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Resumen

La biosintesis del molibdocofactor, MoCo, en Escherichia coli requiere productos codificados por los genes mol (moa,
mob, mod, moe, mog, MolR) y es insensible a los factores fisiol6gicos que inducen la biosintesis de la molibdoenzima
NRA. En € presente trabgjo se construyd una fusién de operdn estabilizada moa::lac y se estudiaron los efectos de
diferentes factores fisiologicos sobre su expresiéon transcripcional, en un medio sintético, estimando la biosintesis
acumulativa de la bGal. En cultivos de fase estacionaria prolongada, la expresion de la fusion present6 el patrén de
regulacion siguiente: i. Ocurrid aln en ausencia de algun inductor exdgeno y fue relativamente insensible a los controles
gue regulan lainduccion de la NRA; ii. Incrementd bajo condiciones aerdbicas frente a las anaerdbicas; iii. Incrementd
con casaminoécidos en anaerobiosis, pero disminuyd en aerobiosis; iv. Disminuy6 por crecimiento con glucosa. En las
cinéticas de expresion, se observo que un cultivo creciendo constantemente en aerobiosis mostré un patron bifasico de
induccion y los niveles incrementaron durante la fase exponencial, parecido a la biosintesis del MoCo; ademés se
confirmaron los efectos moduladores, mediados por la glucosa, las condiciones de aeracion y la edad del cultivo. Se
propone la necesidad de circuitos de control acoplados para un balance adecuado entre la expresion del operon moay la
biosintesis del MoCo.
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Abstract

Physiological control in afusion moa:: lac of Escherichia coli K12: Expression kinetics under different growth
conditions.

The MoCo molybdocofactor biosynthesis in Escherichia coli requires products encoded by the mol genes (moa, mob,
mod, moe, molR) and is insensitive to the physiological factors which induce the molibdoenzyme NRA biosynthesis. In
the present work, it was constructed a stabilized moa: : |ac operon fusion, and the effects of physiological factors different
on its transcriptional expression were studied in a synthetic media, estimating the RGa accumulative biosynthesis. In
cultures of prolonged stationary phase, the fusion expression showed the regulation pattern as follow: i. Occurred without
any possible hexogen inductor and was relatively insensitive to the controls which regulate the NRA induction; ii.
Increased under aerobic versus anaerobic conditions; iii. Increased with casaminoacids in anaerobiosis, but decreased in
aerobiosis; iv. Decreased by growing with glucose in the expression kinetics, it was observed that a culture constantly
growing in aerobics showed an induction biphasic pattern and the levels increased during the exponential phase, similar
to the MoCo hiosynthesis; in addition, the modulator effects mediate by glucose, the aeration conditions and the culture
age were confirmed. The need of coupled control circuits for an adequate balance between the moa operon expression
and the MoCo hiosynthesis is proposed.
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INTRODUCCION

La reduccion anaerdbica del nitrato es una de las vias
respiratorias aternativas que son inducibles en
Escherichia coli. la Nitrato Reductasa A (NRA) es la
enzima terminal de la cadena respiratoria FDH-N-NRA
(Ruiz-Herrera and DeMoss 1969, Ingledew and Poole
1984, Stewart 1988, 1993); mutantes defectivos (Nit™)
pueden seleccionarse por resistencia a clorato (Chi)
(Piéchaud et al. 1969).

Los genes nar (originamente Ilamados chlC) (Puig and
Azoulay 1967, Shanmugan et al. 1992) participan en la
biosintesis de la apomolibdoenzima NRA (operon
narGHJI ) (Bonnefoy-Orth et al. 1981, Sodergren and
DeMoss 1988, Stewart 1988) y su control
transcripcional (operén narXL), excepto € gen narkK
(Bonnefoy-Orth et al. 1981, Edwards et al. 1983,
Sodergren and DeMoss 1988, Stewart 1988, 1993). Los
genes mol, que incluyen moa, mob, mod, moe y mog
(originamente llamados chlA, chiB, chlD, chlE, chlG,
respectivamente) (Puig and Azoulay 1967, Shanmugan
et al. 1992), ademas de molR (Lee et al. 1990),
determinan la biosintesis y/o procesamiento de un
molibdocofactor (MoCo = complego molibdopterina
molibdato) requerido en la activacion de la apoNRA
(Amy and Rajagopalan 1979, Giordano et al. 1990,
Johnson et al. 1984) y de otras apomolibdoenzimas
bacterianas (Stewart 1988); la mayoria de los genes mol
Se encuentran organizados en operones (Shanmugan et
al. 1992, Maupin-Furlow et al. 1995, Iobbi-Nivol et al.
1995).

