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Resumen

Los operones moa y moe de Escherichia coli determinan la biosintesis de la molibdopterina, en las primeras etapas del
metabolismo del molibdocofactor, MoCo. En estudios previos usando una fusion transcripcional, las condiciones de cultivo
modularon el nivel de expresion del operdon moa y el crecimiento a expensas de glucosa lo redujeron. Este ultimo efecto se
investigd en el presente trabajo, realizando cinéticas aerdbicas de crecimiento y actividad enzimatica fGal. La glucosa
ejercidé una represion transitoria que se acentud con el tiempo de cultivo y retardd el comienzo de la expresion maxima;
ademas el nivel de expresion disminuia al aumentar la concentracion de ese azlicar. La represion permanente fue severa
durante los primeros 90 minutos, pero disminuy6 a lo largo del crecimiento exponencial; en presencia de AMPc exdgeno, el
nivel de expresion alcanzado incrementd parcial y tardiamente. Los resultados demostraron que la glucosa reprime la
expresion transcripcional de a fusién moa::lac. Ademas, permiten proponer un circuito de control positivo, cuya eficiencia
incrementa con el crecimiento del cultivo donde el complejo regulador AMPc-CAP actuaria cuando se alcanza la fase
estacionaria.

Palabras clave: Regulacion MoCo; expresion moa::lac; represion catabdlica moa; glucosa moa.

Abstract
Glucose effect on the aerobic expression of a genomic moa::lac operon fusion in Escherichia coli K12

In Escherichia coli, the moa and moe operons determine the molybdopterin biosynthesis during the first stages of the
molybdocofactor metabolism, MoCo. In previous studies by using a transcriptional fusion, the expression level of the moa
operon was modulated by the culture conditions and reduced by growing at the expense of glucose. In the present work, this
later effect was researched by monitoring aerobic kinetics of both: growth and enzimatic fGal activity. The glucose carried
out a transient repression which was prominent with the culture time and delayed the start of the maximum expression; in
addition, by increasing that the sugar concentration the expression level was decreased. During the first 90 minutes, the
permanent repression was strong but decreased along the exponential growth; in the presence of cAMP exogenous, the
expression level was partial and lately increased. The results demostrated that glucose repress the moa::lac fusion
transcriptional expression. In addition, they allow to propose a positive control circuit which efficence is increased with the
culture growth, and where the CAP-cAMP regulatory complex could act when the stationary phase is reached.

Key words: MoCo regulation; moa::lac expression; moa catabolic repression; moa glucose

INTRODUCCION en su totalidad los efectos medido por las

represiones transitoria y permanente

El efecto represor de la glucosa en Escherichia
coli K12 fue reportado originalmente sobre la
biosintesis de la 13galactosidasa ('3Gal.) por
Monod (1949). Recibié el nombre de represion
catabolica por Magasanik  (1961), quien
posteriormente lo explico a través de tres
mecanismos distintos: i. Exclusién del inductor
desde el interior celular, u. Represion fuerte pero
transitoria, cuando la glucosa es afiadida a células
creciendo con una fuente de carbono diferente
(represion transitoria) y iii. Represion débil pero
permanente, durante el crecimiento prolongado con
glucosa (represion catabolica).

La adicion de AMPc (5mM) puede antagonizar

(Kaalyuzhnaya y Koribov 1991, Ullman y Monod
1968). Bajo condiciones fisiologicas, el AMPc es
sintetizado por la célula y modula directamente la
actividad de la proteina CAP (proteina activadora
del catabolito) (Brown y Crothers 1989). El
complejo AMPc-CAP generalmente actia como
elemento de control positivo favoreciendo la
expresion transcripcional (deCrombrugghe 1984,
Utsumi 1989), pero alternativamente puede ejercer
un efecto negativo (Adhya y Garges 1982, Moore y
Boyle 1991) o ambos (Gerlach et al. 1991, Huang
et al. 1992).

