coli o S. typhimurium. Especies como Klebsiella y Citrobacter son
capaces de fermentar glicerol, mientras que Enterobacter y Klesiella ssp. producen
2,3- butanediol (White, 1995).

Los tipos de fermentacién conocidos son los siguientes:

Fermentacion de Propionato, utilizando la Via del Acrilato. Llevada a
cabo por el género Clostridium, un grupo de bacterias gram positivas,
anaerdbicas, formadoras de esporas que no pueden usar al sulfato
como aceptor final de electrones.

Fermentacién de Propionato, utilizando la Via de Succinato- Propionato.
Produce mas ATP que la via anterior. Via utilizada por
Propionibacterium, bacterias gram positivas, anaerobicas, no
esporuladoras, inmoviles, barras pleomarficas que son parte de la flora
normal de los estomagos de los rumiantes, de la piel humana y de
productos como el queso.

Fermentacion de Acetato (Acetogénesis). Algunas bacterias tales como
Clostridium thermoaceticum o Desulfotomaculum thermobenzoicum,
que en ausencia de sulfato utilizan al CO2 como aceptor de electrones y
lo reducen a acetato utilizando la via de la Acetil-CoA.

Fermentacion de Lactato. La llevan a cabo un grupo heterogéneo de
bacterias anaerébicas aerotolerantes. Incluye los géneros Lactobacilus,
Sporolactobacilus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 'y
Bifidobacterium. Hay dos tipos de fermentacion lactica:
Homofermentativa (que sigue la via de glicolisis) y Heterofermentativa
(que sigue la via de las pentosas-fosfato.)

Fermentacion de Butirato. Es llevada a cabo por clostridia, un grupo
heterogéneo de bacterias anaerdbicas, esporulantes, que pueden
aislarse de lodo, heces, y otros medios anaerobicos.

Fermentacion tipo Ruminococcus albus. Es una bacteria que se
encuentra en el rumen, puede fermentar glucosa a etanol, acetato, Hz, y
CO2. llustra el caso en que el crecimiento de poblaciones de bacterias
heteroespecies afecta ios productos finales de la fermentacién.
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- Fermentacion de Mezcla de Acidos y de Butanediol. Las bacterias
entéricas son facultativas anaerobicas. La mezcla de acidos pertenece
a los géneros Escherichia, Salmonella, y Shigella. Las tres pueden ser
patégenas, al causar infecciones intestinales.

1.3.2 Fermentacién en E. coli

E. coli lava a cabo una via fermentativa donde se produce una mezcla de
acidos, tales como D-lactato, etanol, acetato, formiato (Hz + CO>) y succinato, Estos
productos tienen diferentes estados de oxidacion. De acuerdo a la fuente de carbono
inicial (ya sean hexitoles, &acidos hexénicos o hexurdnicos), E. cofi modula su
metabolismo, ajustando la proporciéon de cada compuesto producido. Es evidente la
considerable flexibilidad celular con la que cuenta E. coli para resolver su equilibrio
rédox (Bock y Sawers, 1996).

£n tanto mas reducida sea la fuente de carbono disponible (glucosa o glucitol),
E. coli excretara productos de fermentacion mas reducidos, tales como etanol y
succinato. Por el contrario, mientras mas oxidada sea la fuente de carbono (gluconato
o glucoronato), se produciran menos equivalentes reductores (NADH; Bock y Sawers,

1996).

1.3.3 Enzimas de la Fermentacion y su Regulacién

e La D-Lactato deshidrogenasa NAD-dependiente (D-LDH) (EC 1.1.1.28)

La enzima citoplasmica LDH (codificada por idhA en el min 30.5) cataliza la
reaccioén de piruvato a D-lactato acoplado a la oxidacion del NADH producido en la
glicolisis (namero 4 Fig. 7). La enzima se induce 10 veces en condiciones
anaerdbicas a pH acido y es extremadamente sensible a la oxidacién (Lin e luchi,
1991). Hay otras LDHs en E. coli, sin embargo, éstas son flavoproteinas unidas a
membrana que se acoplan a la cadena respiratoria, y son descritas mejor como
lactato oxidasas.

Al igual que adhE, el gene /dhA no es regulado por Fnr; sin embargo su
expresion se ve afectada por el sistema ArcA/B y por varios genes involucrados en
el control del metabolismo de carbohidratos, incluyendo Mlic. Mic actia como un
represor de varios operones que codifican proteinas del sistema Fosfotransferasa
fosfoenolpiruvato-dependiente (PTS), incluyendo a ptsH!/, ptsG y manXYZ asi como
genes involucrados en el metabolismo de ciertas azicares no-PTS, como la
maltosa (Jiang et al., 2001).

25




VIAS FERMENTATIVAS DE E. coli: FERMENTACION DE
MEZCLA DE ACIDOS

Glucosa (1/2 mol)
1 2+

Fosfoenolpiruvato

CcO,; o 2 :ADP
ATP

v
NADH Oxalacetato 18 Piruvato \4‘
NAD " 17\ 3 Lactato
Citrato Acatyl-(:oA + Formiato
Malato 16 CO, + H0
1 R AMP, l WﬁEﬂnd Oxidormmeductasa)
i CoA
socitrato Acetitp  M° Acetaldenido
Fuma
i Eunol Oxldomducuu)
14 18 Ace! il
Succmlto Acetato Elanol
. l Dentro de la celula
T T * T TFuera de la celula
Acetato
Acido Succinico + 2H* Etanot
Fig. 7. E de la fer tacién de la de &cid 1)Enzimas de la Glucdtlisis

2)Piruvato cunasa 3)Piruvato formato liasa (pfl) 4)Lactato deshidrogenasa (/dh) S)Formiato-
hidrogeno liasa (fdhF) 6)Alcohol oxidommeductasa (adhf£) 7)Alcohol oxidorreductasa (adhE)
8)Fosfotransacetilasa (pta) 9)Acetato cinasa (ack) 10)Fosfoenolpiruvato carboxilasa
11)Malato Deshidrogenasa (mdh) 12)Fumarasa B (fumB) 13)Fumarasa A (fumA) 14)Fumarato
reductasa (frd) 15)Succinato deshidrogenasa (sdh) 16)Citrato isomerasa 17) 18) 19)Acetil-
CoA sintetasa (ackA) 20)Acetil CoA sintetasa (acs)
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e La Piruvato formiato liasa (PFL) (EC 2.3.1.54)

PFL (codificada por pfl, min 20 es responsable de la conversion anaerébica de
piruvato a acetil-CoA y formiato. Representa el primer paso de la formacioén de los
productos finales de la fermentacién de mezcla de acidos (numero 3 Fig. 7). La
sintesis de la enzima se incrementa considerablemente en anaerobiosis y en
presencia de piruvato. Su expresion anaerdbica se reprime por NO3', debido a la
accion de la proteina NarL. (Lin e luchi, 1991).

Es regulada post-traduccionalmente de forma reversible entre sus formas activa
e inactiva. La exposicion a Oz resulta en una inactivacién irreversible debido at
corte del enlace peptidico entre N-Ca de la glicina Esta reaccion es catalizada
por AdhE (PFL deactivasa), a potenciales rédox mayores a +100 mV (Kessler et al.,
1991; Kessler et al., 1992).

YfiD, una proteina de 14 kDa con una gran similitud de secuencia con la region
COOH-terminal de PFL, es un acarreador del radical glicilo. YfiD reemplaza el
dominio COOH-terminal, dando lugar a un complejo enzimatico donde e cofactor
radical glicilo y el sitio catalitico estan localizados en diferentes subunidades. Se
ha especulado que YfiD evoluciond para ser utilizado para una rapida recuperacion
de la actividad PFL (para la generacion de ATP) en células que hayan
experimentado estrés oxidativo (Wagner et al., 2001).

e Lla Formiato hidrogeno-tiasa (El complejo Formiato deshidrogenasa H-
hidrogenasa 3) (EC 1.2.1.2y EC 1.12.1.2)

Este complejo enzimatico membranal cataliza la descomposicion del formiato a
CO2 + Hz. La Formiato deshidrogenasa (codificada por fdhF en el min 92) es un
polipéptido que contiene una selenocisteina (niumero 5 Fig. 7). Se cree que las
demas subunidades estan codificadas por el operon hyc en la region del min 58-59.
Tiene regulaciéon post-traduccional, pues el operén hypABCDE es necesario para la
maduracion de las tres isozimas hidrogenasas. La actividad del complejo
disminuye notablemente en crecimiento aerédbico (Lin e luchi, 1991), y es
responsable de la vigorosa formacién de gas durante la fermentacién de mezcla de
acidos (Stewart, 1988).

e Las Hidrogenasas 1y 2 (EC 1.12.1.2y EC 1.18.99.1)

Estas dos isozimas membranales —al igual que la hidrogenasa 3- tienen un
centro Ni/Fe, funcionan anaerdbicamente, y requieren iones niquel para su
actividad. Se cree que la funcion de la Hidrogenasa 1 (codificada por hyaAB en el
min 21) esta en el ciclo de protones; utiliza H; producido por la Formiato hidrogeno
liasa para reducir metabolitos endégenos. Es inducida por formiato.
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La Hidrogenasa 2 cataliza reacciones que involucran H: exégeno para la
reduccion de fumarato como aceptor exoégeno de electrones. Es inducida por
glicerol + fumarato o H: + fumarato. La expresion de ambas enzimas depende de
Fnr y son reprimidas anaerdbicamente por NO3™ (Lin e luchi, 1991).

e Fosfoenolpiruvato Carboxilasa, Malato Deshidrogenasa, Fumarasa B, y
Fumarato Reductasa (EC 4.1.1.31, EC 1.1.99.16, EC 4.2.1.2 y EC 1.3.99.1)

El CO2 se une a la fosfoenolpiruvato por la subunidad con actividad de
carboxilasa (codificada por ppc en el min 89; numero 10 Fig. 7). El oxalacetato
formado se reduce a malato por la malato deshidrogenasa (codificada por mdh en
el min 70.6; namero 11 Fig.7). E! malato es deshidratado a fumarato por la
fumarasa B, (codificada por fumB en el min 93.5; namero 12 Fig. 7), y el fumarato
es reducido, finalmente, a succinato por la fumarato reductasa (codificada por frd
en el min 94.4; naumero 14 Fig. 7). La ganancia neta es 4 equivalentes reductores.
Los genes fumB y frd son inducidos anaerébicamente por Fnr en el cambio de
condiciones aerébicas a anaerdbicas (Lin e luchi, 1991).

Fosfotransacetilasa, acetato cinasa, y Alcohol oxidorreductasa (EC 2.3.1.8, EC
27.21yEC1.1.1.1)

La Acetil-CoA que se produce de piruvato puede usarse para generar ATP a
partir de ADP por conversion a acetato, 6 para disponer de los equivalentes
reducidos extras por la conversion de etanol (Lin e luchi, 1991).

El primer proceso depende de la accién consecutiva de la Fosfotransacetilasa
{codificada por pta en el min 50; namero 8 Fig. 7) y acetato cinasa (codificada por
ackA en el mismo min 50; namero 9 Fig. 7). Se produce un intermediario inestable
de alta energia, acetil-fosfato. Ambas reacciones enzimaticas son reversibles y
tienen un papel catabdlico critico en la fermentacion de ila mezcla de acidos. Las
células dtilizan esta via de baja afinidad para activar altas concentraciones de
acetato (Kumari et al/., 2000). Ambas enzimas estan presentes en cultivos
aerdbicos, donde probablemente median la asimilacion del acetato (Stewart, 1988).

El segundo proceso involucra la reduccidn consecutiva del grupo acetil de
acetil-CoA a acetaldehido, y de acetaildehido a etanol a expensas de NADH. La
reaccion es catalizada por un solo polipéptido codificado por el gene adhE en el
min 27.9 (numero 6, 7 Fig. 7). La cercania de los dos sitios de reduccion minimiza
el escape del acetaldehido, que es quimicamente reactivo. La Aicohot
oxidorreductasa es reprimida anaerébicamente por NO3™. (Lin e luchi, 1991).
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e Acetil-CoA Sintetasa (EC 6.2.1.1)

Cuando se inicia la transiciéon a fase estacionaria, las ceélulas activan un cambio
metabdlico. En vez de excretar acetato, lo reabsorben, activandolo a acetil-CoA a
través de la accién de Acetil-CoA Sintetasa (codificada por acs; numero 20 Fig. 7).
Esta produce el intermediario acetiladenilato que se une a la enzima: Acetil- AMP

(Kumari et al., 2000).

La ceélula utiliza Acetil-CoA para generar energia y componentes biosintéticos a
través del ciclo de los acidos tricarboxilicos y la desviacion a glioxilato,
respectivamente.(Kumari et a/., 2000). La transcripcidon de acs ocurre en funcién a
la actividad de o’°, aumento en los niveles de cAMP (en funcién directa a Crp),
menor presion parcial de Oz y el flujo de carbono a través de vias asociadas a

acetato (Kumari et al., 2000).

1.3.4 Alcohol Oxidorreductasa (EC 1.1.1.1)

El gene adhE de E. coli, localizado en su cromosoma en el min 27.9, codifica
para la Etanol oxidorreductasa bifuncional NAD-dependiente, y es responsable de
la conversion de acetil coenzima-A a etanol durante el crecimiento fermentativo.
Esta proteina funciona también como deactivasa de la Piruvato formiato liasa. (Lin

e luchi, 1991).

La expresion de la etanol oxidorreductasa es regulada a nivel transcripcionat,
postranscripcional y postraduccional. La expresion de adhE es cerca de 10 veces
mayor durante crecimiento anaerobico que durante crecimiento aerdbico (Lin e

tuchi, 1991).
1.4 AdhE, Alcohol Oxidorreductasa

Durante crecimiento anaerébico y en ausencia de aceptores externos de
electrones, la bacteria Gram negativa facultativa E. coli leva a cabo el proceso
fermentativo como generador de energia. En la fermentacion tiene como productos
finales una mezcla de acidos como el lactato, formiato, acetato, succinato y etanol.
Este dltimo se obtiene a partir de la reduccidén consecutiva del Acetil coenzima-A (CoA)
a Acetaldehido (reaccion 1) y de Acetaldehido a Etanol (reaccion 2; Membrillo-

Hernandez, 1999).
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CH,-CO-SCoA + NADM + H* —“"‘—’I CHICHO + CoA + NAD®

Reaccion 1

CH;3;-CHO + NADH + H* —A4E s CH3ICH:OH + NAD®

Reaccién 2

Ambas reacciones enzimaticas son catalizadas por una misma enzima
bifuncional (AdhE) NAD-dependiente, codificada por el gene adhE que se localiza en
el min 27.9 del cromosoma de E. coli. Esta reduccion es esencial para la disposicion
del exceso de equivalentes reductores cuando las vias respiratorias no logran
mantener el balance rédox (Membrillo-Hernandez et al.,, 1999). Asi, una mutante en
adhE no puede crecer en glucosa en ausencia de un aceptor exégeno de electrones,
lo que nos demuestra que esta via es esencial para regenerar NAD” durante el

crecimiento fermentativo (Stewart, 1988).

AdhE parece ser el producto evolutivo de una fusion genética. La regién NH>-
terminal de esta proteina es muy homologa a la familia de aldehido: NAD*
oxidorreductasas, mientras que la region COOH-terminal es homéloga a la familia de
los alcoholes Fe*'.dependiente: NAD" oxidorreductasas (Membrillo-Hernandez et al.,

2000).

Recientemente se ha demostrado que la alcohol oxidorreductasa tiene una
tercera funcidon, desactivando los radicales libres de la PFL (Piruvato formiato tiasa).
Tanto las funciones anteriores conocidas de la enzima como esta, estan asociadas
con el proceso rédox y son dependientes de iones hiesto y de piridina (un nuclestido).
La actividad desactivadora de la PFL también requiere NAD" y CoA (Membrillo-

Hernandez y Lin, 1999).

1.4.1 Estructura del Gene adhE

La region que codifica para AdhE (Alcohol oxidorreductasa) consta de 891
codones. La alcohol deshidrogenasa tipica contiene 390 aminoacidos, y las aldehido
deshidrogenasas (ADH) conocidas constan de 500 aminoacidos. Por mucho tiempo
se consideré que las dos reducciones eran catalizadas por diferentes enzimas,
acetaldehido deshidrogenasa (ACDH) y alcohol deshidrogenasa (ADH). Sin embargo,
diversos analisis bioguimicos y genéticos han demostrado que en E. coli, ambas
reacciones son catalizadas por un homopolimero bifuncional (EC 1.1.1.1.). Goodlove ef
al. (1989) fueron los primeros en proponer que adhE proviene de una fusion genética.
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Compuesto Férmula Estado de Equuvalenbs Reducidos® (H)
Oxi ion® (+) 6 Consumidos(-)

Substratos

. Glucitol CeH1406 -1.0 + 6 (H)

o Glucosa CeH 1206 0.0 + 4 (H)

o< Ac. Glucénico CeH 1207 +1.0 +2(H)

o< Ac. Glucurénico CsH1007 +2.0 O (H)

Productos

o Ac. Acético C2HLO2 0.0 O (H)

< Etanol C2HsO -2.0 -8 (H)

o2 Ac. Férmico CHzO, +1.0 -4 (H)

o< Ac. Lactico CaHeOs 0.0 -4 (H)

< Ac. Succinico? CaHsO4 +1.0 -8 (H)
Tabta 3. Estad de i ion de ponentes de la fermentaciéon en £. coll.

= Tabla obtenida de Bock y Sawers, 1996.
® En el calculo del estado de oxidacién de un compuesto, se le ha dado al hidrégeno un valor

arbitrario de —0.5 y al O: se le da un valor de +1.0.
€ Los equivalentes reducidos consumidos estan calculados sobre la base de que Cs producen

Ca+ Ca.
9 En este calculo, se asume que el succinato se forma subsecuentemente a la carboxilacion

del fosfoenolpiruvato para formar oxaloacetato.

El gene adhE es un homopolimero que comprende entre 20 y 60 subunidades.
E! gene tiene dos sitios probables de inicio transcripcional: uno en -292 y otro en —188
del codon ATG (Membrillo-Hernandez y Lin, 1999).

1.4.2 Regulacién de la Expresion de adhkE

Aunque las dos reacciones catalizadas por AdhE son reversibles, E. coli no
puede crecer en etanol como unica fuente de carbono y energia. Esto se debe
principalmente a dos razones. La primera, es que el gene adhE& no se expresa en alta
cantidad aerobicamente. Segundo, la vida media catalitica de la proteina AdJhE se ve
altamente disminuida durante el metabolismo aerébico por un proceso conocido como
oxidacion catalizada por un metal (MCO). En este proceso, la cadena de aminoacidos
de AdhE es atacada de forma covalente por los radicales hidroxilos, altamente
reactivos y se generan grupos carbonilos. De hecho, AdhE es uno de los mayores
blancos de la oxidacién de proteinas en E. coli (Tamarit et al., 1998; Membrillo-

Hernandez et al., 2000).
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Fig. 8. Secuencia de b y lo i6n de siti regulatorios en la regién promotora
de adhE. La distancia entre las probables secuencias regulatorias y el sitio de inicio

transcripcional de —188, se indica abajo. (Fig. tomada de Membrillo-Hemandez y Lin, 1999).

En la regulacion post-transcripcional del gene adhE estan involucradas al menos
dos RNasas: RNasa G, que degrada especificamente el transcrito de adh& (Umitsuki
et al., 2001), y la RNasa I, que digiere el mRNA cambiando ia estructura secundaria
de éste y permitiendo su traduccién al liberar el sitio de union al ribosoma (RBS;
Aristarkhov et al., 1996). Esto se discutira mas adelante.

1.4.3 Regulacion Transcripcional de adhE

La actividad transcripcional de adhE bajo condiciones anaerébicas es 10 veces
mayor a la observada aerébicamente. Sin embargo, la regulacion de adhE es
independiente de ArcA/B y de Fnr (Membrillo-Hernandez y Lin, 1999). Resultados de
dos estudios independientes sugieren que la senal transcripcional que regula la
expresion de adhE esta influenciada por el potencial rédox interno de la célula. La
relacion de equivalentes NADH/NAD® puede ser la sefal rédox que controle la
regulacion transcripcional de adhgE (Chen y Lin, 1991, Leonardo et al., 1996;
Membrillo-Hernandez y Lin, 1999).
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10000

Expresion de
[3-galactosidasa
de d(aghE-'lacZ)
Unidades Miller

+0y -0,

Fig. 9. Relacio de la tividad tr. P del g adhE en aerobiosis y

anaerobiosis.