Evidencias formal es acerca de los controles que regulan
la expresion de los genes arriba mencionados, estén
siendo aportadas mediante estudios con fusiones lac. El
operén narGHJI es inducido por nitrato reprimido por
oxigeno y sensible a los niveles intracelulares de
molibdato (Ruiz-Herrera and Salas-Vargas 1976,
Fimmel and Haddock 1979, Giordano et al. 1980,
Chippaux et al. 1981, Stewart 1988, 1993). El operon
mod(ABCD) Shanmugan et al. 1992, Maupin-Furlow et
al. 1995, Rosentel et al. 1995) es controlado por nitrato,
pero insensible a la represion por oxigeno (Miller et al.
1987); se expresa constitutivamente a muy bajo nivel
(Maupin-Furlow et al. 1995), es sensible a la represion
por e molibdato (Miller et al. 1987) y los productos
Mod, pero insensible al efecto de mutaciones en
cualquiera de los genes moa, mob y moe (Rosentel et al.
1995). En contraste, el operén mob(AB) se expresa a
muy bajo nivel, en aerobiosis y anaerobiosis, siendo
ademas insensible a control por nitrato, tungstato y
molibdato, y al efecto de mutaciones en cualquiera de
los genesmoa, mob, mod, moey mog (lobbi-Nivol et al.

1995); & operén moe(AB) (Shanmugan et al. 1992)
tambi én es insensible a los mismos factores fisiol 6gicos
(Pascal and Chippaux 1982). Estos dos ultimos
operones mol estén regulados de manera similar que la
biosintesis del MoCo, estimada mediante ensayos donde
mutaciones nit-1 de Neurospora crassa Sson
complementadas in vitro utilizando preparaciones de E.
coli (Amy 1981); la biosintesis aerdbica de este cofactor
alcanza los niveles maximos en la mitad de la fase
exponencia del cultivo, para luego disminuir al inicio
de la estacionaria (Miller and Amy 1983), y todo este
proceso transcurre independientemente de algin
inductor exdégeno.

Otros estudios con fusiones lac indicaron que la
expresion del operon moa(ABCDE) (Shanmugan et al.
1992, Rivers et al. 1993) es insensible a control por
nitrato y molibdato, pero en anaerobiosis se induce a
muy altos niveles (Baker and Boxer 1991). Esto ultimo
no es consistente con su participacion, junto con el
operén moe, en la biosintesis del MoCo (Johnson and
Rajagopalan 1987a, 1987b, PFitterle et al. 1989, Wooton
et al. 1991), pero muestra similitud con la expresion del
operén narGHJI (Chippaux and Pichinoty 1970, Ruiz-
Herrera and Salas-Vargas 1976, Fimmel and Haddock
1979, Giordano et al. 1980, Chippaux et al. 1981,
Stewart 1988, 1993). Ta discrepancia, entre la
regulacion de la biosintesis del MoCo y la expresion
transcripcional del operon moa(ABCDE), plantea la
necesidad de redizar estudios mas detalados que
permitan dilucidar los circuitos de control que ali
participan.

El presente trabajo describe por primera vez un estudio
de regulacion de los genes mol, basado en cinéticas de
expresion transcripcional.  Clones ChI®  obtenidos
previamente (Ortegade L. 1982) por mutagénesis con €l
fago Mudl(lac,ap®) se caracterizaron para luego
construir nuevas cepas conteniendo una fusion de
operon Unica y estabilizada moa::lac, cuya presencia
fue confirmada mediante ensayos fenotipicos Yy
activacion en trans. La cepa denominada OM86 se
utilizé para estudiar la regulacion fisiologica en un
medio de cultivo sintético, estimando la biosintesis
acumulativa de RGal (codificada por e gen lacZ
fusionado), en la fase estacionaria prolongada y a lo
largo del tiempo de cultivo.