En ciertos casos, se ha evidenciado un efecto
indirecto ejercido por la glucosa y que puede
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enmascararse fisiologicamente al cambiar las
condiciones especificas de cultivo (Dobrogosz
1965, Lee y Dobrogosz 1983, Okinaka vy
Dobrogosz 1967, Warnes et al. 1991). Ademas, el
AMPc puede actuar parcialmente (Roy 1983) y no
parece ser el Unico efector que participa en la
liberacion de la represion catabdlica (Lee y
Dobrogosz 1983).

La represion por glucosa estd asociada con el
metabolismo de diferentes azficares (Irani et al.
1989, Magasanik 1970) y con procesos celulares
muy diversos (Dobrogosz 1965, Evasn 1991;
Gerlach et al. 1991, Jamieson 1986, Lee y
Dobrogosz 1983, Meighen 1988, Moore y Boyle
1991, Okinaka y Dobrogosz 1967, Pugsley 1981,
Ralph 1983, Scnetz y Rak 1990, Utsumi 1989,
Winkelman y Clark 1986).

Estudios  realizados con una  fusién
transcripcional, evidenciaron que la expresion del
operén moa en E. coli es susceptible al efecto
negativo de la glucosa (Ortega de L. 1985),
sugirieron que el metabolismo del molibdocofactor,
MoCo, también podia responder a ese mismo
control (Ortega de L. 1985), ya que los operones
moa y moe (Rivers et al. 1993, Shanmugan et al.
1992) determinan la sintesis de la pterina, durante
las etapas iniciales de su metabolismo (Johnson y
Rajagopaln 1987). El MoCo esta presente en
especies bacterianas (Stewart 1988) y en
organismos eucariotas (Johnson 1989); en el primer
caso es requerido para la activacion de diferentes
apomolibdoenzimas de oxidorreduccion (Giordano
1990) y una de ellas es la nitrato reductasa A
(NRA) que actiia como aceptor final de electrones
en la respiracion anaerdbica del nitrato (Stewart
1988).

La expresion de la fusion transcripcional antes
referida también es susceptible a la concentracion
incrementada de ciertos efectores que controlan la
biosintesis de la NRA (Ortega de L. y Diaz 1995).
Los niveles de expresion maxima son alcanzados
durante el crecimiento aerdbico (Ortega de L.
1985), contrario a lo reportado para una fusion
traduccional (Baker y Boxer 1991), y pudiera
atribuirse a la participacion de controles a nivel
transcripcional y traduccional (Ortega de L. 1994).

En el presente trabajo se caracterizo el control
negativo mediado por la glucosa sobre la expresion
de la fusion moa::lac, realizando cinéticas
aerobicas. La represion transitoria fue evaluada
cuantitativamente ensayando ademas diferentes
concentraciones de glucosa y la represion
permanente, en presencia y ausencia de AMPc
exogeno.

MATERIALES Y METODOS

Cepa bacteriana. Se utiliz6 un derivado de la
CSH41 de E. coli K 12, identificado como OMS86:
NitGas- Lact y contiene la fusion de operén
genémica [moa::Mu (lac)) MA25 (Ortega de L.
1982; Ortega de L. 1985). Los genes lac fusionados
al promotor pmoa es una estrategia que permite
estudiar el control transcripcional del operon moa,
cuantificando los niveles de expresion del gen lacZ
que codifica para la enzima Pgalactosidasa (BGal)
(Casadaban y Cohen 1979).

Medios y condiciones de cultivo. La
composicion del medio minimo fue descrita por
Miller (1972). Las concentraciones de galactosa
(Gal), glucosa (Glu) y AMPc (3 '-5' AMP ciclico)
(Sigma A-6885) se indicaron en las cinéticas. Las
bacterias se incubaron a 300 C. Los cultivos
aerobicos crecieron con agitacion fuerte, en fiolas
de 250 ml conteniendo 10 ml de medio.