Se han identificado tres proteinas involucradas en la expresion de adhE, pero
ninguna es directamente responsable de la regulacion rédox. La primera proteina,
Narl, reprime la expresion de adhE, pero solo en presencia de NOas. La segunda
proteina, Cra (catabolite represor activator), reprime la expresion de adhE, pero este
regulador transcripcional es funcional solamente cuando esta acomplejado con
fructosa-1-fosfato o fructosa-1,6-bifosfato como efector. La tercera proteina, Fis (factor
for inversion stimulation), se necesita para la transcripcién de adh& — de hecho, adhE
cuenta con tres sitios potenciales de unidn a Fis-, pero no se conoce que Fis requiera
ningun efector para su funciéon y la expresion del gene fis es independiente de la
condicidn respiratoria de crecimiento per se (Membrillo-Hernandez et al., 1999).

A pesar de estos indicios, factores transcripcionales que prevengan la induccion
anaerdbica de adhE no han sido caracterizados aan.

1.4.3.1 Estudios Utilizando Fusiones Transcripcionales y
Traduccionales

Una fusion transcripcional es aquella en la que el promotor de un gene especifico
esta unido a un gene Mmonitor que carece de region promotora, en este caso /acZ, que
codifica para la enzima pB-galactosidasa, cuya actividad es muy facil de medir. Para la
construccion de fusiones transcripcionales unimos el promotor del gene en cuestion
con el gene lacZ incluyendo ambos sitios de union al ribosoma (RBS). De esta forma,
estudiamos la regulacién transcripcional, pues el transcrito que se produzca sera
traducido a partir del RBS de /acZ. Asi nos aseguramos que la expresion del monitor
sea proporcional a la expresion del gene en el ambito de transcripcion. Pudiendo
estudiar asi el proceso de transcripciéon de nuestro gene y la regulacion a la que se ve

sometido (Simons et al., 1987).
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Para la construccion y analisis de fusiones genéticas con /acZ, utilizamos
vectores multicopias, con muy pocos faisos positivos de la expresion de nuestro
monitor, LacZ. Después de construir el plasmido, transferimos la fusién al DNA
cromosomal de la cepa de estudio, usando como vehiculo de entrega al bacteridéfago
ARS45 o al bacteri6fago ARZ25. La identificacion de las mutantes que hayan
adquirido la fusion se verifica en cajas petri con un analogo del substrato del monitor,

LacZ (X-gal; Simons et al., 1987).

-202 -188
'Gf'; l—b {-’
=3 ahE tnc
-292 -m:_
556 Ll -
L I 1 T..,{ aone ] rocZ 1
SINE
io ética de una fusién

Fig. 10. En este esquema, podemos ver la Rep v q
transcripcional (arriba) y traduccional (abajo). En el primer caso, el transcrito cuenta
con dos sitios de union al ribosoma, mientras que en el segundo caso sélo esta el sitio de
union al ribosoma del gene de estudio. Asi, mientras que el primer monitor es Gtil para el
estudio de la transcripcion, el segundo monitor es Gtil para el estudio de 10s mecanismos
post- transcripcionales. (Fig. tomada de Membrillo-Hermandez y Lin, 1999).

1.4.4 Estructura de la Proteina

La estructura de la alcohol oxidorreductasa consta de dos dominios:
Acetaldehido deshidrogenasa y Alcoho! deshidrogenasa (Fig. 11). La secuencia de
aminoacidos (Fig. 12) muestra un sitio de unién a NAD” y un sitio de unién a Hierro.

ACDH ADH AdhE

Fig. 11. Rep 16 qQ A de los dominios de ila proteina AdhE
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Fig. 12. Secuencia de Aminoiacidos de AdhE y probables sitios de unién. Tanto el
dominio de acetaldehido deshidrogenasa como el alcohol deshidrogenasa estan conectados
por la region indicada por las flechas. El sitio de unidn a NAD" se localiza en las bases del
motivo GXGXXG. El sitio de unién a Hierro se muestra con los residuos conservados que
estan en cursiva. (Fig. tomada de Membrillo-Hemandez et al., 2000).

1.4.5 Regulacion Post-Transcripcional de adhE

Ademas de los controles transcripcionales, la traduccion del mRNA de adhE
requiere de la actividad enzimatica de la RNasa Ill. Se ha sugerido que la estructura
secundaria de la region no traducida (5°) del transcrito de adh& aparea bases
intramolecularmente ocluyendo el RBS (Sitio de Unidn al Ribosoma). La actividad de
la RNasa Ul podria cortar la estructura secundaria, liberando asi al RBS para el inicio

de la traduccion.
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La logica del requerimiento de esta actividad enzimatica no es muy clara, ya que
la expresion del gene mc que codifica para la RNasa lil al parecer es constitutiva
(Membrillo-Hermandez ef al., Membrillo-Hermandez y Lin, 1999; Aristarkhov et al.,

1996).

La cantidad de transcrito de adhf& también es controlada por la RNasa G,
responsable de la degradacion del transcrito (Umitsuki et al., 2001).
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Fig. 13 Modelos para e} mMRNA del gene adhf, que incluyen la regién §° no traducida.
Los numeros indican la posicion con respecto al inicio de la traduccién +1 (ATG). La
estructura A muestra la estructura secundaria mas favorecida para el segmento 5 del
transcrito adhE£ iniciando en la posicion -292 y B) en —188. (Fig. tomada de Membrillo-

Hemandez y Lin, 1999).

1.4.6 Regulacion Post-Traduccional de AdhE

La actividad enzimatica de AdhE, bajo condiciones anaerébicas es 10 veces
mayor a la observada en aerobiosis. Esto se debe a la oxidacion catalizada por un
metal (MCO), donde la Etanol Oxidorreductasa (AdhE) se inactiva al oxidarse su
centro Fe, como se ha observado en K. pneumoniae.
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1.4.6.1 Metal Catalyzed Oxidation: MCO

Cuando no se ha degradado el H.O: por las catalasas, este puede oxidar metales
de transicion tales como Fe(ll) por medio de la reaccion de Fenton, produciendo a su
vez radicales hidroxilos libres, OH"™ (White, 1995). Los radicales hidroxilos generados
localmente por el FeZ* unido a la proteina atacan covalentemente a la cadena de
aminoacidos cercanos al sitio activo, desnaturalizando a la proteina (Reaccién 3).
AdhE es una enzima susceptible al MCO, pues tiene un centro con Hierro (Tamarit et

al.,1998; Echave et al., 2002).
Feo2* + H02 + H* —————» Fe® +OH+ H0
Reaccién 3

La respiracion aerébica tiene sus desventajas. La reduccion del O; se da de un a
un electron, produciendo especies toxicas y reactivas para las células (Reaccién 4).

»> 0, T " 2H:0

O > O
Superéxido Peréxido
Reaccion 4

El radical superoxido, es una especie muy reactiva que ataca a biomoléculas
clave. La célula responde al estrés oxidativo defendiéndose y reparando el dafio que
estas especies causan. Las superdxido dismutasas disminuyen la cantidad de
superoxido en la célula, una fuente de dafio oxidativo. Este es degradado por la
superéxido dismutasa (codificada por sSodA), que convierte dos moléculas de
superoxido a peréoxido y HxO (Reaccidn 5).

o7 + Oz + 2H* _sedA _, H0: + O2
Reacciéon §

El peréxido a su vez es degradado finalmente a H2O y O» por catalasas e
hidroperoxidasas (reaccion 6).

HO2 + H202 ——— cat____p H20: + O2

Reaccién 6

E. coli cuenta tanto con la superdxido dismutasa como con catalasa para
defenderse del estrés oxidativo (White, 1995).
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1.5 Objetivo de esta Tesis

Como el interés de esta tesis es estudiar como se regula post-
transcripcionalmente el gene adhE, como una introduccion especifica describiremos a
las dos RNasas que regulan la expresion y estabilidad del transcrito de adhE.

1.5.1 Regulacién Post-Transcripcional

Se conocen dos RNasas importantes para la regulaciéon de la expresion de AdhE.

1.5.1.1 La Transcripcion del mRNA de adhE Requiere un Corte de la
RNasa lilen E. coli

Aristarkhov et al. (1999) notaron que las mutantes en la RNasa lll no presentaban
actividad de etanol oxidorreductasa al ser crecidas anaerocbicamente en LB + glucosa,
a pesar de que los niveles de mMRNA de adhE eran altos. Notaron que ni las mutantes
adhE, ni las cepas sin la RNasa |l crecieron fermentativamente en glucosa, aunque
podian crecer en otra fuente de carbono menos reducida, como el glucoronato. En
estas fuentes de carbono, no se requiere la intervencién de AdhE, pues no se generan

equivalentes reductores por mol de piruvato formada.

Generaron también modelos de la estructura secundaria en la region no traducida
5' del mMRNA de adhE, los que sugirieron que el sitio de unién at ribosoma esta ocluido
por un apareamiento de bases intramolecular. Parece ser que se necesita el corte de
la estructura secundaria por la RNasa |ll para un eficiente inicio de traduccién.

La existencia de un mecanismo dependiente de RNasa Il para controlar la
traduccion de adhE nos lleva a pensar que la RNasa Il debe tener un papel regulatorio
en la modulacion de la expresion de adhE y de otros genes en respuesta a seiales

fisiologicas diferentes al Oa.

1.5.1.2 La Regulacion de la Expresion del gene adhE en Escherichia
coli: Transcripcion de un promotor rio abajo y Regulaciéon por

Fnr y RpoS

Membrillo-Hernandez y Lin (1999) demostraron que el promotor de adhE tiene
dos sitios probables de inicio transcripcional que pueden ser funcionales, y que cada
sitio es regulado dependiendo del estado rédox. Para esto se utilizaron fusiones
transcripcionales y traduccionales de adhE con el gene /lacZ. Ambos sitios son
reprimidos por NartL en la presencia de NO3". Fnr activa solamente al sitio de inicio de
—188, y se requiere Fis para la transcripcion del sitio de inicio —292.
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RpoS activa la transcripcion de adhE en ambos sitios de inicio de transcripcidon.
Solamente la traduccion del mMRNA que inicia en el sitio —292, y no el de -188,
requiere el corte de la RNasa Il para liberar el sitio de union al ribosoma (RBS) de una

estructura de horquilia a un largo transcrito.

1.5.1.3 Implicacion de la RNasa G en el Metabolismo de mRNA in vivo
en E. coli

E! grupo de Umitsuki (Kaga et al., 2002) encontraron que cepas mutantes de
rng:;cat sobreproducen una proteina de 100 kDa en la cepa MC1061, que tiene una
mutacién en la caja cra dentro del promotor de adhE. La secuenciacién de
aminoacidos del extremo NHx>terminal mostré que la proteina sobreproducida es
adhg. Los niveles del mRNA de adhE fueron significativamente mayores en las
mutantes mg::cat que en la cepa parental. Un experimento con rifampicina revelé que
la vida media de los mRNA de adhE era 2 veces mayor en las mutantes rng:.cat que

en la cepa silvestre.

1.5.1.4 Papel de las RNasas en E. coli

Las ribonucleasas son muy importantes en la maduraciéon y decaimiento de los
RNAs de doble cadena (ds; Tabla 4). Un conocido ejemplo de lo primero, es el de la
endoribonucieasa lil (RNasa INl) de E. coli, de la familia de las nucleasas especificas-
dsRNA, que digiere sitios especificos tanto en precursores rRNAs como mRNA, a la
vez que inicia la degradacion de mMRNAs especificos, tanto virales como celulares.
Muchos RNAs celulares y virales requieren reacciones de procesamiento para llegar a
su forma funcional y madura. En el decaimiento del RNA, eventualmente son
degradados a mononucledtidos, utilizados nuevamente en la sintesis de RNA.

El procesamiento y decaimiento de los RNAs involucra el corte especifico de
sitios, catalizado por la accion de ribonucleasas celulares. De esta forma, las RNasas
pueden regular la expresion genética controlando el nivel y la actividad de ios RNAs

mensajeros.
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Exoribonucleasas (8)

3'al &

terminales dei extremo (onp)

Tipo Accién Nombre Descripciéon
Polinuctedtido fosforilasa: Degrada
Quitan nuclestidos Pn mMRNA de cadena sencilla via una
pasa reaccion fosforolitica reversibie,

generando mononuciedtidos §'-
difosfato.

Ribonucleasa |I: Degrada mRNA de

(ams o me)

RNasa it cadena sencilla. Los hidroliza
(rmb) irreversiblemente a 5'-nudedtidos
Degradan la mayofia monofosfato.
del volumen det MRNA
RNasa R Homdlogo RNasa |, pero no puede
(mn) digerir oligémeros de DNA.
&N 1 Degrada rRNA y mRNA,
Endoribonucleasas (11) (ma) almente poqg|
oligonuciedtidos.
Cortan enlaces
fosfodiéster intermos Corta RNA de doble cadena (reconoce
RNasa Il | estructuras de tailo-asa), hace cortes
(mc) post-transcripcionales de mRNA y
maduracion de rRNA.
Papel generai en el decaimieno
quimico del MRNA, maduracion de
RNasa E fRNA. Corta mRNA cerca de

estructuras secundarias y de extremos

RAUU\N(R=AOG W=A o U).

RNasa G -
(mg) Muy similar a la RNasa E.
RNasa P Genera extremos 5' en tRNA de
(mp) Procanomes y eucariontes.
Tabia 4. Rib mas on E. coli. Estas ribonucieasas tienen diversas funciones, y

son sujeto de

investigacion experimental

en muchos

ios con

t nas ger
bioquimicas y biofisicas (Arraiano, 1993; Kenneil, 2002; Cheng y Deutscher, 2002). El numero entre
paréntesis indica las ribonucieasas de cada tipo conocidas hasta ahora.
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1.5.1.4.1 Quién es la RNasa IN?

La RNasa Il fue la primera endoribonucleasa que se descubrié que corta RNA
de doble cadena (dsRNA) de manera especifica en £. coli. La RNasa Ill (EC 3.1.26.3)
es una fosfodiesterasa 5’ (codificada por el gene mc en el min 55) que pertenece a
una familia de nucleasas Mg?*-dependiente que ha mostrado especificidad hacia los
dsRNAs. Se encuentran presentes tanto en bacterias como en eucariontes, y su papel
es importante tanto en la maduracion de rRNAs como en el decaimiento de mRNAs.

A pesar de no ser necesaria para la viabilidad de las células bacterianas (a
excepcion de B. sublilis), mc es un gene muy conservado aun en genomas muy
pequeios, tales como el de Mycoplasma genitalium (Robertson et al., 1968; Simons,

2002).

Su mRNA produce un homodimero de 226 aminoacidos 6 50 kDa (25.6 kDa por
cada subunidad) equivalente al 0.01% del total de la proteina celular; posee un
dominio de unién a dsRNA de doble cadena (dsRBD) en el extremo COOH-terminal
(de 70 aminoacidos) y cuenta con un dominio catalitico en el extremo NHxterminal

(Simons, 2002).

El corte de la RNasa Il deja fragmentos de RNA con extremos 5'-fosfato y 3'-
hidroxiio con dos nucledtidos 3’-colgantes. EIl tamano minimo del substrato es de 20
nucledtidos, equivalente a dos vueltas de la forma A del dsRNA (Conrad y Rauhut,
2002). Se ha mostrado in vitro, que el dominio dsRBD aislado puede unirse a dsRNA,
y que el dominio catalitico corta en sitios especificos al substrato bajo condiciones
especificas. Ambos dominios trabajan en conjunto, llevando a cabo una catdlisis
eficiente. Se sabe que secuencias especificas de bases apareadas actian como
antideterminantes del procesamiento de la RNasa Ill, jugando un importante papel en
la seleccion de sitios de digestion del substrato (Simons, 2002).

La RNasa Il se autorregula: rio arriba del gene estructural de mc esta mcO,
una estructura en tallo-asa que es substrato de corte para la misma RNasa Il
(Blaszczyk et al., 2001; Conrad y Rauhut, 2002). La RNasa Il degrada tanto RNA
natural como sintético, esto puede reflejar una adaptacién evolutiva de las bacterias
contra las infecciones virales o RNA exogeno. La RNasa Il puede ser fosforilada por
una serin-treonina protein-cinasa del fago T7. Esta modificacion covalente incrementa
la actividad de corte de la enzima al dsRNA (Conrad y Rauhut, 2002).

La funcién principal de la RNasa Il es el procesamiento de pre-rRNA. También
participa en la maduracion de mRNA a la vez que influencia indirectamente la
estabilidad de éstos, separando genes en operones. Junto con la RNasa E madura
tRNAs cotranscritos, cortando las regiones intercistronicas de mRNAs policistronicos.
La RNasa Il también procesa el transcrito pnp, que codifica para la PNPasa —que
junto con la RNasa II, es la exonucleasa bacteriana mas importante. Como ya habia
mencionado, las mutantes en rmc son viables, aunque impedidas en el crecimiento.
Varios de sus procesamientos son llevados a cabo por la RNasa P (Conrad y Rauhut,

2002).
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1.5.1.4.2 (Quién es la RNasa G?

La RNasa G tiene actividad endoribonucleolitica, confirmada por Tock et
al.,(2000) que es dependiente de la naturaleza del extremo 5' del substrato. La
RNasa G digiere eficientemente substratos con el extremo 5 monofosforilado, pero no
digiere en absoluto aquellos con el extremo §' hidroxilados 6 extremos § con

trifosforilados (Umitsuki et al., 2001).

El grupo 5' monofosforilado estimula la digestion en sitios internos de la molécula
de RNA. La RNasa G digierae preferentemente RNAs 5 monofosforilados ya en
decaimiento, antes que iniciar la digestién de RNAs 5’ trifosforilados intactos. Mientras
que el extremo 5’ tiene una gran importancia para el decaimiento de los RNAs, el
extremo 3’ no tiene ninguna importancia en la actividad de la RNasa (Umitsuki et al.,

2001).

Los resultados de Tock et al., (2000) sugieren fuertemente que la RNasa G
contribuye al decaimiento de los RNAs en E. coli, datos confirmados al observar el
decaimiento de adhE por la RNasa G (Umitsuki et al.,, 2001). Un estudio de Lee et al.
(2002), en el que se hizo un microarreglo de una cepa mg-1 vs mg+, observé que la
delecion de la RNasa G incrementd la abundancia de 18 transcritos celulares mas de
1.5 veces. Entre los transcritos mas afectados por la delecion de rmc esta adhE (Tabla
5).

La sobreexpresion de la RNasa G complementa funcionalmente una delecion de
la RNasa E (Lee et al.,, 2002). Sin embargo, el modo de accion de la RNasa G es
diferente del de la RNasa E. A diferencia de la RNasa E, que cuenta con una
inherente direccionalidad 3' a 5' en la seleccidon de sitio de corte, la RNasa G no
muestra esta direccionalidad (Feng et al., 2002).

1.5.1.5 Objetivo de la Tesis
El objetivo de este proyecto es: EIl andlisis de la accion de la RNasa Il y de la

RNasa G sobre el transcrito del gene adhE y su importancia en su regulacién post-
transcripcional.
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. Nivel de mRNA en Nivel de mRNA en
a
Gene Descripcion cepa mg? cepa complementada®
adhE Alcohol oxidorreductasa 3.7+ 0.2 0.7+ 0.1
fe2 ] Glucosa fosfato isomerasa 1 28+ 0.5 0.7+ 0.1
gk Glucocinasa 1 2.3+ 0.1 1.0x0.1
cipB Heat shock proteina, ClpB 2.3+ 0.5 0.6 + 0.1
tpiA Triosafostato isomerasa 1 20+ 0.1 0.8 + 0.0
eno Enolasa 1.9+ 0.1 0.8 £ 0.1
mopA Heat shock proteina, GroEL 1.8+ 0.2 0.8+0.2
ety IRespiratoria NADH deshidrogenasa 1.8+ 0.3 0.9x0.2
vhod Proteina hipotética 1.8+ 0.2 1.7+ 0.0
yThO Probable aminotransferasa 1 1.8+ 0.2 1.6+ 0.1
preiP Probable factor de elongacién 1.7+0.1 . 1.0£0.1
mgsA |Metilglioxal sitasa 1.7x 0.1

3-Metil-2-oxobutanoato
prans hidroximetitransferasa 1.7+02
nags Glucosamina-6-fosfato deaminasa 1.7+ 0.