METODOLOGIA

1. Cepas utilizadas. Las cepas de E. coli K12, fagosy
plasmidos se describen en la Tabla 1.
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2. medios de cultivo. El medio sintético contenia (g/l):
KH2PO4 598, KzHPO4 . 3Hzo 1018, N8@H5CGO7 .
2H,0 1.12; MgSO, . 6H,0O 0.31; (NH4):SO, 2.0. La
composicion de otros medios de cultivo esté descrita por
Miller (1972). Cuando se indico6 e medio fue suplido
con aguno de los siguientes compuestos: KNO3 (Nit)
0.1 nM; NaN; (Azi) 10 nM, K,MO, (Mob) 1 nM,
KCIO3 (Chl) 16 nM, casaminoé&cidos libres de vitaminas
(Cas) 2 mg/ml; fumarato de sodio (Fum) 40nM y 5
bromo-4-cloro-3 indolil-R-D-galactésido (X-Ga) 20
mg/ml; la ampicilina (Ap) 0.05 mg/ml y & 2,3,5 trifenil
tetrazolio cloruro (TTC) 0.1 mg/ml. La galactosa (Gal),
lactosa (Lac), glucosa (Glu) o glicerol (Gli) se utilizaron
a las concentraciones finales de 2 mg/ml y 1 mg/ml en
cultivos anaerébicos (Ana) y aerébicos (Aer),
respectivamente.

Tabla 1. Cepas de bacterias, fagos y plédsmidos.

Cata Gmnotipe o fenatipa Procedsncls o
salavants rafarancle

PoEY A fee=prod A (his-gnd) Celecoltn Lab. 0BG
ErrA

M1 8 | lap-prof  gals 1T ler
Filasl™ ¥ pro

(PETEE. lau lacl galT bio rpek Caleccide Lab. OEG

[ ciHal D pmoac:lea)HAZS Eate trabaio
Gal® Hit~ Gas™
Lac® astabllizsds Ap®

Rerivadon Hodr® Chi® AGR T® da lm PCDO

a1y o Gan™ Lac? EaLe trabsio
HREE moa: tHudl Hit” Gan® Las™ Este trabajo
HAZu mont sHudl HIET Gan™ Les Eate trabaic

Fagen y pldnmddo

Hu Colescoién Lab. OBG
il Cnlecelfn Lab, ORE
Flge Colwcsién Lab. OFG

PETEIO P9 APl con 4.8 Ko 5. H. Hintam
da @oarABUDE M peca

Todas las cepas bacterianas son F-, excepto la CSH41.
OEG: Laboratorio de Organizacién y Expresion del
Gen.

3. Condiciones de crecimiento. La temperatura de
incubacion fue de 30° C. Los cultivos fueron preparados
diluyendo en medio fresco, inéculos precultivados una
noche. Los cultivos anaerdbicos (Ana) crecieron en
tubos totalmente llenos con e medio, y sin agitacion;
cuando fue requerido, la anaerobiosis estricta se realizo
bajo atmdsfera de hidrogeno y didxido de carbono
utilizando e sistema Gas-Pack. Los cultivos aerdbicos
(Aer) se crecieron en fiolas conicas de 250 ml
conteniendo 10 ml de medio y con agitacion vigorosa.
Se ensayaron las siguientes combinaciones. Aer-Aer,
precultivos y cultivos Aer; AnaAna, precultivos y
cultivos Ana; Aer-Ana, precultivos Aer y cultivos Ang;
AnaAer, precultivos Ana y cultivos Aer. En los
cultivos de fase estacionaria prolongada Aer-Aer, €
precultivo fue diluido hasta 10° en e medio y los
valores Aep acanzados después de una noche de
crecimiento variaron de 0.8 a 1.2; en los AnaAna, se

diluy6 hasta 10*y variaron de 0.1 a0.3. En las cinéticas
aerobicas Aer-Aer, € precultivo se diluy6 hasta el valor
inicid Ago de 0.2; en las AnaAer y Aer-Ana fue
cercano a0.1.

4. Métodos de aislamiento y ensayos fenotipicos.
Resistencia al clorato (fenotipo Chlf). Se modifico el
método descrito (Piéchaud et al. 1969) y la capacidad de
crecer en anaerobiosis estricta con clorato fue ensayada
sembrando en superficie o por rayado en cajas de agar
nutritivo (Ortega de L. 1982). Coloracion en el medio
TNC (fenotipo TNC"). Se modificé el método descrito
(Fimmel and Haddock 1979) y los mutantes Nit" en
cualquiera de los genes nar o mol fueron distinguidos
por formar colonias rojas durante el crecimiento en
cgas de medio semisintético suplementado con
tetrazolio, nitrato y casaminoacidos (Ortegade L. 1982).
Reduccion fisiologica del nitrato (fenotipo Nit*). Se
verificd en cultivos anaerébicos de una noche, por
coloracion con € reactivo de nitritos (Piéchaud et al.
1969, Chippaux et al. 1981). Reversién fenotipica por
molibdato. Se verificd la acumulacion de nitritos, pero
utilizando un medio de cultivo suplementado con 10> M
de molibdeno /Glacer and DeMoss 1971). Liberacion de
Gas (fenotipo Gast). se verificoO la aparicion de
burbujas en tubos durham (Puig et al. 1969), generadas
por crecimiento fermentativo de una noche. Reduccion
fisiologica del fumarato (fenotipo frd"). Se ensay6 en
cagjas de medio sintético, por crecimiento a expensas de
glicerol y fumarato como aceptor final de electrones
(Lambden and Guest 1976). Requerimientos
nutricionales y presencia de fusiones lac. Se utilizaron
metodologias descritas por Miller (1972); las fusiones
fueron verificadas mediante | adquisicion simultanea de
los fenotipos ApR, Ts', ImmMu y Lac" (Casadaban and
Cohen 1979).