Ensayos enzimaticos. Se utilizaron cultivos
aerobicos, porque muestran los mayores niveles de
expresion del gen lacZ fusionado al promotor pmoa
(Ortega de L. 1985) y la represion por glucosa es
mas severa (Dobrogosz 1965, Lee y Dobrogosz
1983, Okinaka y Dobrogosz 1967). La actividad
BGal se determind colorimétricamente siguiendo la
hidrélisis del ONPG en células permeabilizadas
con tolueno (Miller 1972) que fueron tratadas con
cloranfenicol (50 ug/ml) y mantenidas en frio; se
utilizé6 medio minimo en un lugar del tampén Z y la
densidad celular se medi6 a una absorbancia A550.
Los valores fueron reproducibles en al menos tres
experimentos independientes, con un porcentaje de
desviacion cercano a 10.

RESULTADOS

Cinética de represion transitoria por glucosa
en la expresion aerdbica de la fusion moa::lac

Previamente se observo que el crecimiento en
medio minimo a expensas de glucosa reduce los
niveles de expresion de la fusion de operdon
gendémica moa::lac (Ortega de L. 1985). Por lo
tanto, fue de interés estudiar el fenomeno de
represion transitoria por glucosa a través de
cinéticas aerobicas e incremento al doble la
concentracion final de dicho aztcar.

La expresion de la fusion fue estimada conside-
rando la biosintesis acumulativa de PGal y, a
diferencia del cultivo control que se mantuvo
creciendo con galactosa, la adiciéon de glucosa
disminuy6 1la expresion durante un tiempo
prolongado de la fase exponencial (Fig. 1).

También se ensayaron cuatro concentraciones
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crecientes de glucosa y las cinéticas se siguieron
durante un tiempo mas prolongado (Fig. 2A y 2B).
Una curva de crecimiento diduxico (crecimiento
bifasico) fue observada claramente en los cuatro
cultivos paralelos y es atribuible al crecimiento en
presencia de glucosa y galactosa (Epstein 1966),
debido a la exclusion del inductor (la galactosa)
mas que a la represion catabolica del operén gal
(Joseph et al. 1981). El periodo transitorio de
suspension del incremento en la densidad celular,
intermedio entre las dos fases de crecimiento
exponencial (periodo de latencia), es una etapa
adaptativa (Epstein 1966) que refleja la sintesis de
las enzimas requeridas para utilizar la galactosa,
una vez que la concentracion de glucosa es
limitante (Monod 1949).

En esos cultivos paralelos la expresion de la
fusion fue estimada considerando la biosintesis
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Fig. 1 Represion transitoria por glucosa durante la expresion
aerobica de la fusion moa::lac; la cinética representa la
biosintesis acumulativa del PGal. Un subcultivo creciendo
exponencialmente con Gal (1mg/ml) fue diluido en medio fresco
para iniciar dos cultivos paralelos por adicion de Glu o Gal,
segun el caso (I mg/ml). A intervalos de tiempos
predeterminados, se cuantificaron el crecimiento celular (A sso)
(Simbolos vacios) y los niveles acumulativos de BGal (Unidades
Miller) (simbolos rellenos); los valores graficados corresponden

al cultivo con Glu (A) y al control con Gal (0), respectivamente

diferencial de la pGal y la misma se mantuvo en un
nivel basal durante el crecimiento exponencial con
glucosa, indistintamente de su concentracion. Sin
embargo, justo al iniciarse el periodo de latencia, se
disparo6 una etapa de expresion maxima y, de alli en
adelante, cuando las células iniciaron su
crecimiento exponencial a expensas de galactosa
(segunda fase del crecimiento diatxico), la cinética
fue modulada diferencialmente de tal forma que los
mayores niveles alcanzados se correspondieron con
las menores concentraciones ensayadas de glucosa
(Fig. 2A).
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Fig. 2. Represion transitoria durante la expresion aerdbica de la
fusion moa::lac; mediada por diferentes concentraciones de
glucosa; la cinética representada la biosintesis diferencial de
BGal. Un subcultivo creciendo exponencialmente con Gal
(1mg/ml) fue diluido en medio fresco para iniciar cuatro cultivos
paralelos por adicion de Glu. A intervalos de tiempos
predeterminados, se cuantificaron el crecimiento celular (A sso)
(Simbolos vacios) y los niveles acumulativos de fGal (Unidades
totales) (simbolos rellenos). La Fig. A representa los valores de

los cultivos conteniendo 0.13 (A) y 0.25(0) mg/ml ((,) de Glu; la

Fig. B representa los de 0.5 (A) y 1 mg/ml (0)respectivamente

Represion permanente y efecto antagonico del
AMPc en la expresion aerébica de la fusion
moa::lac.