[Alquil hidroperédxido reductasa, F52al e
ahpF subunidad 1.6+ 0.
srta Sistema P_'l_‘_s. f:omponeme mc 1.620.

IgiL ol-esp
B1983 Proteina hipotética 162 0.1
acs IAcetil-CoA Sir 1.620.1: : 3
rpoE RNA polimerasa, factor o® 0.7+£0.1 - 0.8+0.1

UDP-N-glucosamina 1-
murA carboxiviniltransferasa 06x0.1 0.6+ 0.0
lytxgt FProbable carboxilasa 0.6 +£0.1 0.7+ 02
B2326 Probable ATPasa transportadora 0.5+ 0.0 0.6+ 0.0
" " N N .
mg Filamento axial citoplasmico RNasa 0.210.1 135229
Tabla 5. Transcritos afectad por ia defick ia de RNasa G. a) Se eligieron iniciaimente

42 genes a los que el nivel de MRNA cambié 1.5-veces en tres de cuatro experimentos
preparados con muestras de RNA de N3433mg. Fueron seleccionados 23 de los 42 genes en
ios que el error estandar fue igual o menor al 20% en el nivel promedio. b) Se calculd el nivel
de mRNA de al menos 2 conjuntos de experimentos independientes, se muestra el promedio +
error estandar (Tabla tornada de Lee et al., 2002).
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2 MATERIAL Y METODOS
2.1 Técnicas Bacteriolégicas

2.1.1 Cepas Bacterianas y Plasmidos

Se muestran los genotipos de las cepas bacterianas y de los plasmidos
usados en este trabajo en las Tablas 6 y 7 respectivamente.

Tabla 6. Cepas de E: his coli on oste )j
Cepa Genotipo Fuente/ Referencia
ECL4000 MC4100 D(adhE-lacZ) Dr. Jorge Membxillo-
Hemandez U.N.A M.
MC4100 AfargF-1ac)U7169 rpsl.150 araD169 relAT1 Dr. Jorge Membirilio-
flb-5301 deoC1 ptsF25 Hemandez U.N.AM.
JES52 AdhEA?7T 568K Dr. Jorge Membrillo-
Hermandez U.N.A.M.
JMH0098 MC4100 mc::tet Dr. Jorge Membrillo-
Hemandez U.N.AM.
JMHO0104 MCA100 aghE::kan Dr. Jorge Memtbirillo-
Hemandez U.N.A.M.
MC1061 araD139A(araaBC-leu) 7697 A(lac)X74 Dr. Masaaki Wachi
gall galK hsdR rpsl_ 150 thi Universidad de Tokio
JMHO042 MC4100 me::Tn10 Dr. Robert Simons UCLA
JMHOS510 MC1061 pero me.itet [MC1061 x Este trabajo
P1(JMHO0042))
JMHOS511 GM11 pero rnc::tet [GM11 x P1(JMHO042)) Este trabajo
JMHO512 JMHOS510 pero mg:cat [JMHOS10 x Este trabajo

P1(GM11))
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Fuente/ Referencia

Cepa Genotipo

JMHO526 JMHO523 pero adghtE::kan [JMH0523 x Este trabajo
P1(JMHO104)]

JMH0S527 JMHO512 pero aghE:kan [JMHOS512 x Este trabajo
P1(JMHO104)}

JMHO0528 JMHO511 pero aaghf£:ikan [JMHOS511 x Este trabajo
P1(JMHO104)]

JMHO530 MC1061 pero adht::kan [MC1061 x Este trabajo
P1(UMHO104)}

JMHO531 GM11  pero adhfE::kan [GM11 x Este trabajo
P1(JMHO0104)) '

JMHO536 JRG780 pero mg:cat [JRG780 x Este trabajo
P1GM11)]

JMHO537 JRG780 pero mc:tet [WRG780 x Este trabajo
P1(JMH0042)}

JMHO540 a JMH0545 Mutantes supresoras de JMHOS10 Este trabajo
capaces de crecer en MM
anaerdbicamente

JMHO546 a JMHO551 Mutantes supresoras de JMHO510 Este trabajo
capaces de crecer en MM
anaerobicamente pALF1

JMHOS52 a JMHO0557 Mutantes supresoras de JMHO511 Este trabajo

y JMHO577 a capaces de crecer en MM
anaerdbicamente -

JMHOS80

as




Fuents/ Referencia

Cepa Genotipo

JMHOS563 MC1061 attB:d(adh&-'lacZ) [MC1081 Este trabajo
ARS4S5[pD(aghE-lacZ)]]

JMHOS564 JMHOS63 pero mgicat [JMHOSE3 Este trabajo
P1(GM11)]

JMHO565 JMHOS63 pero mc:tet [JMHOS63 Este trabajo
P1(GR11))

JMHO566 JMH0563 pero adht£:kan [JMHOS63 Este trabajo
P1(JMHO104)]

JMHO567 JMHO563 pero mocitet [JMHO563 Este trabajo
P1GR11)]

JMHOS568 JMHOS65 pero mg:cat [JMHOSES Este trabajo
P1(GM11)]

JMHOS569 JMHO564 pero mcitet [JMHOS564 Este trabajo
P1(GR11)]

JMHOS570 JMHOS566 pero mg:cat [JMHOS566 Este trabajo
P1(GM11)]

JMHOS520 JMHOS536 pero mcitet [JMHOS38 Este trabajo

P1(GM11)]




Control post-transcripcional del gene adhE en E. coli

Tabla7. P de coli on esta tesis
Plasmido Caracteristicas Relevantes Fuente
PRS414 Ap' derivado de pBR322 (20 copias) Dr. Jorge Membrillo Hemandez
U.N.AM,
PRS415 Ap' derivado de pBR322 (20 copias) Dr. Jorge Membrillo Hernandez
U.N.A.M.
PSK Ap' derivado de pUC19 (50 copias) Dr. Jorge Membrillo Hernandez

p(adhE-lacZ)
PALF1

PSK1

pPSK2

PSK3

PSK4

PFG1

pFG2

pFG3

pFG4

2.96 kb
pRS414 adhE-lacZ Ap’ Fusion
traduccional

miniF adhE-facZ Ap' (Unicopia)

PSK adhE-1acZ con 1419 bp de adhE
PSK adhE™-1acZ con 1555 bp de adhE
PSK aghE"-1acZ con 2444 bp de adhE
PSK aghE-1acZ con 2915 bp de adhE
PRS414 adhE'-/acZ con 1419 bp de
adhE
PRS414 adhE-'lacZ con 1485 bp de
adhe
PRS414 adhE'-‘lacZ con 2444 bp de
adhE
PRS414 adhE"-‘1acZ con 2915 bp de
adhE

U.N.AM.
Este trabajo

Dr. Masaaki Wachi Universidad
de Tokio

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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2.1.2 Medio y Condiciones de Crecimiento

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120° C y 15 psi por 20
min antes de ser vertidos en las cajas Petri. Los medios solidos se prepararon
adicionando agar bacterioloégico al 1.5% (p/v) al medio liquido antes de ser
esterilizado. La incubacion anaerobica se llevé a cabo en jarras anaerébicas a 1

atmoésfera de Hz y COz en Sistemas anaerdbicos de GasPak™ (BBL Microbiology

Systems).

Cultivo Luria Bertani (LB). Se disolviéo Bacto-Triptona (10 g), Extracto de
Levadura (5 g) y NaCl (10 g) en 1 | de agua destilada y desionizada, ajustando el
pH a 7.0 con 2-3 gotas de NaOH 2.5 N. Se esterilizé en autoclave.

Cultivo Sélido (con X-gal). Se disolvid Bacto-Triptona (10 g), Extracto de
Levadura (5 g) y NaCl (10 g) en 950 ml de agua destilada, ajustando el pH a 7.4
con 2-3 gotas de NaOH 10 M. Se agregod agar (15 g) y agua hasta 1i. Después
del proceso de autoclave, en caso de necesitarse se agregaron 2 ml de X-gal
(Preparado al 2% (p/v), en dimetilformamida).

Cultive Sdélido para Fago A (con X-gal) . Se disolvié Bacto-Triptona (8 g),
Extracto de Levadura (5 g), NaCl (5 g), Glucosa (2 g), Agar (20 g) y se disolvidé en
1 | de agua destilada. Después del proceso de autoclave, se agregd 10 ml de
MgSOs4 1M, 10 ml de CaClz 0.5 M, 1 ml de FeCls 10 mM y 2 ml de X-gal
(Preparado al 2% (p/v), en dimetilformamida).

TB Agar Suave. Se disolvio Bacto-Triptona (8 g), NaCl (5 g) en 950 ml de agua
destilada y se agrego el Agar (7 g). Se esterilizé en autoclave.

48




Control post-transcripcional del gene adhE en E£. coli

Medio Minimo (MM). Se disolvié NH4CI (1 g), KH2PO4 (3 g), Naz2HPO, (6 g), NaCl
(0.5 g) en S00 ml de agua destilada, ajustando el pH a 7.4 con 2-3 gotas de NaOH
10 M. Se disolvié agar (20 g) en §00 mi de agua destilada. Se esterilizaron por
separado. Se mezclaron y se adiciond 1 mi de MgSOs (solucion al 25%), azucar
(agregada al 0.2% de la concentracion final), 16 ml de Tiamina (solucién al 0.1%),
aminoacidos (20 mg/ml) y Timina (a una concentracion final de 20 ng/ml). Se
homogeneizd y se vacid en cajas Petri. Se flamed cada caja 1 s para eliminar
burbujas y se incubaron 24 h. A menos que se indique, |la fuente de carbono

usada fue glucosa.

Medio Minimo Glicerol Fumarato (MM GF) . Se disolvio NH4CI (1 g), KH2PO4 (3
g). NazHPOu4 (6 g), NaCl (0.5 g) en 500 ml de agua destilada, ajustando el pH a 7.4
con 2-3 gotas de NaOH 10 M. Disolvimos agar (30 g) en 500 m! de agua
destilada. Se esterilizaron por separado. Se mezclaron y se adiciond 1 ml de
MgSO, (solucidn al 25%), glicerol 0.04 M, casaminoacidos al 0.2% y Fumarato de
Sodio 0.04 M. Se homogeneizd y se vacié en cajas Petri. Se flamedé cadacaja1s

para eliminar burbujas y se incubaron 24 h.
2.1.2.1 Suplementos a los Medios de Cultivos

Cuando fue necesario, se agrego una solucion esterilizada por filtracion de

casaminodacidos a una concentracion final al 0.2%.

2.1.2.2 Selecciéon por Antibiédticos

Las concentraciones utilizadas en este trabajo se dan en la Tabla 8, mismas
que fueron utilizadas tanto en medios liquidos como sélidos. Para el agar, el
volurnen apropiado de la solucion stock de antibiético se mezclé con el medio
recién esterilizado a una temperatura menor a 50° C. Todas las soluciones de
antibidtico se esterilizaron por fitracion usando filtros de membrana MF™

(Millipore Acrodis) de 0.45 um.
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Tabla 8. Concentraciéon de Antibiéticos usados en los medios de cultivo

Antibiéticos Stock Cor t ién Final
Ampicilina 200 mg/ml 200 pg/ml
Cloramfenicol 20 mg/mi (etanol) 25 ug/ml

Kanamicina 100 mg/mi 100 pug/mi
Tetraciclina 15 mg/mi (50% etanol) 15 pg/mi
Espectinomicina 20 mg/mi 25 ug/mi
Estreptomicina 50 mg/mi 200 ng/mi

2.1.2.3 Preservacion y Mantenimiento de Cepas Bacterianas,
Bacteriofagos y Plasmidos.

Las cepas bacterianas se mantuvieron en cajas de agar a 4° C hasta por 1
mes. Se subcultivaron de forma rutinaria para propagar la cepa en medio
selectivo, sellandose con Parafilm para evitar la evaporacion. Para
almacenamientos a largo plazo, se utilizaron viales con medio LB y glicerol at 15%
(v/v) y se almacenaron a -70° C. Los lisados de P1 se mantienen a 4° C. Los

plasmidos purificados se mantienen a —20° C.

2.1.2.4 Condiciones de Crecimiento

Los cultivos se crecieron en matraces Erlenmeyer o en tubos de ensaye, a
30° C y con agitacion de 200 rpm. El volumen de los cultivos varié entre 1/25 a
1/10 del volumen del matraz. Los cultivos anaerbbicos se crecieron en tubos de
vidrio con tapa de rosca, Ilenos hasta el tope, a 37° C. Se crecieron cultivos
aerdbicos en matraces nefeleométricos, para la medicion de ODesw en el
espectrofotometro Spectronic 20 (Bausch & Lomb). La inoculacion de los cultivos
se hizo con 1% (v/v) de un cultivo en fase estacionaria. El crecimiento se siguid
midiendo la ODsoo usando el espectrofotémetro, alterpnativamente se usé un
espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech), utilizando
celdas de 1 ml, diluyendo 10 o 100 veces para mantener la medicién de ODesoo
debajo de 0.6.
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2.1.2.5 Estudios de Expresion de Fusiones lacZ

Las células se crecieron aerdbica o anaerdbicamente hasta una ODeoco de 0.4
antes de recibir el tratamiento del ensayo de PB-galactosidasa. En el caso de

actividades enzimaticas de B-galactosidasa la ODeco fue de 0.6 a 1.0.

2.2 Técnicas Bioquimicas
2.2.1 Preparacion de Extractos Libres de Células

Se colectaron las células por centrifugacién a § 000 g por 30 min. Se lavo y
resuspendié la pastilla precipitada en solucién amortiguadora de KaPO4 0.1 M (pH
7.0). Se tratdé la suspension celular por sonicacion usando un sonicador MSE
Soniprep 150 W. Las células se sonicaron 10 veces, cada ciclo duré 30 s con
intervalos de 1 min enfriando en un baio de hielo-sal. Se removieron |os restos

celulares por centrifugacion a 132 000 g por 90 min a 4° C. Los sobrenadantes se

guardaron a -70° C.
2.2.2 Determinacion de Concentracion de Proteina

2.2.2.1 Método de Bradford

La concentracion de proteina de extractos celulares se determindé por el
meétodo de Bradford (Bio-Rad). Se resuspendieron los sobrenadantes de las
células sonicadas a 1/20 en amortiguador A [Tris-HC! 50 mM pH 8.5, KCI 50 mM,
DTT S mM; para estabilizar las proteinas se agregdé 1/200 de inhibidores de
proteasas Roche (#cat. 1836-170), NAD" 1 mM). El reactivo de Bradford se diluy6
1:5. Se tomaron 25 ul de extracto celular mas 75 ul de amortiguador A y S ml de
reactivo de Bradford; 50 ul de extracto celular mas 50 ul de amortiguador A y 5 mi
de reactivo de Bradford; 100 ul de extracto celular y 5 mi de reactivo de Bradford;
usando 100 ul de amortiguador A y 5 ml de reactivo de Bradford como blanco.
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Se uso un stock de 1.4 mg/mi de BSA. Se incubd al menos S min ata. La
lectura se hizo a 595 nm. La reaccion es estable por 1 hora. Se usé la pendiente
de la curva estandar ajustada a cero. Para obtener la concentracién por muestra
se dividieron los valores obtenidos en las muestras por la pendiente de la curva
estandar. Al dividir por los pl de muestra se obtienen los ug/ul. Se tomaron los

dos valores mas cercanos y se obtuvo el promedio.

2.2.3 Mediciéon de Actividad de B-galactosidasa

El producto del gene /acZ, la B-galactosidasa ha sido utilizado para estudiar
muchos aspectos de la regulacion genética. Para esto se construye una fusion
genética entre un operdn /ac sin promotor y el promotor del gene de interés. La
concentracion de la enzima, y por lo tanto la expresién del gene, puede medirse
con el sustrato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosida (ONPG) incoloro,
que al hidrolizarse por la accion de la B-galactosidasa da un color amarillo
proporcional al producto hidrolizado.

El ensayo se llevo a cabo como esta descrito por Miller (1972) por triplicado,
para cada muestra con ligeras modificaciones. Se crecieron los cultivos hasta
fase logaritmica. Al llegar a una ODsoc entre 0.4 y 0.6, se les agregé cloramfenicol
o espectinomicina a una concentracion final de 40 ng/ml. Se incubaron 5 min mas
en las condiciones de crecimiento previas. 1 ml de cada cultivo se centrifugo 5

min a 3000 rpm.
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Se resuspendié en 1 ml de amortiguador Z (0.06 M Na:HPOL.7H20, 0.04 M
NaHzPO4. H20, 0.01 M KCI, 0.001 M MgSQs. 7H-0, 0.05 M B-mercaptoetanol, pH
7.0). Se midié la ODesxo Yy se separaron entre 25 y 100 ul del cultivo liquido 6
suspension celular y se mezclaron con Amortiguador Z hasta un volumen final de
1 ml. Se permeabilizaron las membranas celulares para permitir la salida de las
enzimas citoplasmicas, por difusidn. Esto se logré al agregar 40 ul de cloroformo y
20 pl de SDS al 0.1% a la mezcla de cada ensayo y agitar por 10 s.

Los tubos de ensayo se incubaron a t.a. por 10 min. Se inicié la reaccién al
agregarse 0.2 ml de ONPG (4 mg/ml) a cada tubo, que se agitaron por 5 s y se
incubaron a t.a. hasta que la mezcla del ensayo incoloro cambid a un suave
amarillo. Para detener la reaccion se agregaron 0.5 ml de NaCOs 1M y se obtuvo
una coloracion amarilla, se registré el tiempo de reaccion. Se midié para cada

ensayo, ia ODguz0 y ODsso.

La OD4s20 mide la absorbancia debida a la hidrolisis de ONPG; la ODsso mide
{a dispersion de la luz debida a los escombros celulares y Ia turbidez. Se utilizé la
siguiente formula para calcular la actividad de B-galactosidasa (Miller, 1972):

(1000 . ODaz0) - (1.75 .ODsso)

Unidades Miller =
t. v .ODsoo
ODuz20 Yy ODssp son las medidas de absorbancia.
t = tiempo de incubacion de [a mezcia de reaccidon, en min.
v = Volumen dei cultivo celular usado, en mi.
ODgyo = Densidad éptica a 600 nm de la suspension cejular.

Alternativamente, se llevd a cabo la actividad enzimatica de f-galactosidasa
por triplicado, para cada muestra. Para esto se resuspendieron las células en
cuatro volimenes de amortiguador A (Tris. HCI 50 mM pH 8.5, KCI SO mM, DTT 5
mM, para estabilizar las proteinas se agregd 1/200 de inhibidores de proteasas,
NAD” 1 mM ).
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Se agrego en cubetas de medicion de 1 mi en el siguiente orden, 150 ul de
ONPG al 0.4% en p-mercaptoetanol, 845 6 830 ul de Buffer Z (0.06 M
Na:HPO4.7Hz0, 0.04 M NaH2PO4. H20, 0.01 M KCi, 0.001 M MgSO.. 7H20, 0.05
M B-mercaptoetanol, pH 7.0) y 5 6 20 nl del extracto celular. Se midid la cinética
cada 3 segundos por 120 segundos. Se utilizé |a siguiente formula:

(m)=(fd)

——Unidades = =
ug proteina ( coef.ext. Bgal ) * ( conc. Proteina)

m = pendiente de la cinética enzim:atica de la p-galactosidasa.

f.d = ractor de dilucion, que fue de 200 & 50.

conc. Proteina = Determinada por ef método de Bradford

coef. extincion de 3-galactosidasa a 420 nm es de 0.0045.

2.2.4 Actividades Enzimaticas Especificas de AdhE

Se crecio el cuitivo de 50 mi en las condiciones deseadas. Se pesod la pastilla
celular (colectada por centrifugacion a 3000 rpm a 4°C). Se resuspendieron las
células en 4 volumenes del amortiguador A. Se prepararon extractos libres de
células. Estos sobrenadantes fueron utilizados después de ser obtenidos.