5. Transducciones, andliss de ligamiento vy
determinacion de fusiones gendmicas. Siguiendo las
metodologias descritas por Miller (1972), cepas
bacterianas Gal® Nit~Gas fueron utilizadas como
donantes para preparar lisados del fago Pi los cuales
se usaron en la obtencion de clones transductantes
independientes Gal*, aislados en medio diferencial. Esos
clones fueron purificados y sometidos a los ensayos
correspondientes  (aparte  4), para determinar la
cotransferencia del fenotipo pleiotrépico Nit" Gas™. El
grado de ligamiento fue expresado como porcentaje de
Ga" Nit~ Gas ™~ con respecto a total Gal* ensayados. La
presencia de una fusién de operdn en la cepa donante
fue presumida cuando el 100% de los transductantes
Ga® Nit~ Gas™~ adquiri6 €l fenotipo Lac”, y todos los
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Ga™ Nit" Gas™ continuaron siendo Lac™. Transductantes
con una fusion Unica y estabilizada se aislaron como
clones termotol erantes espontaneos (Wanner et al. 1981,
Griffiths and Cole 1987) Ga* Nit~ Gas~ que sblo
conservaban € cardcter Lac™ conferido por el fago
Mudl. A partir de ellos se obtuvieron células curadas del
F’, empleando naranja de acriding, las cuales fueron
identificadas por la pérdida simultanea de los caracteres
Pro*y sensibilidad del fago M13, ambos conferidos por
e F(Miller 1972).

6. Construccion de mer odiploides heter ocigotas para
el oper6on moa’. La cepa receptora de interés fue
transformada con e plasmido pSIJE100 (Rivers et al.
1993), segin metodologia descrita (Saambrook et al.
1989). Clones independientes Ap® Nit" fueron
seleccionados en e medio TNC suplementado con
ampicilina, y una vez purificados se verificd la
restauracion de los fenotipos Nit™ Gas'; e plasmido fue
extraido por lisis acalinay su presencia fisica detectada
en geles de agarosa (Saambrook et al. 1989).

7. Ensayos enziméticos. Actividad bGalactosidasa
(bGal). Se utilizaron células provenientes de cultivos
crecidos en medio sintético. Volumenes constantes de
0.25 ml se retiraron de cada cultivo, sometidos a
tratamiento con cloranfenicol (CAM) a una
concentracion final de 25 ng/ml y conservados en frio.
Siguiendo la metodol ogia descrita por Miller (1972), las
células se permeabilizaron con tolueno y se estimé
espectrofotométricamente la hidrélisis del o-nitrofenol-
b-D-galactopiranésido (ONPG); los vaores se
expresaron como Unidades Miller y fueron
reproducibles en a menos tres experimentos
independientes, con un porcentaje de desviacién cercano
a 10. Actividad Bencil Viol6égeno Nitrato Reductasa
(BV-NR). Se ensay0 electrofotométricamente en células
enteras utilizando BV reducido como donador artificial
de electrones (Ruiz-Herrera and Demos 1969, Jonson et
al. 1984) y bajo atmdsfera de nitrégeno. Una unidad de
NR es la cantidad de enzima que cataliza la produccién
de 1 nmol de nitrito min—* mg— de proteina (Blasco et
al. 1982). Las proteinas fueron estimadas
espectrof otométricamente (Lowry et al. 1951).

RESULTADOS

Identificacion de fusiones moa::lac.