Una vez demostrada la represion transitoria
mediada por glucosa, la etapa subsiguiente fue
evaluar la represion permanente. La cinética de
expresion aerobica de la fusion bajo estudio fue
estimada considerando los valores relativos de
biosintesis acumulativa de BGal, respecto al control

(Fig. 3).

Pudo observarse que, aun en presencia del
AMPc exdgeno, la glucosa ejercio un efecto
negativo y prolongado durante el crecimiento
exponencial, ya que los valores relativos fueron
inferiores a la unidad. El efecto resultd fuertemente
severo durante los primeros 90 minutos, pero a
partir de entonces, los niveles comenzaron a
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incrementar y los valores méaximos se alcanzaron
cercano a la fase estacionaria (Asso=0,9).

El AMPc ocasion6 una disminucion muy ligera
en el incremento celular durante el crecimiento
exponencial, tal como se ha reportado en otros
sistemas (Ralph 1983). El efecto antagonico se
manifesté tardiamente después de una noche de
incubacion aerobica (fase estacionaria prolongada)
(Tabla 1), cuando el cultivo mostré6 un valor
acumulativo cercano a 53% respecto al control, y el
mismo correspondié a un 60% (0,28/0,47x 100) de
antagonismo frente a la represion mediada por la
glucosa.

Tabla 1. Represion mediada por la glucosa sobre la expresion
de la fusion moa::lac y efecto antagonico del AMPc.

Tratamiento® Ay iob Unidades Miller  BGal %
2> Acumulativas Relativas? Efecto
Glu 1.2 142 0.28 -72
Glu AMPc 1.1 236 0.47 -53
Gal 1.0 500 1.00 --
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Fig. 3. Represion permanente medida por glucosa durante la
expresion aerobica de la fusion moa:lac; en presencia y
ausencia del AMPc; la cinética representa la biosintesis
acumulativa del fGal respecto al control. Un subcultivo crecido
aerObicamente una noche con Glu (2mg/ml) fue diluido en
medio fresco hasta A sso=0.2 para iniciar dos cultivos paralelos
por adicion de Glu (2 mg/ml) y Glu (2 mg/ml) mas AMPc
(5mM), respectivamente. A  intervalos de tiempos
predeterminados, se cuantificaron el crecimiento celular (A ss0)
(simbolos vacios) y los niveles acumulativos de BGal (Unidades
relativas) (simbolos rellenos); los valores graficados a partir de
los 90 min de haberse iniciado el creciemiento con Glu (A) y

Glu mas AMPc (0), respectivamente

Las bacterias fueron crecidas a expensas del
GLU (2mg/ml), en presencia y ausencia del AMPc
(5mM). El cultivo control fue crecido con Gal (2
mg/ml).

Crecimiento celular
Nivel acumulado durante una noche de

crecimiento aerdbico.
Variacion relativa respecto al control, calculada

como unidades acumulativas / 500

Porcentaje del efecto respecto al control,
calculado como porcentaje de unidades menos 100.

DISCUSION

La sensibilidad a la represion catabolica se ha
reportado para diferentes sistemas respiratorios
relacionados con la reduccion de aceptores finales
de electrones como hidrogeno (Jamieson et al.
1986), oxigeno y nitrato (Dobrogosz 1965, Lee y
Dobrogosz  1983), asparagina y  aspartato
(Winkelman y Clark 1986).