Se prepararon las siguientes soluciones al momento: S0 mM de NAD*; 10 M
de Etanol, 0.6 M de K.CO3 pH 10. Se agrego en la celda de cuarzo de 1 ml en el
siguiente orden: 500 ul de K=COs3, 300 6 285 ul de H>0 destilada, 150 ul de etanol,
45 pl de NAD” y 5 6 20 ul del extracto libre de células. Se mezclaron tapando la
celda con parafilm. Se midid la Absorbancia a 340 nm (que mide la formacion de
NADH) cada 5§ s por 120 s. La pendiente de la recta es el radio de consumo
(formacion NADH/min). De acuerdo a la siguiente formula se calculé la actividad
especifica (actividad/concentracion de proteina).
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Se utilizo la siguiente formula:

(rm)* (fdil)

——Unidades = - =

ug proteina ( Coef.Ext. ) * ( Conc. Proteina )

m = relacién de consumo NAD /min.
f.dil. = pactor de dilucion, que fue de 200 & 50.
Conc. Proteina = concentracion de Proteina (ug/pl)

Coef. Ext.= Coeficiente de extinciéon de NAD™ a 340 nm es de 6.22.

2.2.5 Electroforesis en Geles (SDS-PAGE)

Se centrifugd 1.5 mi de cultivo a 14 krpm. Se resuspendio en Y de volumen
del amortiguador Laemmli para proteina [Acido acético glacial al 10%, Metanol ’yal
30%. Azul de Coomasie R250 al 0.06%; antes de usar ‘sé bar'gregé B-
mercaptoetanol al 5% y 1X cocktail inhibidor de proteasas . Roche (# ‘cat. 1836-
170)]). Las muestras se hirvieron por 5 min para desnatural-zar las proteinas antes
de ponerlas en el gel. Se usaron de 5 a 30 plde muestra en cada ‘gel.; Se. hlcneron
pregeles para calcular la cantidad de muestra a poner : ‘La muestras son estables

por dos semanas si se guardan a —20°C.

Cell de'Bio-Rad. Se
2.5 ml de

Se preparo el gel de acuerdo al catalogo Min@-l?rbléé
adiciono el gel separador al 9% [3 ml de acrilamida/bis"‘al 30%(29:1
Tris 1.5 M pH 8.9, 100 nl de SDS al 10%, 4.3 mI de HzO se mezcld'suavemente;
NCNLN tetra- -metil-
|sopropanol

se agregaron 80 ul de Persulfato de amonio: al 10%. 5
etilendiamina (TEMED) como catalizadores] y., después d
encima, se dejo polimerizar 45 min. Después, se qunt I'y se agregé .
el gel concentrador al 5% [1 m! de acrilamida/bis al 30% 591). .5 mi de' Tris 1.5
M pH 6.8, 60 1l de SDS al 10%, 3.4 ml de HO se mezcjlé suavemente;. se




agregaron 40 ul de Persulfato de amonio al 10%, 5 ul de N,N,N,N-tetra-metil-
etilendiamina (TEMED) como catalizadores].

Después de dejar gelificar el gel concentrador durante 30 min , se coloco el
gel en la camara, misma que se rellendé con amortiguador Laemmli frio (Tris-base
25 mM, glicina 220 mM, SDS al 10%, 1 | de H20 desionizada). Durante la
electroforesis del gel se usaron §0 V durante el gel concentrador y 70 V durante el

gel separador.

Se sumergié el gel en 5 volimenes de la solucion tefidora [0.25 g azul de
Coomasie R250, 90 ml de Metanol:H20 (1:1 v/v) y 10 mi de Acido acético glacial;
filtrado) y se colocd por 4 h el recipiente en una plataforma (Labnet) que agitaba
suavemente el gel. Se lavo el gel con la . solucion destefidora [90 ml de
Metanol:H20 (1:1 v/v) y 10 ml de Acido acético glacial; filtrado] y después con
agua y se colocO sobre un papel filtro y un acetato. El gel fue secado a 80°C por
45 min con una bomba secadora de vacio Hydrotech Vacuum Pump (Bio-Rad).

2.2.6 Técnicas Espectrofotomeétricas

El espectro de absorcion electronica se midid usando un espectrofotometro
de UV/Visible Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech). Para la
medicion de la densidad optica (OD) de matraces nefeolométricos se usd el
espectrofotémetro Spectronic 20 (Bausch & Lomb).
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2.3 Manipulacion y Andlisis de DNA
2.3.1 Preparacion de DNA Celular
2.3.1.1 Purificacion de DNA de Plasmidos

Este procedimiento esta basado en el protocolo del Kit de Qiagen-Plasmid,
disefiado para purificar hasta 20 ug de DNA de plasmidos multicopia provenientes
de cultivos de E. coli hasta de 5 ml crecidos en medio LB (Luria Bertani). Se
concentraron células de un o.n. de 5 ml por centrifugacién a 13 000 rpm por 5 min.
Se resuspendié la pastilla obtenida en 250 pl de amortiguador P1 (100 ug/ml de
RNasa A; 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM de EDTA) hasta obtener una
solucion homogenea. La RNasa A digiere el RNA liberado durante Ia lisis alcalina.
Los fragmentos de RNA resultantes no se unen a la resina de QIAGEN bajo las

condiciones de pH y sal presentes en el lisado.

Se agregaron 250 ul de amortiguador P2 (NaOH 200 mM, SDS al 1% (p/v)) a
la suspension celular, se mezcldé suavemente hasta obtener una soluciéon clara. El
SDS solubiliza los componentes fosfolipidicos y proteinicos de la membrana
celular, permitiendo la lisis y liberacion del contenido celular. El NaOH
desnaturaliza tanto el DNA cromosomal y de plasmido, como las proteinas.

El tiempo 6ptimo de lisis permite la maxima liberaciéon del DNA de plasmido
de la célula sin permitir Ja salida del DNA cromosomal, minimizando a su vez la
exposicion del plasmido a una desnaturalizacidn irreversible. Por esto la reaccion
de lisis no debe durar mas de 5 min. Se obtiene un lisado viscoso, el que se
neutralizd con 350 pyl de amortiguador N3 (CH:COOK 3.0 M, pH 5.5). La ailta
concentracion de sales precipita al KDS (Dodecil sulfato de potasio), y tanto las
proteinas desnaturalizadas, como el DNA cromosomal y los restos celulares

quedan atrapados en el complejo de sales-detergente.




El! DNA de plasmido, al ser mas pequeiio que et DNA cromosomal y cerrado
covalentemente, se renaturaliza correctamente, manteniéndose en soiucion.
Comoe cualquier remanente de SDS inhibiria la unidon deli DNA a la resina de
QIAGEN, Ila solucion debe mezclarse perfectamente de manera suave,
asegurando asi la completa precipitacion del detergente.

El precipitado se removi6é con una centrifugacion a alta velocidad por 10 min.
Se pasoé el sobrenadante al tubo con la resina de QIAGEN por decantacién. Se
centrifugé de 30 a 60 s, donde se une el DNA de plasmido a ia resina QIAGEN. La
resina de intercambio anidonico de QIAGEN, hecha de Dietilaminocetanol (DEAE),
en condiciones acidas esta cargada positivamente, interactuando entonces con los
grupos fosfatos del DNA. Se lavé el DNA del plasmido con 750 pt de amortiguador
PE (80% etanol) y se centrifugé de 30 a 60 s. En este paso se lavo el DNA
adherido a la columna con etanol: volatil y facil de remover. Se volvié a centrifugar
por 2 min para evaporar el etanol. El DNA se lavdo con 50 yl de amortiguador EB
(Tris-Cl 10 mM, pH 8.5). Los plasmidos obtenidos se guardaron a ~20° C.

2.3.2 Modificaciones Enzimiticas del DNA

2.3.2.1 Digestion con Endonucleasas de Restriccion

La digestion de DNA con endonucleasas de restriccion se llevdé a cabo con
amortiguadores y enzimas comerciales (GIBCO BRL y Promega). Se agrego al
menos 1 unidad de enzima por 1 ug de DNA por cada sitio de restriccién, tal que el
volumen de enzima agregado fue de un décimo del volumen de reaccién total. La
digestion se incubd por 2 h, a las temperaturas recomendadas por el fabricante.
Un amortiguador unive'sal se utilizé cuando se usaron dos o mas enzimas con
diferentes requerimientos de sal. Los fragmentos cortados se purificaron con el kit
de QIAGEN QlAquick Gal Extraction Kit Protocol. Ver seccion 2.5.3.2. Se

analizaron las digestiones por electroforesis.
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2.3.2.2 Ligacion de Fragmentos de DNA in vitro

Las reacciones de ligacion se ilevaron a cabo de acuerdo a Sambrook y
Russell (2001) en 3 pl amortiguador de ligacion 10X [Tris-HCI 20 mM, pH 7.5; KCI
60 mM, EDTA 1 mM, ditioeritritol 5§ mM, glicerol al 50% (v/iv)] por 12 a 16 h a 14°
C. La mezcla contenia 2 pul de DNA ligasa T4 (Roche), 5 yl plasmido y 10 ul del
inserto. Se trataron dos reacciones control al mismo tiempo: a)sin ligasa y b) sin

inserto.

De forma alternativa se utilizd el kit de ligacion rapida de DNA (Roche). Se
agregaron 2 ul vector (aproximadamente 20 ng/ul), 6 il det fragmento (80 ng/ul) y
2 yl amortiguador de dilucion (DNA 5X) y se agitd. Se agregaron 10 uyl de
amortiguador de DNA ligasa T4, se mezclaron y se agregdé entonces 1 ul DNA
ligasa T4. Se dejé 10 min a ta.

2.3.3 Electroforesis con Geles de Agarosa

La electroforesis en gel de DNA se llevo a cabo de acuerdo a Sambrook y
Russell (2001). Tipicamente, se agrego polvo de agarosa al 1.0 % (Bio-Rad) a un
amortiguador 1 X de TBE (Tris base 8.9 mM, Acido borico 8.9 mM, EDTA 0.2 mM,
pH 8.0). Se disolvio la agarosa en el homo de microondas a la mitad de ia
potencia (sin llegar a ebullicidon) por 2 min; se mezclé el gel a homogeneizar, se
dejé enfriar unos momentos y se vertid en la caja de electroforesis. Se dejé
gelificar antes de llevar a cabo la electroforesis. La electroforesis se llevé a cabo
en camaras de electroforesis de Bio-Rad a un voltaje constante (90 V por 1 hora),
en solucion amortiguadora 1 X TBE a 15°C. Se prepard amortiguador de carga (6
X) que contiene 0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xilen cianol y 40% de
sacarosa (p/v) en agua destilada. Este se agregé a muestras de DNA antes de
ser corridas, tal que el volumen de! amortiguador de carga fuera 1/5 del volumen

total corrido en el gel.
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Después de la electroforesis, se sumergi® el gel por 10 min en una solucién
de Bromuro de etidio (5 pg/mt). El bromuro de etidio se intercala con las bases del
DNA, fluoresciendo en presencia de luz UV. Después de la tincion, se vio el gel
con luz UV en el transiluminador a 260 nm (Hoefer), se fotografiaron usando una
camara digital DC290 ZOOM (Kodak) y se manipularon con el programa 1D
version 3.5.4. Se usaron patrones de peso molecular de DNA de 100 bp o de 1
kb, de Bio-Rad, Invitrogen ¢ Bethesda Research Laboratories (Gibco BRL).

2.4 Técnicas Genéticas
2.4.1 Introduccion DNA de Plasmido por Transformacion

2.4.1.1 Preparaciéon de Células de E. coli Competentes

Se subcultivé un o.n. de E. coli, en LB y se crecié a 37° C hasta ODeoo de 0.5.
Se colectaron las células por centrifugacion a 5 000 g por 5 min a 4° C. Se iavé la
pastilla con CaCl: SOmM enfriado a hielo antes de resuspender en 20 ml de esta
soluciéon. Se incubd la mezcla en hielo por 30 min. Se centrifugaron nuevamente
a 5 000 g por 5§ min a 4° C y se resuspendid suavemente la pastilla obtenida en 1
mi de CaClz S50mM enfriado a hielo, antes de transformar. De forma alternativa, se
resuspendieron las células en 1 ml de CaCl> 50mM enfriado a hielo, con glicerol al
15% (v/v) y guardadas a -70° C para transformaciones subsecuentes. Estas

células se conocen como "células competentes”.
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2.4.1.2 Tr f ion de Células de E. coli.

Se agregaron células competentes (200 ul), a un tubo de microcentrifuga
eppendorf frio y estéril, al que se le agregaron 1-2 ug de DNA plasmidal. Se dejo
ila mezcla en hielo por 45 min. También se prepard un tubo control que tenia
solamente las células competentes. Después de 30 min, las células recibieron un
choque caldrico a 42° C por 90 s y se les dejo creceren 1 mi de LB por 2 h a 37°
C. Esto permitio que las células se recuperaran del choque caldrico, para que al
sembrar posteriormente éstas ceélulas transformadas en el medio selectivo (con
antibiotico), se expresen los genes de resistencia antibiética codificados por el
DNA introducido (plasmido). Se centrifugaron las células, y la pastilla obtenida se
resuspendio en 80 pul de medio de dilucion (MgSO«4 10 mM). Se plateé en medio
selectivo y se incubaron o.n. a 37° C para recuperar las transformantes.

2.4.2 Introduccion DNA de Plasmido por Electroporacion

De forma aiternativa, la introduccion del DNA plasmidal puede hacerse por
electroporacion, con una eficiencia de 10° a 10" transformantes por ug de

plasmido, mayor aun que cualquier método quimico .

2.4.2.1 Preparacion de Células Electr P

Se inocularon 20 mil de LB con 1/100 del volumen (200 ul) de un o.n. fresco
Se crecieron las células a 37° C y con agitacion de 300 rpm hasta
Se enfriaron las

de E. coli
ODsooc de 0.5 a 0.7 (células en fase log temprana a media).
En lo que resta del protocolo, se mantuvieron las
Se colectaron las
C. Se descarto

células en hielo por 20 min.
células lo mas cercano a 0° C (en un bafo de agua-hielo).

células por centrifugacién a 3 000 g por 10 min a 4°
cuidadosamente y por completo el sobrenadante. Se resuspendié suavemente la

pastilla en 20 ml de glicerol al 10% enfriado en hielo.
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Se centrifugé a 3 000 g por 10 min a 4° C, y se descartd el sobrenadante. Se
resuspendio la pastilla en 1 ml de glicerol al 10% enfriado en hielo. Se centrifugd
a 3 000 g por 10 min a 4° C, se descarto el sobrenadante. Se resuspendié ia
pastilla en un volumen final de 2 ml de glicerol al 10% enfriado en hielo. Esta
suspension puede congelarse en alicuotas en hielo seco y guardarse a —70° C

hasta por 6 meses.
2.4.2.2 Electroporacion

Manteniendo las células en hielo, para cada muestra a ser electroporada, se
puso un tubo de microfuga de 1.5 ml (eppendorf) estérii y una cubeta de
electroporacion estéril de 0.2 cm a enfriar en hielo. En uno de estos tubos frios,
mezclamos 100 ! de la suspension celular con 1 a 2 pl de DNA (suspendido en
amortiguador TE). Se mezclaron bien y se incubaron en hielo por 1 min. Se
programo el Micropulsador en Ec2. Se transfirié la mezcla de células con DNA al
fondo de la cubeta de electroporacion fria y se tapd. Se puso la cubeta en el carril
y se le aplicé una sola vez un pulso (2.5 kV por § ms). Rapidamente se agregé 1
ml de medio SOC a la cubeta (Bacto triptona al 2%, 0.5% Bacto extracto de
levadura, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCi210 mM, MgSO410 mM, Glucosa 20 mM)

y se resuspendié rapida y suavemente con una pipeta Pasteur.

Se transfiriod la suspension celular a un tubo de microfuga y se incubé a 37°C
y con agitacion de 225 rpm por 1 h. Se plateé en medio selectivo (de acuerdo al
plasmido electroporado) y se incubé a 37° C o.n. Para la aplicacion de los pulsos

se utilizd un MicroPulser™ de Bio-Rad.

2.4.3 Técnica de Transduccion por P1,,

Las transducciones se llevaron a cabo usando P1,_ como esta descrito por

Silhavy et al. (1984).P1_ es una variedad de P1, que no puede formar liségenos.
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2.4.3.1 Preparacién de Lisados Transducidos.

Se crecié un o.n. de la cepa receptora en LB suplementado con CaCl> 5§ mM
y los antibiéticos correspondientes. Se centrifugd el cultivo y se resuspendié Ia
pastilla en la mitad del volumen de LB + CaClz 5§ mM. A 100 ul de células
resuspendidas se les agrego igual cantidad de bacteriéfago. Se incubaron a 37° C

sin agitacién por 20 min.

Se agregaron entonces 200 ml de LB + CaCl: 5 mM, y se agitaron
fuertemente (vortex). Se incubaron a 37° C y con agitacion de 300 rpm de 2-4 h.
mientras que los otros estan iisados. Se
Se

Se observé que el control crece,
removieron los restos celulares por centrifugaciéon a 14 000 rpm por § min.
pasd el sobrenadante a tubos nuevos sin tocar la pastilla. Se agregé 200 ul de

CHCI3 y se agito 30 s (vortex). Se guardaron los lisados a 4° C.

2.4.3.2 Transduccién por Pj

Se crecio la cepa receptora o.n. en LB suplementado con CaClz 5§ mM. Se
centrifugé el cultivo y resuspendimos la pastila en ia mitad del volumen del MgSO4
10mM. Se diluyo el lisado en MgSOs 10mM de 10° a 10™. A tubos con 100 ul de
células, se le agregaron 100 ul del fago diluido. Se incubaron como controles
otros dos tubos, uno sin células y otro sin fago. Se incubaron todos los tubos a
37° C por 20 min. Se centrifugod y quitd el sobrenadante con pipeta. La pastilla se
lavo 3 veces: Se agregd 1 ml LB, resuspendiendo con pipeta. Se centrifugo y se
tird el sobrenadante en frasco que se esterilizdé posteriormente. Después de lavar,
se agregd a la pastilla 1 ml de LB y se resuspendio. Se incubé a 37° C, con
agitacion de 450 rpm por 1 h. Finalmente, se centrifugaron las células y
resuspendimos en 80 pl de MgSO, 10 mM. Se platearon en el medio selectivo

apropiado.
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2.4.4 Transferencia de Fusiones x-/acZ de Plasmido a ARS485

Las transducciones se llevaron a cabo usando ARS45 como esta descrito por

Simons et al. (1987).

2.4.4.1 Aumentar el Titulo del Lisado de ARS45 en una Cepa con el
Plismido con la Fusién.

Se inoculd 5 mi de LB con antibiotico (ampicilina) con una colonia de la cepa
con el plasmido que contiene la fusion. Se dejo agitando o.n. a 37°C. Para
obtener placas aisladas de ARS45 al platear diluciones del lisado ARS45 en agar

suave usando como células a lisar a MC4100.

Se obtuvo un jardin de ceélulas al agregar 100 pl de una suspension de
células en MgSO4 (se centrifugé un cultivo o.n. de MC4100 a 14 krpm y se
resuspendio en la mitad del volumen de MgSQO.) y 10 ui de diluciones del lisado de
ARS45 (107, 10°, 107'° en amortiguador de dilucién A: Tris 10 mM, MgSO4 10 mM,
CaCiz 5 mM y NaCt SO0 mM a pH 7.5) a 3 ml de TB agar suave calentado en bafio
maria a 70°C. Se agité 10 s con vortex y se virtiéo en cajas de medio para fago
AXgal. Se usd como control 1 caja sin lisado y una caja sin células. Donde la
caja sin lisado mostré un jardin de células blancas y la caja sin células no mostro
ninguna célula. Se incubd 4 h a 37°C en una camara humeda hasta ver placas

azules.

Para recuperar las placas azules y aumentar el titulo del fago, se picaron las
placas azules con pipeta Pasteur estéril y se transfirié a un tubo de ensaye estéril
con 3 ml de LB + MgSO4 10 mM. Se agitd con vortex 5 s y se hicieron diluciones
102 y 10™ de ésta en LB + MgSO4 10 mM. Se hicieron nuevamente jardines de
celulas como indiqué arriba, con 10 pul de cada dilucién y se incubaron a 37°C en

una camara humeda hasta ver placas azules.
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Para preparar los lisados, se recuperaron placas azules con una pipeta
Pasteur estéril y se agregaron de 1-3 placas a células (de un cultivo o.n. de
MC4100 resuspendido en MgS0Oa4 10 mM). Se agitdé con vortex y se dejéo § min a

ta.

Se agregé 2 ml de LB + MgSO4 10 mM y se incubd a 37°C con agitacion
hasta observar lisis. Se agrego 100 ul CHCI3 y se agité con vértex durante 10 s.
Se recuperd
Se

Se transfiric a un tubo eppendorf y se centrifugé 10 min.
sobrenadante y se agregé 100 ul de CHCI,, agitando con vortex 10 s.
centrifugd 10 min y se cambié el sobrenadante a otro tubo eppendorf. Estos

lisados se guardaron a 4°C.

2.4.4.2 Transducciéon Cepa Receptora con Fago A con O(adhE’>-*lacZ)

Se resuspendid un cultivo o.n. nuevo de la cepa receptora en la mitad de
volumen de MgSOs 10 mM. A 4 tubos por cada lisado: se agregé 100 ul de
células, y 10 6 20 ul del lisado. Teniendo como control un tubo solamente con
células y un tubo solamente con bacteriéfagos. Se agité 10 s con vértex y se dejd
incubando a ta. 12 min. Se agregd 1 ml de LB y se centrifugd a 14 000 rpm
durante 2 min. Se recupero la pastilla y se deseché el sobrenadante. Se lavé 2
veces la pastilla con LB y se resuspendié en 1 mi de LB. Se hicieron diluciones de
102, 10™ 10® en LB y se plated 100 ul de cada dilucién en placas de LBXgal. Se

incubd o.n. a 37°C y se resembraron las colonias azules obtenidas.
2.4.5 Obtenciéon de Mutantes Supresoras Espontaneas

El protocolo de la obtencion de mutantes supresoras se disend para que
fuera posible valorar estadisticamente la aparicion de éstas por cepa analizada.
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2.4.5.1 Obtenciéon de Mutantes Supresoras Espontineas

Se inocularon 3 m! de L.B con 1/200 de preinéculos de cada cepa en LB o
MM. Se crecieron a 30°C 6 37°C y con agitacion de 200 rpm hasta que los
cultivos llegaron a fase log (ODeoo entre 0.4 y 0.6), se hicieron diluciones 102, 107,
10° en MgSO4 10 mM. Se platearon en cajas de MM casaminoacidos o LB las

diluciones de 1076 10,

Se incubaron anaerdbicamente a 37°C durante 5 dias o aerdbicamente a
37°C por 36 h. Las colonias que crecieron anaerdbicamente se resembraron y se
dejaron crecer 60 h en las mismas condiciones para verificar que si fueran
mutantes supresoras. Se eligieron 6 colonias de la cepa JMHO0510 (cepas
JMHO0540 a JMHO0545); 10 colonias de la cepa JMHO0511 (cepas JMHOS552 a

JMHO0557 y JMHOS577 a JMHO0580).
2.4.5.2 Estadistica de Mutaciones

Se hicieron los experimentos tres veces por duplicado. Se calcuié el
porcentaje de colonias de mutantes supresoras obtenidas anaerdbicamente contra
el namero de colonias obtenidas aerébicamente, teniendo como control positivo a

la cepa parental (MC1061 6 JRG780).




Control post-transcripcional del gene adhE en E. coli

2.5 Reaccioén en Cadena de la Polimerasa (PCR)
2.5.1 Sintesis de Primers de Oligo-nucleétidos

Se disefaron primers de oligo-nucledtidos de aproximadamente 25 a 30 bp
de longitud. EI fabricante de los primers fue la casa comercial Gibco-BRL. En la

Tabla 9 se muestran los primers usados en este estudio.

on este trabajo.

Tabla 9, S ia de olig
Nombre Secuencia (6'-3°) Gene de alineamiento /
Referencia
Gret1 TGA GTC GAC GAA TTC AGA TTIC AGG aaghE/
GGG CC . Leonardo et al., 1993
Gret2 TGC CAT GGA TCC GCG ACA TTA GTA aghE /
ACA GCC AT Leonardo et a/., 1993
LacZ-rev CGC CAG GGT TTT CCC AGT CACGAC JacZz / Dr. Jorge Membiilio-
G Hernandez U.N.A M.
LacZ (seq) GGG GGA TGT GCT GCA AGG CG lacZz s Dr. Jorge Membrilio-
Hernandez U.N.A.M.
AdhS'N CAA TGG AAT TCC CAC AAA GAA ACC adhe /
AAA CAG Este trabajo
AdhEZ TTG AGG ATC CCA GCC GAT CAG ATC  aahte/
500 TIT CGG Este trabajo
AdhE3' CAG AGG ATC CGA CAG TTIT TTC ATG aghE /
1000 TGC Este trabajo
AdhE3' GGA GGG ATC CAG TTC TGC ACC TTIT  adhEe/
1560 ACG AAC Este trabajo
AQhE3’ AGA GGG ATC CGA TGC CAG TAC AGA adhE 1
2000 AAC ATA Este trabajo
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2.5.2 Amplificacion del DNA.

La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador (Perkin Eimer). Se

agregaron a un tubo estéril de PCR: aproximadamente 10 ng del templado
genomico de DNA (1 ul), 2 uM de cada primer (40 pM), 10 ul amortiguador 10x Pfu
(PROMEGA), 78 ul agua estéril bidestilada y 5 p! de dNTP (BRL). Se centrifugé el
tubo por 5 s, para asegurar que todos los componentes estuvieran en contacto.
Se agrego 2 ul de Pfu DNA Polimerasa y se mantuvo en hielo hasta entrar al

termociclador.

Alternativamente, se agregaron a un tubo estéril de PCR: 2 ul de templado
genoémico de DNA (20 ng), 2 ul de cada primer (40 pM), 19 ul Platinum PCR
Supermix (Gibco BRL), que contiene la enzima Taq Polimerasa, dNTPs y
amortiguador. Se centrifugd el tubo por 5§ s, para asegurar que todos los
componentes estuvieran en contacto. Se mantuvo en hielo hasta entrar al
termociclador, utilizando el programa de la tabla 10.

Alternativamente, se agregaron a un tubo estéril de PCR: templado
genémico de DNA (2 ng), 4 pl de cada primer (40 uM), S pl amortiguador 10x Pfx
(PROMEGA), 2 ul MgSO4 50mM, 31.5 ul agua PISA (estéril bidestilada), 1.5 ul de
dNTP (BRL) y 1 ul Platinum Pfx DNA Polimerasa (5 unidades/ul). Se centrifugo el
tubo por 5 s, para asegurar que todos los componentes estuvieran en contacto.
Se mantuvo en hiefo hasta entrar al termociclador, utiizando el programa de la

tabla 10.

Para escoger el programa adecuado, se tomaron en cuenta las Tm de los
oligo-nucledtidos de cada reaccion de termociclacion, se determind la temperatura
de alineamiento (5°C debajo de la Tm del oligo-nucieétido con menor Tm). EI
tiempo de la extension se determiné de acuerdo al tamafio del fragmento
esperado, asumiendo una extension de 1 kb por min. LLa temperatura de

extension para la Taq polimerasa es de 72°C.
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Tabla 10. Programa utilizado en el PCR.

Ciclos (#) Temperatura (° C) Tiempo (min.) Funcion
1 95 1 Separar las cadenas
40 S4 1 Desnaturalizar
58 1.5 Alinear
72 (68 para pfu) 2 Extender
1 72 (68 para pfu) 10 Uitima extension
1 25 25 Enfriamiento

Cada muestra (5 pl) se verificd por electroforesis de geles de agarosa al 1%.

2.5.3 Purificacion de Productos de PCR.
2.5.3.1 Purificacion de Enzimas de PCR del Producto del PCR

Después de someter la reaccion de PCR a electroforesis de agarosa al 1%
(Bio-Rad; ver seccion 2.3.4.), se corté la banda del producto de PCR (fragmento
de DNA) y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se le agregaron 3
volimenes del amortiguador QG por cada volumen de gel (100 mg ~ 100 ul). Se
incubdé a 50° C por 10 min (hasta que el gel estaba completamente disuelto), con
agitacion. El color de la disolucion debe ser amarillo, indicador de pH<7.5, en
caso de ser violeta, agregar 10 pyl de CH;COONa 3M. Se agregé 1 volumen de
isopropanol y se mezcld. Se colocd una columna QlAquick spin en un tubo
colector. Para unir el DNA, vertemos la mezcla en la columna y centrifugamos 1
min. Se descartd el sobrenadante y se colocd nuevamente la columna en el tubo.
Se lavo la columna con 750 pl de amortiguador PE (Etanol al 96%) y se centrifugo
1 min. Se descarto el liquido y se centrifugd la columna 3 min mas a 10 000 g,
para remover completamente el etanol. Se coloco la columna QIAquick en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml limpio. Para eluir el DNA, se agregé 50 ul amortiguador EB
(10 mM Tris-Cl, pH 8.5) al centro de la columna y se centrifugd por 1 min.

3]




Para clonar los productos de PCR fue precedido por la construccion de los
vectores pRS414 y pRS415. Para esto, ambos vectores fueron digeridos en
BamHI y EcoRIl como esta descrito en 2.3.2.1. y ligados con los productos de PCR

como esta descrito en 2.3.2.2.

2.5.3.2 Purificacién de Enzimas de Restriccion del Producto del PCR

Cuando el producto de PCR obtenido en 11.5.2, se sometid a una digestiéon,
la purificacién de las enzimas de restriccion siguié el siguiente protocolo:

El fragmento de DNA obtenido se purificod utilizando el protocolo descrito por
QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). La banda del fragmento de DNA se
corté y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml . Se le agregaron 5 volumenes
del amortiguador PB por cada volumen de la reaccién de PCR y se mezclé. Se
colocd una columna QIAquick spin en un tubo colector, se virtid la muestra y se
centrifugd a 14 000 rpm de 30 a 60 s. La alta concentracion de sales deja pasar
los contaminantes a través de la columna mientras ésta adsorbe al DNA a la
columna de QlAquick (membrana de silica-gel). Se descarto et liquido y se coloco
nuevamente la columna en el tubo. Se lavo con 750 ul de amortiguador PE
(Etanol al 96%) y se centrifugd de 30 a 60 s. Se descartoé el liquido y se centrifugd
la columna 1 min mas a 10 000 g, para remover completamente el etanol. Se
colocéd l1a columna QlAquick en un tubo Eppendorf de 1.5 mi limpio. Para eluir el
DNA, se agregaron 50 gyl amortiguador EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) al centro de la
columna y se centrifugd a 14 000 rpm por 1 min.
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3 CONSTRUCCION DE CEPAS

3.1 Introduccién

La actividad de dos RNasas regula la traduccion det mRNA de adhE, la RNasa (il
y la RNasa G. Datos obtenidos por Aristarkhov et a/. (1996) sugieren que la actividad de
la RNasa Il se requiere para la liberacion del sitio de union al ribosoma (RBS) del mRNA
de adhE. Por otro lado, reportes del grupo de Masaaki Wachi (Umitsuki et al., 2001) en
la Universidad de Tokio han demostrado que la actividad de la RNasa G degrada el
transcrito de adhE de forma especifica.

Para estudiar la regulacion post-transcripcional de adhE, usamos una mutante
afectada en la RNasa G (/mg::cat), construimos una mutante en la RNasa Il (mc::tef), y
dobles mutantes —en ambas RNasas (rmc::tet mg::cat), utilizando en todos los casos la
cepa parental MC1061 (Tabla 6).

Se eligio la cepa MC 1061 como cepa parental, debido a que esta cepa tiene una
mayor expresion de AdhE. Un reporte reciente dei grupo de Wachi (Kaga et al., 2002)
demostré que el gene adhE de la cepa MC1061 acarrea una mutaciéon puntual en la
secuencia de union al factor transcripcional negativo Cra, o que resulta en un incremento
del 40% de adhE sobre otras cepas parentales (Diagrama 1).

Para estudiar la expresion de AdhE, requeriamos un monitor que nos permitiera
observar a simple vista o cuantitativamente |la cantidad de transcrito traducido en las
diferentes cepas construidas. Para esto, transforrnamos las cepas anteriores con
plasmidos miniF (pALF1) o con plasmidos derivados de pRS414 [pd(adhE-‘lacZ)].
Ambos plasmidos tienen una fusion traduccional adhE-‘lacZ (que da lugar a una proteina
hibrida) y una resistencia a ampicilina que nos permitié monitorear la presencia de los
plasmidos en las cepas.

El transcrito de la proteina monitor AdhE'’-‘LacZ usada para estudiar la actividad
post-transcripcional de AdhE contiene 942 bp del promotor de adhE y 9 bp del gene
estructural de adhE, en fase con el noveno codén del gene estructural /acZ. Con esta
construccion, unicamente el RBS de adhE es dtilizado para traducir la proteina hibrida.
El RBS de adhE esta ocluido por un apareamiento de bases intramolecular que necesita
la digestion de !la RNasa Ill para ser traducido (Fig. 13; Aristarkhov et al., 1996). Este
bloqueo esta dado por la estructura secundaria del transcrito determinada por la
secuencia de bases nucleotidicas que conforman el mRNA.
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Una mutante en adhE es incapaz de crecer en MM anaerdbicamente, pues la
célula no puede deshacerse del exceso de equivalentes rédox (NADH) producidos en la
fermentacion a partir de glucosa. AdhE ocupa dos moléculas de NADH para producir
una molécula de etanol a partir de una molécula de acetil-CoA, permitiendo el
crecimiento en MM anaerdbicamente. De esta forma se reciclan los NADH producidos

en la fermentacion.

Por lo tanto, fenotipicamente una mutante adhfE es similar a una mutante /mc” en
su deficiencia de AdhE. Por otro lado, una mutante en la RNasa G produce mas AdhE
que la cepa parental, pues el transcrito de adhE se degrada mucho mas lento que en la
cepa parental. En una doble mutante rng™ rmc’, el transcrito de adhE se acumula, pues no
es degradado por la RNasa G ni traducido por la RNasa lil.

Al obtener mutantes supresoras de las cepas JMHOS510 (MC1061 mc:tef) y
JMHO0511 (MC1061 mg:cat rmc:tet) que adquirieran la capacidad de crecer en MM
anaerobicamente, puede deberse a:

a) Que otra RNasa actue sobre el mMRNA de adhE y libere el RBS de adhE.

b) Que se sobreexprese otra via metabodlica ajena a AdJhE que recicle el
exceso de equivalentes reductores.

c) Que la transcripcion de adhE sufra un cambio e inicie en un punto tal que
no se requiera ia accion de RNasa alguna para su traduccion.

La metodologia de este analisis se basa en la comparacion del numero de células
que crecen aerobicamente y el nomero de mutantes supresoras que crecen
anaerdbicamente en MM después de 5 dias de incubacion a 37°C. Se utilizé6 como
control experimental a las mutantes supresoras obtenidas de la cepa parental afectada
en adhE [JMHOS30 (MC1061 adhE::kan)]. Estas mutantes supresoras necesariamente
tienen que deberse a la explicacion del inciso b) de nuestra hipotesis.

Una de las opciones mas viables que podrian apoyar a la opcion b) de nuestra
hipotesis es que probablemente E. cofi se sobreponga a la necesidad de desechar
equivalentes reductores sobreexpresando la via metabdlica de sintesis de succinato,
perteneciente también a las vias fermentativas. Existen dos razones que nos llevan a
pensar en esta posibilidad:

1)La sintesis de succinato (uno de los productos de fermentacion) se da a partir de
fumarato por medio de la accion de la enzima fumarato reductasa (ver numero 14 Fig. 7),
que consume un equivalente reductor por reaccion. Y 2)David Clark y colaboradores
(Chatterjee et al., 2001) demostraron que una mutante afectada en la fermentacién de
glucosa (pfl.::cat IdhA::kan) podia escapar de este defecto sobreexpresando la biosintesis
de succinato. La mutacion supresora fue detectada en el gene ptsG que codifica para la
permeasa ENICBY. Sin embargo, no fueron reportados datos enzimaticos que
demuestren el mecanismo de sobreproduccion de succinato.
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Para probar esta hipétesis agregamos al experimento una cepa mutante en el
gene frd que codifica para la fumarato reductasa. Asi, si obtenemos mutantes
supresoras en los fondos genéticos adhE:kan frd 6 mc:tet frd, se deberan a un
mecanismo diferente a la sobreproduccién de succinato. Para obtener el alelo frd se
utilizé la cepa JRG780, amablemente provista por el Dr. Jeff Green de la Universidad de
Sheffield (Reino Unido; Diagrama 1).

Diagrama 1. Ob iGn de y cara én de Ias mi

Transduccion por P1.las mutaciones mc::tet,
mg::caty adhE::kan sobre los fondos genéticos
MC1061 y JRG780

1

y

Obtencién de mutantes supresoras
espontaneas capaces de crecer en
MM casaminoacidos —O2

L Caracterizar las cepas J

v

4

Transformar cepas con

monitor adhE-lacz Actividad
Enzimatica -
—l— Especifica de Estadis.tlca de
AdhE mutaciones

Actividad de B- Curvas de
alactosidasa — Ly
g l SDS-PAGE l crecimiento

73




Mi objetivo fue obtener mutantes en mec:.cat, mg::cat, adhE::kan sobre un banco
genético sobreproductor de AdhE o sobre una cepa frd-, para estudiar la regulaciéon
traduccional de adhE . Construir la fusién monitora adhE-'facZ en plasmidos de bajo
nimero de copias, unicopia o en el cromosoma.

3.2 Resultados e Interpretacion

Para la construccion de las cepas mc::tet, rg..cat y/o adhE::kan, se produjeron los
lisados de las cepas JMH0042 (MC4100 rnc::tef), GM11 (MC1061 mg:cal) y JMH0104
(MC4100 adhE::kan) respectivamente con P1,, como esta descrito en material y
meétodos. Para obtener las dobles mutantes transdujimos los mismos lisados sobre las
mutantes sencillas obtenidas anteriormente, obteniendo las mutantes en mc::tet rng::cat,
mec::tet adhE::kan y la doble mutante mg::.cat adhE::kan. Para revisar que las mutantes
obtenidas provinieran de la cepa parental, sembramos e incubamos a 37°C
aerdbicamente a las mutantes tanto en MMXgal y MMXgal + casaminoacidos. La cepa
MC1061 no puede crecer en MM pues es un auxstrofo de leucina.

Como la mutante en frd no tiene un marcador de antibidtico para seleccionar,
usamos esta cepa como receptora de las mutaciones en mc::tet, mg:.:cat y/o adhE::kan.
Para verificar que si fueran transductantes en la cepa frd-, sembramos las mutantes en
MM GF mas el antibidtico correspondiente e incubamos a 37°C anaerébicamente, donde
una mutante en frd es incapaz de crecer. Para verificar que tuvieran las mutaciones
transducidas, sembramos las mutantes en MM casaminoicidos 0.2% y las dejamos 72 h
a 37°C anaerobicamente. Donde (as mutantes en rnc::tet 6 en adhE::kan no crecieron y
las mutantes en rng:.cat crecieron muy bien. lLa tabla de cepas esta en el cap. 2.

Para la construccion de la cepa merodiploide JMH0563 [MC1061 attB..®(adhE-
‘lacZ)} produjimos el lisado del plasmido pd(adhE-'lacZ) con el fago ARS45, como esta
descrito en material y métodos. Transducimos entonces a MC1061 con este lisado.
Seleccionamos a las colonias que fueran Ap® y tuvieran coloracién azul al ser sembradas
en Xgal. Usando a JMH0S63 como cepa parental, la transdujimos por Plu con los
lisados de mc::.tet, mg:.cat, adhE::kan. Sobre estas cepas transdujimos Jos lisados para
construir las dobles mutantes (mc::tet mg::.cat, mc::tet adhE::kan, mg::cat adhE::kan). Se
verific6é nuevamente que las cepas crecieran en MM + casaminoacidos aerdbicamente
mas no en MM.

Para obtener cepas mutantes supresoras en los fondos genéticos descritos, se
sembraron aproximadamente 1000 colonias (por dilucién) en placas de MM
casaminoacidos tanto aerdObicamente como en jarras de anaerobiosis a 37°C por cinco

dias.
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En todos ios casos, se obtuvieron colonias en las cajas anaerdbicas que
comenzaron a aparecer después de cuatro dias de incubacion en anaerobiosis {mutantes
supresoras).

Para verificar si las mutantes supresoras readquirieron la capacidad de sintetizar
AdhE, se utilizé6 como monitor a la proteina hibrida AdhE'-'LacZ presente en el plasmido
unicopia (pALF1). Ademas utilizamos a la cepa merodiploide JMHO563 MC1061
attB::®d(adhf&’-'lacZ)] como cepa parental en algunos casos.