Asimismo, la sensibilidad al efecto negativo
mediada por glucosa se reportd para el operéon moa
que participa en la reduccion anaerdbica del nitrato
y el hidrogeno, a través de la biosintesis del
molibdocofactor, MoCo (Stewart 1988). Este
efecto ocurre bajo condiciones aerdbicas y
anaerébicas de crecimiento, segin estudios
realizados con una fusion transcripcional genémica
moa::lac, donde el gen lacZ se expresa bajo el
control del promotor pmoa (Ortega deL. 1985).

Con el propdsito de caracterizar el efecto
glucosa sobre la expresion del operon moa, se
realizaron cinéticas aerobicas estudiando el
comportamiento  de la  referida  fusion
transcripcional. La expresion aerdbica transcurrid
seglin un proceso bifasico (Ortega de L. 1989),
cuyo desarrollo normal estuvo influenciado por el
crecimiento a expensas de la glucosa y respondid
diferencialmente a los fendomenos de represion
transitoria y permanente; también se evidencid un
papel medianamente antagonista y tardio por parte
del AMPc exdgeno.

Cuando se  ensayaron  concentraciones
decrecientes de glucosa, la aparicion de los niveles
maximos de expresion estuvo asociada con la
limitacion de glucosa en el medio de cultivo y el
tiempo de latencia. Las condiciones fisiologicas
que le permitieron a las bacterias recuperarse mas
rapidamente del efecto glucosa, disminuyeron la
eficiencia de la expresion maxima de la fusion bajo
estudio.

La represion por glucosa no llegd a bloquear
totalmente la expresion, similar a lo reportado para
otros genes (de Crombrugghe 1984; Monod 1949),
y resultd ligeramente menos severa que cuando las
c¢lulas provenian de un subcultivo crecido
aerobicamente durante una noche (fase estacionaria
prolongada) (Ortega de L. 1985). Por lo tanto, el
estado fisiologico del cultivo parece desempefiar un
papel de control sobre la expresion aerdbica de moa
y la capacidad de las células bacterianas para
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recuperarse eficientemente de la represion mediada
por el metabolismo de la glucosa.

No obstante, el efecto represor de la glucosa se
manifestd6 con menor severidad respecto al
reportado para el gen lacZ, cuando se expresa a
partir de su promotor nativo plac (Monod 1949,
Magasanik 1970). También fue diferente al
reportado para otros genes procariotas 1o
relacionados funcionalmente con el metabolismo
del MoCo y que son sensibles a la represion
catabolica; por ejemplo el gen cia que codifica para
la colicina Ib, lo cual fue evidenciado estudiando la
expresion de la fusion cia::lac (Pugsley 1981).

Las condiciones ensayadas durante la presente
investigacion permiten inferir que la expresion
transcripcional de moa en una cepa silvestre de E.
coli no depende totalmente del control positivo
mediado por el complejo AMPc-CAP vy
posiblemente estaria controlada por mas de un
proceso distinto. Por ejemplo, podrian participar
dos mecanismos de control positivo,
autorregulacion e induccion por el complejo
AMPc-CAP, como fue propuesto para el gen luxR
de V. Harveyi (Meighen 1988) y el gen represor
cytR de E. coli (Gerlach et al. 1990). Otra
alternativa a considerar, es que el complejo AMPc-
CAP funcione en forma dual como activador y
correpresor, asi reportado para el gen tsx de E. coli
(Gerlach et al. 1991).

Evidencias acumuladas estudiando diferentes
operones parecen indicar que la represion
catabdlica normalmente puede ser ejercida por
controles complejos que implican otros mediadores
distintos al AMPc. Asi, por ejemplo, cada vez es
mayor el nimero de genes reportados donde el
efecto del AMPc es reducido y posiblemente la
glucosa actue indirectamente sobre su expresion
transcripcional, como es el caso del fnr y los genes
sometidos a su regulacion (Spiro y Guest 1990). En
la represion por glucosa de genes anaerdbicos
pudieran estar participando coefectores nucletidicos
potenciales, como el NaDh o la acetil-coenzima A,
ademas fue propuesto un balance comprometedor
entre los sistemas metabdlicos de oxidorreduccion
y el flujo reducido de metabolitos (Dobrogosz
1965, Stewart 1988, Spiro y Guest 1990).
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