Ri Bam H!
Eco 7 PEG1

adhE |  lacZ

Fig. 14. CiI - ] que codifican para protsinas hibridas. Esquema de los
fragmentos obtenidos por PCR, cortados con BamH| y EcoRl y ligados en PSK y subclonados en
pRS414, ambos cortados a su vez con BamHI y EcoR|. Estas reacciones de ligacién fueron
clonadas en la cepa parental y en las cepas obtenidas en este estudio. Para mas informacién ver
cap. 6.
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Como se ha mencionado, la explicacion mas aceptada acerca del requerimiento
de la actividad de la RNasa |l para la traduccion del transcrito de adhE es que el extremo
5' no traducible del RNA de adhf& forma una estructura secundaria que bloquea la
accesibilidad del RBS. Sin embargo, estudios de prediccion de estructuras secundarias
de mMRNA de la molécula completa del transcrito no se han realizado. Por ello, decidimos
también realizar construcciones de proteinas hibridas AdhE-'LacZ que contengan
diferentes longitudes del gene estructural adhE. La obtencién de estos monitores nos
serviria para estudiar la regulacion post-transcripcional de AdhE mas a fondo. La
construccidon de los plasmidos pSK1-4 y de pFG 1-4 esta descrita en la Fig. 14.

La obtencion de las cepas a estudiar por medio del uso de bacteri6fagos asi como
la caracterizacion de las mutaciones introducidas en el cromosoma sembrando en
medios selectivos y comparando con {a cepa parental, nos permitié contar con las
herramientas necesarias para estudiar como se regula post-transcripcionalmente el
transcrito de adhE. Resultados de actividades enzimaticas, geles de proteinas y analisis
posteriores son presentados en los siguientes capitulos.
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4 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

La caracterizacion de las cepas es fundamental para verificar que tienen las
construcciones debidas y establecer su comportamiento fisiologico en crecimiento en
diferentes medios de cultivo. Para ello se determinaron tanto las actividades enzimaticas
de AdhE como su actividad de B-galactosidasa, ésta ultima como monitor de la actividad
traduccional de la fusion d(adhE-'lacZ). Adicionatmente, la caracterizacion en geles de
proteinas (SDS-PAGE) fue realizada para verificar la presencia de la proteina hibrida
AdhE'-'LacZ.

7.1 Resultados
4.1.1 Transformantes

La presencia de los plasmidos pd(adhE-'lacZ) y pALF1 fue corroborada mediante la
seleccion de colonias resistentes a ampicilina después del proceso de transformacion (ver
Material y Métodos). La funcionalidad de las fusiones genéticas fue demostrada en primera
instancia por la coloracidn azul de las colonias sembradas en medios solidos
suplementados con X-gal (un sustrato incoloro de la B-galactosidasa que al ser hidrolizado
adopta una coloracion azul). En la Tabla 11 se describen los fenotipos observados en
placas suplementadas con X-gal de varias cepas.

Sorprendentemente, las mutantes rnc::tet transformadas con el plasmido pALF1 o con
el pd(adhE-'lacZ) dieron una coloracion azul en placas suplementadas con X-gal (ver Tabla
11). Nuestra prediccion era que serian blancas debido al requerimiento del transcrito de
adhE por la actividad de RNasa Hll. Esto implica que nuestro monitor de traduccion esta
escapando a éste requerimiento. Quizas al estar en un plasmido muiticopia, algunas
moléculas del MRNA del gene hibrido adhE"™- facZ escapan al requerimiento de la RNasa IIl.

Tabla 11. Fenotipo ob do en P con p(d(adhE-'lacZ)) & pALF1 en placas de
LB suplementadas con X-gal.
Cepa transformada con pALF1 Fenotipo en LBXgal
S p(PladhE -'lacZ))
MC1061 Azul
GM11 (mg-) Azul mas intenso
JMHO0510 (rnc-) Azul palido
JMHOS511 (rmg- mic-) Azul palido
JMHOS512 (rnc- rng-) Azul palido
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4.1.2 Transductantes

Para descartar esta posibilidad, construimos la cepa merodiploide JMH0563 [MC1061
(D(adhE-'lacZ))]. Usando ésta como cepa parental, la transdujimos con las mutaciones
rmc::tet, mg::cat, y adhE::kan. Sobre estas cepas transdujimos los lisados para construir las
dobles mutantes (rnc::tet rng:.cat, mc::tet adhE::kan, rng::cat adhE::kan). Sin embargo, el
fenotipo observado en la cepa merodiploide es el mismo que el de las cepas transformadas
con el plasmido que contiene la fusion monitora. Ensayos enzimaticos de AdhE revelaran si
la fusion es la que escapa o el gene estructural también. Los resultados de dichos

experimentos se encuentran en la seccién 4.3.3.

La transduccidn con lisados de P1,, dio lugar a la obtencidn de cepas resistentes al
antibidtico del lisado y que daban las caracteristicas fenotipicas descritas antes (ver seccion
3.3.). Asi, la cepa MC1061 y todas las transductantes derivadas de ésta necesitan MM con
leucina (MM + casaminoacidos) para crecer aerdbicamente, caracteristica observada en la

cepa receptora.

Por otro lado, las mutantes en la RNasa Il (tanto las mutantes sencillas como dobles)
no son capaces de crecer en MM + casaminoacidos anaerdbicamente después de ser
incubadas 72 horas a 37°C. EI mismo fenotipo fue observado en la cepa MC1061 adhE.
Las mutantes transducidas con el lisado de la cepa GM11 (rng::cat), son capaces de crecer

en estas condiciones.

4.1.3 Ensayos de -galactosidasa y Actividad Enzimatica AdhE.

Tanto los ensayos de B-galactosidasa como las actividades enzimaticas de AJhE se
llevaron a cabo como esta descrito en material y métodos.

Como podemos ver en las graficas 1-2 y 3-4, la expresiéon del monitor (P(adhE-'lacZ)y)
en unidades Miller no concuerda con lo esperado de la expresion del gene. Ya que en las
cepas mc vemos una alta expresion del monitor, aunque estas cepas son incapaces de
crecer en MM + casaminodacidos, estos resultados nos indican que la expresion de p-
galactosidasa como monitor del promotor de AdhE en plasmidos unicopia y multicopia no es
representativo de la actividad enzimatica de AdhE.

Asi, parece ser que la proteina hibrida no es regulada transcripcionalmente de la
misma manera que el transcrito de adhE. Para confirmar que el fenotipo de no crecimiento
de las cepas con la mutacion en la RNasa |ll concordara con una actividad baja o no
detectable de AdhE, realizamos las Actividades Enzimaticas Especificas de AdhE.
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.Aeféb.eo O Anaerébico

T

BN8EsE

Unidades Miller X10°

MC1061 GM11(mg-) JMHOS10 JMHD511 JMHOS12
: (w.t) {rmec-) {rmg- rnc-) {rne- mg-)
' Cepas ‘J
Grafica 1. Actlvidad d. B-g # de P formad. con pALF1- (D(adhE-

‘lacZ)) crecidas en LB a 37“0 Las barras negras peneneoen a la actividad de B-galactosidasa
aerébicamente y las barras grises anaerébicamente. Podemos notar que en todos los casos, la
actividad anaerdbica es mayor que la aerdbica, sin embargo, la actividad observada no
corresponde a la esperada. Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos realizados

independientemente por triplicado.

B Aerdbico DJAnaerébico

S0 g

Unidades Miller X10

i
i
i
|
i
|
|
!
i
i

JMHOS511 JMHOS12

MC1061 GM11 (mg-) JMHO0S510
(wt) (me-) (mg-rc-) (rmc-mg-)
Cepas

Grafica 2. Acﬁvldad do pB-galactosid de e d. con pRS414 - (D(adhE-
‘lac?)) crecidas en LB a 37°C. Las barras negras pertenecen a la actividad de (-galactosidasa
aerébicamente y las barras grises anaerobicamente. Podemos notar que en todos los casos, la
actividad anaerobica es mayor que la aerdbica. sin embargo, la actividad observada no
corresponde a la esperada. Se muestra la desviacion estandar de tres experimentos realizados

independientemente por triplicado.
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l W Aerébico 3 Anaerdbico J

Unidades Milter X10

MC10681 GM11 (mmg-) JMHOS510 JMHOS511 JMHO512
(w.t) (mc-) (mg-mc-) (mc-mg-)

Cepas

W Aerdbico 3 Anaerdbico

Unidades Milier X10*

MC1061 GM11(mg-) JMHO510 JMHOS511 JMHO512
(w.t) (rnc-) {rmg- rnec-) (rnc- rng-)

Cepas

Grafica 3 y 4. Actividad de B-g id de tr d. con pALF1 6 pRS414 -
(D(adhE -'lacZ)) crecidas en MM casaminoacidos a 37°C. Las barras negras pertenecen a la
actividad de B-galactosidasa aerobicamente y las barras grises anaerobicamente. En la grifica 3, en
todos los casos, la actividad anaerdbica es mayor que la aerdbica, sin embargo, esto no es para ia
Grafica 4. La actividad observada no corresponde a la esperada. Se muestra la desviacion estandar
de tres experimentos realizados independientemente por triplicado.
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Por otro lado, al observar las graficas de actividades enzimaticas especificas de AdhE,
observamos el patron esperado. Donde tanto MC1061 como GM11 tienen actividad de
AdhE, mientras que las cepas JMHOS510 (rnc-)y JMHOS511 {rnc- rng-) no presentan
actividad de AdhE. Estos resultados concuerdan con el fenotipo observado, donde las
primeras 2 cepas crecen muy bien en esas condiciones mientras que las mutantes en rnc-
(rng-) no crecen. Observamos que al ser actividades especificas, no importa que las cepas
estén transformadas con el plasmido unicopia (pPALF 1) 6 bajo nimero de copias (p(<(adhf&-
‘tacZ)).

B Aerobico O Anaerdbico

Unidades/img proteina
0 0o o o o o
o 2 R 8 28 8
i
i
i
I
1
|

MC1061 (w t.)  GM11 (rng-}  JAIHOS10 (rnc-) JMHDS11 (rng-
rne-)

Cepas

Grafica 5. Actividades Especificas AdhE en cepas con pRS414-((d(adhE-'1acZ)) crecidas
en MM casaminoacidos. Las barras negras pertenecen a la actividad enzimatica aerébica y las
barras grises a la actividad AdhE anaerdbica.. Los resultados obtenidos corresponden. a lo
esperado. Resultado de un solo experimento realizado por triplicado.

4.1.4 Electroforesis en Geles (SDS-PAGE)

Las electroforesis en geles (SDS-PAGE) se llevaron a cabo como esta descrito en
material y meétodos. En los geles 1-4 podemos observar proteinas de las mutantes
construidas con y sin plasmido con la fusion monitora.

En los geles 1-2 observamos los geles s de cultivos crecidos en MM + casaminoacidos
anaerdbicamente a 37°C. Los tres primeros carriles son el control de cada gel. Como
podemos observar, la cepa GM11 sobre-expresa tanto a AdhE como a AdhE'-LLacZ.
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Como era de esperarse tanto las cepas JMH0510, JMHO0511 y JMHO512 no expresan
AdhE. Sin embargo, algo que nos llamé mucho la atencién es que en los carriles
JMHO510b, JMHO511c, JMHO512b y JMHO0512c, la proteina hibrida: AdhE'-'LacZ escapa al
requerimiento de la RNasa lil. Estas cepas que vemos en el gel son mutantes supresoras,
ya que tardaron 4 dias en comenzar a crecer. El resultado que vemos en el gel nos hace
pensar que estas mutantes supresoras no son en AdhE, ya que no vemos que ésta se
exprese en ninguno de los patrones de proteinas de JMH0510, JMHO511 6 JMH0512.

"m Aerdbico O Anae ersbico |
e DanaerE

0.08 - ———e
007
0.06
005
0.04
ao3
002

Unidadesimg proteina

001

MC1061 (w 1) GMt1 (rng-) JMHDS10 (rnc-) JMHDS11 (rng-
me-)

Cepas

Grafica 6. Actividades Especificas AJhE en P i das con pALF1- (O(adghE-lacZ))
crecid eon MM i il Las barras negras pertenecen a la actividad enzimatica aerdbica

y las barras grises a la actividad enzimatica AdhE anaerobica. Los resultados obtenidos
corresponden a lo esperado. Resultado de un solo experimento realizado por triplicado. Se observa
el mismo patron que en la grafica 5.

En los geles 3-4 observamos los geles de proteinas de cultivos crecidos en MM +
casaminoacidos aerdobicamente a 37°C. Los tres primeros carriles son el control de cada
gel. Como podemos observar, la cepa GM11 sobre-expresa tanto a AdhE como a AdhE’'-
‘tacZ. Nuevamente vemos que tanto las cepas JMH051 0, JMHO511 como JMHO0512 no

expresan AdhE.

En este caso vemos que todos los carriles de las cepas JMHO0510, JMHO511,
JMHO0512 transformados con alguno de los plasmidos muestran que la proteina hibrida:
AdhE'-'LacZ escapa del requerimiento de la RNasa Ill. Esto nos hace pensar que quizas las
condiciones que se utilizaron para los crecimientos aerébicos hacian que no fuera necesario
el requerimiento de la RNasa Il para traducir AdhE'-'LacZ.
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o A 14 & A B AdhE-'LacZ

kb

praeey

Gel 1 y 2. Geles (SDS-PAGE) de cepas crecidas en MM liquido glucosa casaminoacidos
anaerobicamente a 37°C. Abajo del patron de proteinas, se muestra el nombre de la cepa al que
corresponde, asi como el genotipo relevante. 1er carril, Marcador de peso molecular (kDa): A) cepa
sin plasmido; B) cepa con plasmido unicopia pALF1; C) cepa con plasmido pd(adh&-facZ). Se
muestra AdhE y AdhE'-’LacZ con flechas.
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A B
AdhE

'AdhE™-'LacZ

(-

MO T UL JIMIOS1) JANIORT 2
[AAS N ] Creees- rres) e gl

Gel 3 y 4. Geles (SDS-PAGE) de cepas crecidas en MM liquido glt
aerdbicamente a 30°C. Abajo del patrdn de proteinas, se muestra el nombre de la cepa al que
corresponde, asi como el genotipo relevante. 1er carril, Marcador de peso molecular (kDa); A) cepa
sin plasmido; B) cepa con plasmido unicopia pALF1; C) cepa con plasmido pd(adhE-'lacZ). Se

muestra AdhE y AdhE’-‘LacZ con flechas.

TESIS CON
84 {1 FAILA DE ORIGEN




4.1.8 Curvas de Crecimiento

Como era de esperarse, el crecimiento fermentativo es mucho mas lento que el
aerdbico. Curiosamente la cepa GM11 (rmmg-) crece mas lento que la cepa JMHOS10 (mc-)

en todos los casos.

Por otro lado, las cepas transformadas con el plasmido p(d(adhE-

‘lacZ)) -de bajo numero de copias- crecen mas lento que las misma cepas transformadas
con pALF 1 -plasmido unicopia.

Tabla 12.

de las curvas de crecimiento aerébicas obtenidas

on MM + casaminofcidos o LB. Mutantes en mc:tet S6ly rng:cat, transformadas con
plasmido de bajo numero de copia (pdb(adhE-‘lacZ)) 6 unicopia (PALF1) .

Mg:'i:i’v:. MM + casaminodcidos + antibidticos correspondientes
Plasmido PALF1 pd(adhE-"tacZ)
Ecuacion tipo ([MC1061| GM11 |JMHO510| JMHOS11 { JMHO512 | MC10681 | GM11 [ JMHOS10{ JMHOS11 | JMHOS12
y=ae" /Cepa (w.t) | (rng-) (me-) [(mg- mc-)|(me- mg-)| (w.r) (mg-) {mc-) (mg- mc-Ymc- mg-)
Tiempo de
duplicacién 102.0 | 136.0 43.0 50.1 47.3 219.0 [176.1 58.6 176.1 57.5
(min)
a 0.13 0.02 0.08 0.04 0.02 0.08 0.04 0.09 0.08 0.06
b 0.41 0.31 0.97 0.83 0.88 0.19 0.24 0.71 0.24 0.72
RrR? 0.96 0.94 0.96 0.91 0.98 0.82 0.76 0.95 0.76 0.84
Medio de —
Cultivo LB + antib cor
Plasmido pALF1 pO(adhE -'lac)
Ecuacion tipo |MC1061| GM11 MHOG10| JMHO511 | JMHOS12 | MC1061| GM11 |JMHOS10{JMHOS11 | JMHOS12
y=as™/Cepa (w.r) | (mg-) (mc-) Amg- mc-)(mc- mg-)| (w.t) | (mg-) | (mc-) Lmg- mc-Ymc- mg-)
Tiempo de
duplicacién 48.8 49.3 43.8 52.9 37.9 51.6 85.9 82.7 87.8 52.6
{min)
a 0.02 0.04 0.02 0.04 0.00 0.04 0.02 0.22 0.05 0.04
b 0.85 0.84 0.95 0.79 1.10 0.81 0.48 0.66 0.47 0.79
RrR? 0.93 0.93 0.89 0.90 0.96 0.83 0.89 0.91 0.80 0.97
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Grafica 7. ODgsoo en MM + casaminoacidos de cepas transformadas con
PALF1 y crecidas aerdobicamente a 37°C
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Grafica 9. ODgyo en LB de cepas transformadas con pALF1 y crecidas
aerdobicamente a 37°C
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Grafica 10. ODgy en LB de cepas transformadas con pd(adhE'-'lacZ) y
crecidas aerébicamente a 37°C
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Graficas 7, 8, s y 10. Curvas de crecimiento a 600 nm obteni &bk te a 37°C de
con pALF1 o pRS‘14—(®(-dhE‘-'l.cZ)) crecidas en MM
casamlnotcldos o en LB a 37°C. Se grafican horas de crecimiento en el eje de las abcisas vs

ODesoo representado logaritmicamente.
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Tabla 13.

Ecuaciones determinadas de

las curvas de crecimiento anaerdobicas

obtenidas en MM + casaminoacidos o LB. Mutantes en rnc::tet oly rng::cat, transformadas
con plasmido de bajo numero de copia (p~(adhE*-'lacZ)) & unicopia (pALF1 ).

Mg:l"?vze MM + casaminoacidos + antibidticos correspondientes
" Plasmido PALF1 pd(adhE-'lacZ)
Ecuacion tipo {MC1061{ GM11 |UMHO0510{ UMHO0511 | JMH0512 | MC1061 | GM11 |JMHO0510| JMHO0511 | JMHOS512
y=ac"/Cepa {w.t.) (rng-) {rnc-) |(rng- rnc-}|(rnc- rng-)| (w.t) {rng-) {rnc-)} {(rng- rnc-)(rnc- rng-)
Tiempo de
duplicacion 473.1 | 567.4 | 564.3 378.8 5776.2 524.4 | 330.9| 700.1 2888.1 1164.9
e Amim)__ [ | _
0.06 0.08 0.05 c.08_ | _0.03 | 0.08 0.05 0.08
0.07 | 0.07 0.08 0.01 0.04
0 | 1.00 1.00 0.86 0.50
Cultivo LB + antibidticos correspondientes
Plasmido PALF1 p®(adhE -lacZ)
Ecuacion tipo [MC1061| GM11 LMH0510 JMHOS511 | JMHO512 |MC1061| GM11 [JMHO510|{JMHO0511 | JMHO0S512
y=ae"/Cepa (w.t.) (rng-) (rnc-) [(rng- rnc-)|(rnc- rng-)| (w.t.) (rng-) (rnc-) {rng- rnc-){rnc- rng-)
Tiempo de
duplicacién 892.5 | 1999.4| 2632.2 | 4780.3 3465.7 938.8 | 724.5 | 6601.4 | 3815.4 | 2188.9
(min)
a 0.09 0.05 )F 0.05 0.09 0.08 0.13 0.08 0.15 0.10 0.05
_ b _0.05 0.02 0.02 0.01 0.01 0.04 0.06 0.01 0.01 0.02
3 0.94 0.50 0.50 0.84 0.77 0.95 0.99 0.50 0.96 0.97




Grifica 11. ODgyo en MM + casaminoacidos de cepas transformadas con
PALF1 y crecidas anaerébicamente a 37°C
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Grifica 12. ODgoo €n MM + casaminoacidos de cepas transformadas con
pd(aghE -'1acZ) y crecidas anaerébicamente a 37°C
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Griafica 13. ODgy en LB de cepas transformadas con pALF1 y crecidas
anaerobicamente a 37°C
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j Griafica 14. ODgy en LB de cepas transformadas con pd(adhE'-'facZ) y
crecidas anaerébicamente a 37°C
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4.2 Interpretacion

En este capitulo caracterizamos las cepas producidas, asi como la expresién de la
proteina monitora AdhE'-'LacZ en plasmidos unicopia y multicopia. Como pudimos notar
desde el fenotipo en LBXgal, las mutantes en mmc (rng’) tenian una coloracién azul
palida, lo que nos indicaba que el monitor se estaba expresando. Los resultados de la
actividad de pB-galactosidasa no fueron congruentes con lo esperado. Nuevamente
dudamos que el monitor estuviera representando la actividad de AdhE.

Al analizar la actividad enzimatica especifica de AdhE, encontramos que ésta era
congruente con el fenotipo encontrado, donde las cepas JMHO0510, JMHO0511 y JMHO0512
no crecen en MM + casaminodacidos anaerobicamente. Al observar los geles de SDS-
PAGE, corroboramos que la proteina hibrida AJhE’-‘LacZ escapa al requerimiento de la
RNasa IN. Esto nos hizo pensar que las razones para que esto pasara son:

1. La estructura secundaria del transcrito de la proteina hibrida AdhE'-‘LacZ no
ocluye completamente el sitio de union al ribosoma (RBS), permitiendo la
traduccion de ésta.

2. Que el gene adhE-'lacZ se exprese en mayor numero que en el cromosoma hace
que una parte escape del requerimiento de la RNasa Ill y sea traducido.

Para contestar la primera razén, pensamos en construir proteinas hibridas que
contengan una mayor parte del gene estructural de AdhE.

Para saber si adhE'-'lacZ escapa por ser mayor numero de copias que una sola copia
en el cromosoma, transdujimos con el fago ARS45 la fusion al cromosoma de la cepa
MC1061. Sobre este fondo genético, transdujimos por P1.,, las mutaciones en mc::tet,
rng..cat, adhE:kan. En todos los casos observamos el mismo fenotipo al platear el
LBXgal estas cepas: coloracion azul. De este resultado concluimos que la razén 1 es por
la que el monitor se esté expresando en las cepas mc (mg).

Buscando la construccién de un monitor de la fusion traduccional de adhE,
construimos diferentes plasmidos con construcciones adhE-‘lacZ con mayor proporcién
de adhE, como se mostro ya en la figura 14. Los resultados de estos experimentos se
muestran en el capitulo 6.
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S MUTANTES SUPRESORAS
5.1 Introduccion

Una cepa de Escherichia colfi mutante en adhE es incapaz de crecer
fermentativamente usando glucosa como fuente de carbono y energia. Esto es porque
adhE es la enzima encargada de reciclar el NADH producido en estas vias (Clark, 1989).
Sin embargo, puede crecer utilizando otras fuentes de carbono menos reducidas, tales

como gluconato 6 glucoronato.

La cepa de Escherichia coli NZN111 (derivada de la cepa W1485 (F™ A" rpoS396
(Am) rph-1) pero ApflB::Cam /dhA::Kan) no es capaz de crecer fermentativamente pues
tiene interrumpidos los genes que codifican para Lactato deshidrogenasa (/dh) y Piruvato
formiato liasa (pfl;, Donnelly et al., 1998; ver Fig. 7). David Clark y colaboradores
(Chatterjee et al., 2001) describieron una mutante espontanea de esta cepa, AFP111,
que fermenta giucosa a una mezcla de succinato, acetato y etanol. Ellos mapearon la
mutacion y atribuyeron el restablecimiento de crecimiento en estas condiciones al gene
ptsG. Observaron que en el fondo geneético AFP111, mutantes en adhE 6 pta” perdian la
habilidad de fermentar glucosa. Esto nos indica que la via para la produccion de
succinato es la misma que en la cepa parental.

El gene ptsG codifica para EICB®°, |a permeasa especifica de glucosa del
sistema Fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-dependiente (PTS). El estado de
fosforilacion de EIICB®* regula la expresion genética de genes inducidos por giucosa al
unirse al represor, Mic. Mic es una proteina de 44 kDa que reprime varios operones
catabdlicos ligados al metabolismo de azucar, tales como ptsG, ptsHicrr, manXYZ.
Cuando la glucosa se fosforila en el curso del transporte, las proteinas PTS se
defosforilan. EIICB®* defosforilado se une a Mic y desrreprime la expresion de los genes
blancos, tales como mic y pts. La célula sintetiza mas proteinas PTS que toman el
azucar. Cuando la glucosa se acaba, Mic es liberado y reprime los genes blanco;
cuando no se transporta suficiente glucosa se fosforila (Nam et al.,, 2001). Para mas
informaciéon ver capitulo 3 (Construccion de cepas).

Nuestro objetivo fue aislar y caracterizar mutantes supresoras de las cepas
JMHO0510 (rnc-) y JMHO0511 (mc- rmg-) capaces de crecer en MM + casaminoacidos
anaerdbicamente. Asi como aisiar y caracterizar mutantes supresoras de las cepas
JMHO0537 (frd- mc-) y JMH0620 (fid- mc- rng-) capaces de crecer en MM +
casaminoacidos anaerébicamente.

Para que una mutante en adhk pueda crecer fermentativamente con glucosa, los
equivalente reductores que se producen deben ser iguales a los que se gastan dentro de
ia fermentacion. Esto puede ser por el re-establecimiento de la actividad de AdhE & por
la mayor actividad de otras enzimas que gasten equivalentes reductores al llevar a cabo

su reaccion.
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Para que el succinato sea excretado de la célula, ocupa 2 equivalentes reductores
para salir como acido succinico. La enzima Fumarato reductasa (codificada por frd)
produce succinato a partir de fumarato. Esperariamos que una mutante supresora de
una cepa parental incapaz de crecer fermentativamente con glucosa como Unica fuente
de carbono y energia, expresaria mas AdhE 6 Fumarato reductasa.

Como la RNasa G degrada especificamente al mRNA de adhE. Al tener una
doble mutante en mmc y mg, la cantidad de transcrito presente en la célula es mayor.
Creemos que quizas esta mayor cantidad de transcrito sea sustrato para aumentar la
probabilidad de que otra RNasa lo digiera permitiendo su traduccion.

5.2 Resultados
5.2.1 Estadistica de Mutaciones

Se queria conocer que porcentaje de mutantes supresoras aparecian después de
6 dias de haber plateado células de las cepas rmc (mg) en MM casaminoacidos. Estos
experimentos de estadistica de mutaciones se llevaron a cabo como esta descrito en
material y métodos. Usando como control positivo a la cepa parental MC1061 6 JRG780,
asi como a las mutantes respectivas en mg, y como control negativo a la cepa adhE.

La diferencia de mutantes supresoras aparecidas entre la cepa adhE y mc (mg),
nos indicaria el numero de mutantes supresoras debidas a una mayor actividad de adhE.

En las graficas 15 y 16 vemos la estadistica de mutantes supresoras aparecidas
en medio sdlido LB y MM casaminoacidos. Como podemos observar en la grafica 15,
tanto la cepa parental como la cepa rng crecen de igual manera aerébicamente como
anaerdbicamente. Vemos también que hay un mayor porcentaje de mutantes supresoras
en las cepas mc (mg). Esto nos indicaria que la diferencia de mutantes supresoras
entre las cepas rnc y adhE podria deberse a una mayor actividad de AdhE en las
mutantes en rmc. Por otro iado, la cepa rmc mg tiene un mayor porcentaje de aparicion
de mutantes supresoras que la cepa mmc. Esto podria indicarnos que al haber mayor
cantidad de transcrito de adhE aparecen mas mutantes supresoras que ya no requieren
el corte del mMRNA por la RNasa i1,

Sin embargo, al observar ia grafica 16, donde se platearon las mismas células en
las mismas condiciones pero crecidas en MM casaminoacidos, observamos un patrén
diferente. Aqui nuevamente la cepa parental MC1061 y la cepa rng crecen igual
aerobica y anaerdbicamente. Nuevamente la cepa /7ic tiene mas mutantes supresoras
que la cepa adhE. Sin embargo, la doble mutante tiene la misma aparicion de mutantes

supresoras que la cepa adhE.

Para saber si lo que nos indican los experimentos de estadistica de mutantes
supresoras discutido arriba es verdad, se hicieron geles de proteina de las mutantes
supresoras asi como medicién de la actividad enzimatica AdhE.
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Por otro lado, al obtener ia estadistica de las cepas derivadas de la cepa JRG780,
observamos que la frecuencia de aparicion de mutantes fue mucho menor que en las
cepas sin la mutacion en frd. Esto puede deberse a que la enzima Fumarato reductasa
es importante para mantener el equilibrio del potencial rédox cuando ia célula crece en
condiciones anaerobicas con glucosa como uUnica fuente de carbono y energia. Los
resuitados de la grafica 17 nos indican que una cepa frd crece mal en estas condiciones.
Por otro lado, una mutacién en mg aumenta el porcentaje de crecimiento en estas
condiciones. La frecuencia de aparicion de mutantes espontaneas es baja, y el estudio
de éstas nos permitiria conocer por cual via se recupera la célula. Sin embargo, la
comparacion de las mutantes supresoras de la cepa adhE- vs. mc- nos indicaria que
probablemente las mutantes supresoras no son en adhkE.
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Grafica 15. Promedio de Células que crecieron en LB sélido anaerédbicamente con
respecto a las Que crecieron aerébicamentes. Se muestra la desviacion estandar
resuitado de tres experimentos realizados por duplicado.
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Grafica 17. Porcentaje de Células que crecieron en MM
anaerébicamente con respecto a las que crecisron aerébicaments. Se muestra |a
desviacién estandar resultado de tres experimentos realizados por duplicado.
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5.2.2 Caracterizacion de Mutantes Supresoras

Para caracterizar e identificar si alguna de las mutantes supresoras aiskadas de las
cepas isogénicas de MC1061 6 JRG780, tenia una mayor actividad enzimatica de AdhE
se seleccionaron 6 mutantes supresoras de la cepa mc y 3 mutantes supresoras de la
cepa /mc mg. A estas cepas se les realizd el ensayo de actividad enzimatica de AdhE
como esta descrito en Material y Métodos (Grafica 18 y 19).

5.2.2.1 Actividades Especificas de AdhE

Como podemos ver en |a grafica 18, la cepa GM11 tiene rmayor actividad AdhE
que la cepa parental MC1061 y ninguna de las mutantes tiene actividad enzimatica de
AdhE apreciable. Para corroborar este resultado se decidié hacer el gel de proteinas de
estas cepas.

] ) FE . |
Grafica 18. Actividades Especificas de AdhE de Mutantes Supresoras en Cepas

isogénicas de MC1061 con pRS414-(D(adhfE -‘lacZ)) crecidas en MM casaminoacidos.
Resultado de un solo experimento realizado por triplicado.

En la grafica 19 observamos la actividad enzimatica de AdhE, donde los controles
positivos fueron la cepa parental JRG780 y GM11. Como control negativo se usoé la cepa
JRG780 adhE . Observamos que la cepa JRG780, dm1 presenta actividad

enzimatica de AdhE. TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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Grafica 19. Actividades Especificas de AdhE de Mutantes Supresoras en cepas
isogénicas de JRG780 y crecidas en MM casaminoacidos. Resultado de seis experimentos

realizados por duplicado.

5.2.2.2 Electroforesis en Geles (SDS-PAGE)

Se transformaron con el plasmido pALF1 [d(adhE-'lacZ)] a las mutantes
supresoras previamente obtenidas. De estas cepas se hizo el gel de proteinas como
esta descrito en Material y Métodos.

Como podemos ver en los geles 5 y 6, la cepa GM11 que esta en el ltimo carril
de la derecha presenta dos bandas que corresponden en peso (de acuerdo al marcador
en kDa que esta en el primer carril del gel) a las proteinas AdhE'-'LacZ y AdhE. Ninguna
de las mutantes supresoras de la cepa rnc presenta la banda que corresponde a AdhE,
sin embargo a excepcién de la mutante supresora 1, todas presentan la banda que
corresponde a la proteina AdhE’-'LacZ. De tas 10 mutantes supresoras de la cepa rnc
rng, nuevamente ninguna de ellas presento la banda de AdhE, aunque algunas de ellas
presentaron de forma dispareja la banda que corresponde a AdhE'-'LacZ.

De aqui concluimos que ninguna de las mutantes supresoras isogénicas a
MC1061 seleccionadas presentd la banda que corresponde a la proteina AdhE en los
Geles s, lo que corrobora las actividades enzimaticas AdhE presentada anteriormente.
Asi que ninguna de las mutantes supresoras isogénicas a MC1061 esta afectada en

AdhE.
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AdhE'-'LacZ

AdhE

mc mutantes supresoras pALF1 mc mg mutantes
supresoras pALF1
Geol 5. Geles de Proteinas (SDS-PAGE) de mutantes supresoras isogénicas a
MC1061, transformadas con pALF1.

AdhE'-'lacZ

AdhE

mc mg mutantes supresoras
pALF1

Gel 6. Geles de Proteinas (SDS-PAGE) de mutantes supresoras isogénicas a
MC1061, transformadas con pALF1.
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5.3 Interpretacion

Los experimentos de estadistica de las cepas derivadas de la cepa parental
MC1061 (Grafica 15 y 16) parecian indicar que encontrariamos una mutante supresora
que hubiera recuperado la capacidad de crecer en MM casaminoacidos anaerébicamente
al sobre-expresar AdhE. Sin embargo, al analizar el patron de proteinas de ciertas
mutantes supresoras seleccionadas (Gel 5 y 6), no se pudo observar que ninguna
mutante supresora expresara AdhE. Esto se corrobord al obtener la actividad enzimatica
de AdhE de estas mutantes supresoras, que huevamente no mostré mayor actividad de
AdhE en ninguna de las mutantes supresoras ensayadas.

De aqui concluimos que las cepas JMH0510 y JMH0511 gastan los equivalentes
reductores por un via diferente al escape del requerimiento de la RNasa )l para digerir el
transcrito de adhE. Pensamos que tal vez la via por la cual estan gastando los
equivalentes reductores es a traveés de la Fumarato reductasa, codificada por frd. Es por
esto que solicitamos a Jeff Green la cepa JRG780 (frd-), que amablemente nos
proporciond. A esta cepa la transdujimos por P1,, con los lisados de mc-y mg-. Al
hacer experimentos de estadistica de la cepa JRG780 y las cepas isogénicas,
observamos que la cepa JRG780 crece menos anaerobica que aerébicamente. Mientras
que la cepa JRG780 mg crece practicamente igual aerobica y anaerdbicamente. Se
seleccionaron nuevamente mutantes supresoras que crecieran anaerdbicamente en MM
casaminoacidos, como esta descrito en Material y Métodos.

La obtencién de mutantes supresoras fue mucho menor en la cepa fid que cuando
se uso la cepa MC1061 como cepa parental. A las mutantes supresoras seleccionadas
se les determind la actividad enzimatica AdhE. Se observé que una de las mutantes
tenia actividad de AdhE. Esta mutante se guardoé en glicerol para su estudio posterior.




6 CLONAS

6.1 Amplificacion por PCR de los fragmentos del gene que contengan
la regién reguladora de adhE y fragmentos de diferentes tamanos
del gene estructural y su posterior clonacioén.

Se ha sugerido que en la estructura secundaria de la region no traducida (5’) del
transcrito de adhE, las bases se aparean intramolecularmente ocluyendo el RBS. Es
necesaria la actividad endoribonucleolitica de la RNasa |l) para cortar la estructura
secundaria del transcrito, liberando asi el RBS y permitiendo la traduccién (Membrillo-
Hernandez et al., 1999, Membrillo-Hernandez y Lin, 1999; Aristarkhov et al., 1996). Por
otro lado, la RNasa G degrada especificamente al transcrito de adhE (Umitsuki et al.,

2001).

Monitores de expresion como el gene /acZ son comunmente usados en biologia
molecular. Un monitor con una fusion traduccional hace posible estudiar los mecanismos
de control post-transcripcional. Para conocer la expresion del gene adhE se utilizé como
monitor al plasmido pRS414, que contiene la fusion traduccional ®(adhE-'lacZ) -descrita
en la seccion 1.4.3.1.. En esta fusién, el unico RBS que se utiliza es el del gene adhE, lo
que produce un solo mRNA hibrido a ser traducido. El gene /acZ codifica para la (-
galactosidasa, que puede hidrolizar al sustrato Xgal dando como resultado un compuesto
de coloracion azul. Asi, a mayor concentracion de la proteina hibrida monitor, mayor
coloracion azul tendra la colonia en medios de cultivo suplementados con Xgal.

En una cepa mutada en el gene mc que codifica para la RNasa Ill, el transcrito de
adhE no es traducido. De la misma manera, |la proteina hibrida monitor AdhE'-‘LacZ
deberia expresarse muy poco o nulamente en una cepa mc". Por otro lado, en una cepa
mg’, esperamos una mayor produccion de la proteina monitor AdhE'-‘LacZ dado que el
producto del gene rng, esta involucrado en la degradacion delt mRNA de adhE.

Para estudiar el efecto de una mutacion en la RNasa HI (rmc) y/o en la RNasa G
(rnc), transdujimos estas mutaciones a cepas isogénicas y transformamos las cepas
obtenidas con dos monitores diferentes, que tienen la construccion arriba mencionada:
pALF, unicopia y pRS414-d(adhf£’-'lacZ), bajo numero de copias. Al sembrar las cepas
transformadas en LBXgal con los antibidticos correspondientes observamos que el
monitor se expresaba (Tabla 11, cap. 4) aan en las cepas con el gene mc interrumpido.
Al realizarles ensayos de p-galactosidasa a éstas (Grafica 1-4), observamos que el
monitor no parecia reflejar fielmente la actividad de AdhE.
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Esto lo dedujimos dado que la cepa rng produce una mayor cantidad de AdhE que
la cepa parental y crece mejor que ésta en MM anaerdbicamente, sin embargo el monitor
no indicaba esto. Al realizar las actividades especificas de AdhE en las mismas cepas
(Grafica 5-6) observamos que éstas concordaban con los resultados experimentales
observados (para mas informacién ver cap. 4).

La expresion de la fusion ®(adhE-‘lacZ) escapa al requerimiento de la RNasa Ill. Al
ser diferente la estructura prirmaria del transcrito de ta fusion monitora al mMRNA de adhE&,
la estructura secundaria también es diferente. Nosotros hipotetizamos que

probablemente la diferencia de estructura hace accesible el RBS sin necesidad del
procesamiento de ia RNasa lll. La fusion monitora ®(adhE-'lacZ) tiene solamente 3
codones del gene estructural de adhE&. Nosotros pensamos que si la fusién contiene una
mayor parte del gene estructurai de adhE, podria conservarse la estructura secundaria
del extremo 5’ no traducible. Esto se traduciria en que la fusion monitora se comportase
igual que el gene adhf&. Si encontraramos tal fusion, tendriamos un monitor que no
escaparia del requerimiento de la RNasa 1ll para liberar su RBS y ser traducido.

Decidimos entonces construir 4 fusiones que contuvieran, ademas de la region
reguladora del gene adhE, desde S00 bp hasta 2kb del gene estructural de adh£ unido al
gene /acZ. De esta manera, si alguna de estas construcciones no se expresaba al estar
contenida dentro de una cepa /mCc” NOs indicaria que nuestro razonamiento fue correcto:
La estructura secundaria cambia de acuerdo al transcrito y una mayor parte del transcrito
del gene unido al monitor puede dar una estructura secundaria de! extremo 5' similar a la

estructura secundaria del gene nativo.
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Diagrama 2. Obtencién de los fragmentos del! gene estructural de adhE y

clonacién.

Amplificacién por PCR de los
fragmentos del gene estructural
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6.2 Resultados

En la Fig. 14 en el cap. 3 observamos el esquema de los genes hibridos
construidos.

6.2.1 Amplificacion de los Fragmentos del Gene adhE por PCR

La amplificaciéon de fragmentos se realizé como esta descrito en Material y Métodos.
Se disenaron los primers AdhS’'N, AhE3'500, AdhE3'1000, AdhE3'1560, AdhE3’'2000 y
se mandaron fabricar. Se amplificaron los fragmentos por PCR utilizando pares de
primers del primer AdhS’'N con cada uno de los otros 4, se verificd que la banda de cada

fragmento tuviera el peso esperado.

Tabla 14. Tamano de los diferentes frag amplificados de adhE.
pFG bp adhE total .::’r:::.f.l Aminoacidos :::°=:::g:
1 1500 558 186 18.6
2 2000 1058 352 35.2
3 2560 1617 539 53.9
4 3000 2058 686 68.6

6.2.2 Cionacion de los Fragmentos en Plasmido pSK

La cionacion se reailizé como esta descrito en Material y Métodos. Después de
purificar los fragmentos, se digirieron con BamH! y EcoRIl. Se purificaron nuevamente y
se tomé una muestra de 5 ul de cada fragmento y se realizé una electroforesis para
conocer la concentracion relativa de las muestras (Gel 7) . Se Hevé a cabo una reaccién
de ligasa de los fragmentos con el plasmido pSK digerido con BamH! y EcoRl y
purificado, con una relacion 10:1 6 5:1; la reaccion de ligasa se incubdé a 14°C por 16
horas. Se electroporaron celulas electrocompetentes frescas de XL-1blue con la
reaccion de ligasa y se platearon en L2Xgal. Se seleccionaron aquellas colonias que
tenian una coloraciéon blanca (por a-complementacion del fragmento dentro del plasmido

pSK, que interrumpe el gene /acZ).

Los plasmidos clonados pSK1, pSK2, pSK3 y pSK4 se purificaron y se verificé por
digestion de enzimas de restriccion que dieran el patrén de restriccion esperado (Gel 8).
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Gel 7. Fragmentos de adhE amplificados por PCR, cortados con enzimas de restriccion y
purificados. De este gel se determind cualitativamente la concentracion relativa de los
fragmentos para llevar a cabo la reaccion de ligasa con una relacion 1:5 & 1:10
(plasmido:fragmento). Carril 1 fragmento 1 B,E; Carril 2 fragmento 2 B.E; Carril 3 fragmento 3
B.E:; Carril 4 fragmento 4 B,E; M Marcador de Peso Molecular de 1 kb Invitrogen. B,E significa
digerido con BamHI y EcoRlI.

8 9 10 11 12131415 M

Gel 8. Electroforesis que mu a los p i Y Su patron de digestion. M
Marcador de Peso Molecular de 1 kb Invstrogen Carnl 1 pSK Carril 2 pSK B.E Q; Carril 3 pSK
B.E.S Q; Carril 4 fragmento 1 B.E Q (banda de 1.4 kb amplificada por PCR); Carril 5 pSK1; Carril
6 pSK1 B.E; Carril 7 fragmento 2 B,E Q (banda de 1.9 kb amplificada por PCR). Carril 8 pSK2;
Carril 9 pSK2 B.E; Carmril 10 fragmento 3 B.E Q (banda de 2.5 kb amplificada por PCR); Carril 11
pPSK3; Carril 12 pSK3 B,E,S; Carril 13 fragmento 4 B,E Q (banda de 2.9 kb amplificada por PCR);
Carril 14 pSK4; Carmril 15 pSK4 B.E,S: M Marcador de Peso Molecular de 1 kb Invitrogen. Donde
B es BamHI; E es EcoRI; S es Scal y Q es purificado con kit de giagen.
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6.2.3 Subclonacion en Plasmido pRS414

La subclonacion se realizé como esta descrito en Material y Métodos. Después de
purificar los plasmidos pSK1-4 que contenian los fragmentos de diferentes tamarios de
adhE, se digirieron con BamHI y EcoRI. Al realizar la electroforesis de las digestiones,
se selecciond y cortd la banda que correspondia al fragmento clonado. Por otro lado se
purificé pRS414, se cortdé con BamH| y EcoRI.

Tanto el fragmento como el plasmido digeridos se purificaron de la banda del gel
de agar y se realizé otra electroforesis con 5 ul de muestra de cada uno para conocer la
concentracion. Se llevo a cabo una reaccion de ligasa del fragmento con el plasmido
pRS414, ambos digeridos con BamHl y EcoRI y purificados, la reaccion de ligasa se
incubd a 14°C por 16 horas. Se electroporaron células electrocompetentes frescas de
XL-1blue con la reaccién de ligasa y se platearon en L2Xgal. Se seleccionaron aquellas
colonias que tenian una coloracion azul. Los plasmidos clonados pFG1, pFG2, pFG3 y
pFG4 se purificaron y se verificd por digestion con enzimas de restriccion que dieran el
patrén de restriccion esperado..

6.2.4 Fenotipo de pFG’s en Cepas Transformadas

La electroporacion se realizé como esta descrito en Material y Métodos. Donde se
utilizaron células electrocompetentes frescas para electroporar con los plasmidos
purificados. Se usaron células de las cepas isogénicas MC1061 (cepa parental),
GM11(mg’), JMHOS510 (mc)y JMHO0511(mgrmc). Se seleccionéd en L2Xgal con los
antibiéticos correspondientes y la coloracion de las colonias obtenidas se ve en la Tabla
15.

Tabla 15. Col i5n de P transformadas con cada plasmido al sembrar en
LBXgal mas antibidticos. N.D. indica no determinado.

Cepa/plasmido pFG1 pFG2 pFG3 pFG4

XL-1blue azul azut azul azul

MC1061 azul azul N.D. azul
GM11 azul azul N.D. azul
(mg’)

JMHOS510 azul azul N.D. N.D.
(mc?)

JMHOS511 azul azul N.D. blanca

(mg” mc)
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6.3 Estructuras Secundarias de los Transcritos Hibridos Construidos

De ia Fig. 16 a la Fig. 19 se muestran las estructuras secundarias probabies de los
transcritos hibridos construidos, tomandose como control la estructura secundaria
probable del transcrito de adhE (Fig. 15). Podemos notar que los extremos 5'-no
traducidos de las distintas fusiones adhE’-'/acZ cambian al tener otra estructura primaria
en el extremo 3'. Estas estructuras nos indican que las fusiones con mayor cantidad del
gene estructural de adhE& tienen un extremo 5-UTR mas parecido al del transcrito de
adhE. De los resultados de la tabla 15 y de éstas figuras concluimos que un monitor
traduccional necesita contener una parte del gene estructural tal que la estructura
secundaria del extremo 5'-UTR se mantenga lo mas parecida al gene de estudio. Sélo
de esta forma podremos utilizar fusiones de proteina para estudiar la regulacién post-

transcripcional.

Se transformaron los ptasmidos que contenian las fusiones monitoras en la mayoria
de las cepas de estudio. Al platear las cepas transformadas en LBXgal, se expresaron
todas las fusiones contenidas (pFG1, pFG2, pFG4) tanto en la cepa parental (MC1061)
como en la cepa mg (GM11). Esto nos indico que las fusiones son funcionales y se
expresan en los controles positivos.

Por otro lado, observamos que inciuso en las cepas deficientes en mc (JMH0510 y
JMHO0511), las fusiones monitoras pFG1 y pFG2 se expresaron. Esto nos indica que
incluso con 1 kb del gene estructural, la fusion monitora tiene una estructura secundaria
que no requiere de la accion de la RNasa Il

Por ultimo, la fusion monitora pFG4, que comntiene 2 kb del gene estructural no se
expreso en la cepa JMHO511 (rmg” mc’). Esto nos indica que probabiemente esta fusion
requiere de la RNasa Il para digerir la estructura secundaria del extremo 5’ no traducible
y liberar e! RBS para la posterior traduccion del transcrito hibrido. Para confirmar estos
resultados, es necesario completar la Tabla 13 (N.D.).

También se podria complementar a ia cepa JMHO0511 pFG4 con un plasmido -con
diferente ori que pRS414- que contuviera al gene mc y resistencia a algun antibidtico. Si
esta cepa recobrara la expresion de la fusion monitora, nos estaria indicando que
efectivamente la falta de expresion del monitor se debe al requerimiento de 1a RNasa Iil.
Después de confirmar esto, podriamos afirmar haber obtenido una fusidbn monitora
fidedigna de los controles post-transcripcionales de adhE.




dG = -1090.08 [initially -1187.7] adhEic

Fig. 15. Estructura Secundaria Probable del Transcrito de adhE. Se utilizé el programa Mfold
3.1 (Zucker, 1989) para modelar la termodinamica mas favorable de la estructura secundaria. Esta

estructura esta mas detallada que la mostrada en la Fig. 20,
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dG = -1477.24 (initially —-1540.5]

clonalic

Fig. 16. Estructura S daria Pr del Transcrito de la Fusién Hibrida adhE’-‘lacZ
proveniente de la clona pFG1. Se utilizé el programa Mfold 3.1 (Zucker, 1989) para modelar la

termodinamica mas favorable de la estructura secundaria.
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dG = —-1661.42 [initially —-1829.3] clonalic

Fig. 17. Estructura Secundaria Probabile del T ito de la Fusion Hibrida aghE-‘lacZ
proveniente de la clona pFG2. Se utilizd el programa Mfold 3.1 (Zucker, 1989) para modelar la
termodinamica mas favorable de la estructura secundaria.
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G = —-1834.18 [initially -2019.6) clona3ic

Fig. 18 Estructura Secundaria Probable del Transcrito de ta Fusion Hibrida adhE -‘lacZ
pro de la cl pPFG3. Se utilizo el programa Mfoid 3.1 (Zucker, 1989) para modelar la
termodinamica mas favorable de la estructura secundaria.

110




dG = —-1982.7 [initially -2166.4] clonadic

Fig. 19. Estructura Secundaria Probabile del T ito de la Fusién Hibrida adhE -‘lacZ
proveniente de la clona pFG4. Se utilizo el programa Mfold 3.1 (Zucker, 1989) para modeiar la
termodinamica mas favorable de la estructura secundaria.
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7 DISCUSION GENERAL

Para estudiar los mecanismos de control post-transcripcional del gene adhg& en
Escherichia coli, nos planteamos diferentes vias.

Sabiamos que el transcrito de adhE es regulado por dos RNasas a nivel post-
transcripcional: La RNasa Il y la RNasa G (Aristarkhov et a/.,1999; Kaga et al., 2002). La
RNasa Il es necesaria para liberar el RBS del transcrito de adhE, que se encuentra
ocluido en la estructura secundaria del mRNA, por un apareamiento de bases
intramolecular (Membrillo-Hernandez y Lin, 1999). La cantidad de transcrito de adhf
también es controlada por la RNasa G, responsable de la degradacion de éste (Umitsuki

et al., 2001).

El gene adhE codifica a la enzima encargada de reciclar el NADH producido en la
fermentacion usando glucosa como fuente de carbono y energia (Clark, 1989). Por otro
lado, la enzima Fumarato reductasa, codificada por el gene frd, también es responsable
de gastar los equivalentes reductores manteniendo el equilibrio del potencial rédox en la
fermentacidon. La relevancia de ambas enzimas en el balance rédox durante la
fermentacion se puede observar en la Fig. 7.

Nos interesaba conocer por cual de las vias las mutantes supresoras espontaneas
recuperaban la capacidad de crecer en MM casaminoacidos anaerdobicamente. Para
esto, transdujimos por P1,, la cepa JRG780 (frd-) con los lisados de mc- y rmg- e
hicimos experimentos de estadistica de mutantes supresoras.

Generalmente, Salmonella typhimurium y Escherichia coli crecen en el mismo tipo
de sustratos fermentativamente, lo que nos sugiere que probablemente sus vias
fermentativas son muy similares. Se han comparado las alcohol oxidorreductasas de S.
typhimurium y E. coli. ADhE de S. typhimunum tiene 70% de los residuos aminoacidicos
idénticos que AdhE de E. coli. La enzima de S. typhimurium tiene una menor Km para
los alcoholes que AdhE de E. coli, aunque ambas enzimas tienen una Km similar para

NAD* (Dailly et al., 2000).

Nos preguntamos si el extremo 5' no traducido del transcrito de adhE de
Salmonella requiere la actividad endonucleolitica de la RNasa Ill para ser traducido.
Como un primer acercamiento, se obtuvieron las estructuras secundarias de ambos
transcritos (Fig. 15), para poder compararlos. Asi mismo, en las Fig. 16 y 17, se
muestran los extremos 5’ no traducidos (5’-UTR) del transcrito de adhE para Escherichia
coli y Salmonella typhimurium.

Para estudiar la regulacion por ambas RNasas sobre el transcrito de adhE,
usamos una mutante afectada en la RNasa G (rng::caf), construimos una mutante en la
RNasa Il (rmc::tet), y construimos dobles mutantes —en ambas RNasas (mc::tet rmg::caf),
utilizando en todos los casos la cepa parental MC1061 (cap. 3). Con ayuda de una
proteina monitor adhE-'lacZ, pensamos estudiar los mecanismos post-transcripcionales
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de regulacion del adhE. Sin embargo, al caracterizar las cepas construidas y
transformadas con plasmidos unicopia y multicopia que contenian la fusién monitora,
observamos que la fusion monitora no monitoreaba cualitativa ni cuantitativamente la
expresion de adhE en las diferentes cepas (cap. 4).

En la busqueda de un monitor que cuantitativamente nos represente la actividad de
adhE y para hacer los primeros estudios de prediccion de estructuras secundarias de
mRNA de la molécula completa del transcrito, decidimos realizar construcciones de
proteinas hibridas AdhE’-‘LacZ que contuvieran diferentes longitudes del gene estructural
adhk (cap. 6). La obtencién de este monitor nos servira para estudiar la regulacion post-
transcripcional de AdhE mas a fondo.

Al observar el fenotipo al sembrar en LBXgal a las clonas transformadas con los
plasmidos construidos (Tabla 15), notamos que la fusion monitora proveniente del
plasmido pFG4 se expresa tanto en la cepa parental como en la cepa que sobreproduce
a adhE (controles positivos). Por otro lado, la fusién monitora no se expresa en la cepa
JMHO0S511 (rng” mc’). Asi, esta fusidn monitora se expreso tal y como esperamos que se
exprese AdhE.

Por otro lado, al hacer experimentos de estadistica de la cepa JRG780 y las cepas
isogénicas, observamos que la cepa JRG780 crece menos anaerdobica que
aerdbicamente. Esto nos explica que E. coli se sobreponga a la necesidad de desechar
equivalentes reductores sobreexpresando la via metabdlica de sintesis de succinato
(cap. 3 ¥y 5). Se seleccionaron y conservaron en glicerol mutantes supresoras que
crecieran anaerdbicamente en MM casaminoacidos para su posterior estudio.

Al observar los transcritos del gene adhE de ambas especies, observamos que a
pesar de la similitud aminoacidica, ambas estructuras secundarias son muy diferentes
(Fig. 13). Al comparar los extremos 5’ no traducidos (5'-UTR) del transcrito de adhE£ para
Escherichia coli y Salmonella typhimurium, podemos notar que aparentemente el RBS
del transcrito de Salmonelia no esta ocluido. De acuerdo a esta observacion podemos
inferir que el MRNA de adhE& de Salmonella no requiere la actividad endonucleolitica de
la RNasa Il para ser traducido. Sin embargo, son necesarios resultados experimentales
para comprobar esto.

Como ya se mencioné en el cap. 6, es necesario llevar a cabo experimentos que
confirmen si la probable construccién monitora realmente se comporta como monitor de
la actividad post-transcripcional de adhE. Para esto, se puede complementar a la cepa
JMHO0511 pFG4 con un plasmido que contuviera al gene rmc. Si esta cepa recobrara la
expresion de la fusidon monitora, nos estaria indicando que efectivamente la falta de
expresion del monitor se debe al requerimiento de la RNasa I,

Para estudiar si alguna de las mutantes supresoras espontaneas que obtuvimos
de los experimentos de estadistica de las cepas isogénicas de JRG780 esta afectada en
adhE, tendremos que analizar geles de proteinas e identificar a las proteinas Alcohol
oxidorreductasa y Fumarato reductasa, asi como la actividad enzimatica de AdhE.
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7.1 Perspectivas

La cepa JES2 sintetiza una proteina AJhEAZS7VESSSK o0 gos sustituciones
aminoacidicas que le confieren una proteina con mayor estabilidad al unirse a la
chaperona DnakK, que la protege del estrés oxidativo (Echave et al.,, 2002). La cepa JES2
crece en MM etanol al 2% aerdbicamente. Si se transdujeran por P1, las mutaciones en
rme:itet y mg:.cat a la cepa JES2, se obtendrian cepas incapaces de crecer en estas
condiciones. Si obtenemos mutantes supresoras capaces de crecer en MM etano! al 2%,
se debera Unicamente a la expresion de adhE. Para esto, se sembrarian las cepas JE52
rnc:.:tet y JES2 rnc::tet mg..cat en Medio Mc Conkey etanol al 2% y en MM etanol al 2% y
se incubarian hasta la aparicion de mutantes supresoras espontaneas.

Se utilizaria la técnica de aislamiento de mutantes descrita por Membrillo-
Hernandez y colaboradores (Membrillo-Hermandez et al., 2000) para obtener mutantes
espontaneas capaces de crecer en MM etanol al 2% como aliternativa a la aparicion de
éstas en MM etano! al 2% directamente. Al sembrar ias cepas JES2 mc:tet y JE52
rnc::tet rng::cat en Medio Mc Conkey etanol al 2%, se observaria primero la aparicion de
colonias blancas. Estas colonias habrian utilizado los nutrientes del medio Mc Conkey
para crecer. Después de cierto nimero de dias observariamos la aparicion de papilas
rojas dentro de algunas de las colonias blancas. Estas colonias rojas estarian utifizando
el etanol como fuente de carbono y energia. Se resembrarian en Medio Mc Conkey
etanol al 2% hasta obtener inicamente colonias rojas. Se probaria entonces que estas
colonias crecieran en MM etanol al 2% aerobicamente.

Como una alternativa para identificar colonias que hubieran obtenido una mutacion
espontanea en adhE, se realizaria el experimento descrito arriba en cepas que
contuvieran la fusién monitora del pFG4 clonada o transducida. Se sembrarian las cepas
en Medio Mc Conkey Xgal etanol al 2%, y se seleccionaria las coionias con una
coloracion morada. Es decir, que estén utilizando etanol y que se exprese la fusién
monitora de adhE.

Para estudiar si alguna de las mutantes supresoras espontaneas que obtuvimos de
los experimentos de estadistica de las cepas isogénicas de JRG780 esta afectada en
adhE, seria transformar a éstas con el plasmido pFG4 y observar la expresion del
monitor al sembrar en MMXgal glucosa casaminoacidos o en MMXgal sorbitol
casaminoacidos (fuente de carbono aun mas reducida que la glucosa). Aquellas colonias
que tuvieran una coloracion azul estarian expresando AghE, por lo que serian mutantes
supresoras espontaneas interesantes para estudiar.
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El experimento para conocer si el transcrito de adghE de Salmonella typhimurium
requiere a la RNasa llIl para ser traducido seria crecer una cepa mc en MM
casaminoacidos anaerdbicamente. Si el transcrito del gene de Salmonella no crece en
estas condiciones, es muy posible que también requiera la actividad de ia RNasa Ill para
liberar el RBS. Para confirmar estos resultados seria importante complementar a esta
cepa y crecerla en las mismas condiciones, esperando que crezca. Las cepas
deficientes en la RNasa Il de Sal/monella fueron obtenidas ya (Mattatall y Sanderson.,
1998), sin embargo, no se han llevado a cabo aun estos experimentos.

7.2 Conclusiones

La obtencidén de una fusion monitora de la regulacion post-transcripcional de adh&E
nos permitira estudiar los mecanismos de control a este nivel. El estudio que se hizo
para obtener la fusion monitora nos muestra la importancia que tiene que la estructura
secundaria del extremo 5’ no traducido de la fusidn monitora sea similar al del gene de
estudio. Una forma de asegurarnos que los extremos 5' no traducidos de ambos
transcritos se parezcan es aumentando la proporcion del gene que esta presente en la

fusion monitora.
El estudio de las mutantes supresoras espontaneas obtenidas al crecer

anaerdbicamente las cepas isogénicas de JRG780 en MM casaminoacidos pueden
proveernos de informacion de como Ja célula reestablece el equilibrio rédox en

condiciones fermentativas.

El estudio de las estructuras secundarias predichas por computadora puede
ayudarnos a inferir el comportamiento del extremos 5' no traducido, sin embargo, es
necesaria evidencia experimental que compruebe las predicciones hechas.
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Fig. 20. Estructuras secundarias de los transcritos de adhE de Salmonella typhimurium y Escherichia coli.
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Fig. 21. Estructura secundaria de! extremo 5' no traducido de! duRNA de adhE de Escherichia coll.
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Fig. 2. Estructura secundaria del extremo 5' no traducido del mRNA de adhE de Salmonelia typhimurium,
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