Mutantes ChI® Ap® Nit~ de E. Coli inducidos por
mutagénesis bioldgica de la cepa PC90 con e fago
Mudl(Mu-lgs, 1acOZYA, In3)® se seleccionaron

previamente (Ortega de L. 1982) para obtener nuevas
cepas  bacterianas  conteniendo  una  fusion
transcripcional moa::lac. Era de esperar que esos
mutantes fuesen termolabiles (Casadaban and Cohen
1979), pleiotrépicamente Nit™ Gas~ (Puig et al. 1969) y
no respondiesen ala reversion fenotipica por molibdato
(Glaser and Demos 1971); ademas, s los genes lac
portados por el genoma viral se integraron en & sentido
de transcripcion del oper6bn moa, los mutantes
manifestarian  adicionamente & fenotipo Lac’
(Casadaban and Cohen 1979).

La resistencia a clorato (Piéchaud et al.1969) es €
método de seleccion més utilizado porque permite
recuperar un ato porcentaje de mutaciones pleiotropicas
gue mapean en el operén moa (Puig et al. 1969, Case
1970, Glaser and Demos 1972, Lee et al. 1990, Ortega
de L. 1982). Un centenar de clones independientes ChI®
ApR Nit—, identificados como MA, se caracterizaron
aplicando criterios fisiologicos conaocidos.
Efectivamente, un 98% resulté Nit™ Gas™ y en su
mayoria (90%) no revirtieron con molibdato; todos ellos
conservaron €l fenotipo Frd® (Lambden and Guest
1976), descartando que el efecto pleiotropico fuese
ocasionado por una mutacion en el gen inr (Spiro and
Guest 1990). La adquisicion del fenotipo Lac™ se ensayd
en medios solidos (sintéticos y diferenciales) y por
coloracion azul en presencia de Xgal. S6lo un 10%
manifestd llevar una fusion transcripcional, porque
ademés habian adquirido los fenotipos ImmMu y Ts'
conferidos por la presencia del profago Mudl
(Casadaban and Cohen 1979); las fusiones se
expresaron indistintamente de la presencia del nitrato y
las condiciones de seracion. El fenotipo Nit~ fue
confirmado por la pérdida de actividad BV -NRA.

Construccion de cepas con una fusion moa::lac
estabilizada.

El oper6n moa esta localizado en e minuto 17.8 del
cromosomade E. coli K12 (Riverset al. 1993) y al igua
gue los operones mod y moe, puede sercotransferido con
la region gal (Bachman 1990). Mutaciones en
cualquiera de ellos se localizan claramente segin los
valores de ligamiento (Puig and Azoulay 1967,
Venables and Guest 1968, Puig et al. 1969, Glaser and
Demos 1972, Venables 1972, Dagert and Puig 1976,
Stewart 1988), ademés sblo las que ocurren en mod
revierten fenotipicamente con molibdato (Glaser and
Demos 1971). En un andlisis preliminar, tres clones Nit™
Gas~ Lac” identificados como MA17, MA25 y MA30
Se cruzaron con la cepa receptora LCB413. Un centenar
de transductantes independientes Gal™ se ensayaron en
cada cruce, obteniéndose valores de ligamiento cercanos
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a 20% (MA25), 28% (MA30) y 32% (MAL17). Esos
valores caen dentro del rango (20%), que es consistente
con una mutacion en el oper6n moa; ademas, la
totalidad de los Gal* Nit™ Gas~ ensayados adquirieron
el fenotipo Bio®, indicando que la mutacion esta
localizada a la derecha de la region gal (Puig et al.
1969, Bachman 1990, Shanmugan et al. 1992). Vaores
de ligamiento muy similares a los anteriores fueron
luego obtenidos con la cepa receptora CSH41 ( lac);
de cien clones independientes Gal™ ensayados solo los
Nit~ Gas~ recibieron € carécter Lac’, mostrando que
las tres cepas donantes analizadas contienen una fusién
transcripcional moa::lac.

El proceso de transduccidén permite construir cepas
conteniendo fusiones Unicas, a reducir la posibilidad de
cotransferir simultaneamente mas de una fusion que
pudiera estar contenida en la cepa donante.
Transductantes Gal* Nit™ Gas~ Lac” (cruce MA25 x
CSHA41), termotolerantes espontaneos, manifestaron las
caracteristicas de wuna fusion Unica y ademas
estabilizada: habian perdido los fenotipos ImmMu y
Ap® junto con e Ts" (Griffiths and Cole 1987),
presumiblemente por una deleccién en el extremo ¢
terminal del genoma viral (Wanner et al. 1981). La
presencia de ese tipo de fusion fue confirmada en el
cléon OM86 (Tabla 1), usando los derivados
merodiploides heterocigotos construidos a transferirle
el plésmido pSIE100moa’ (Rivers et al. 1993). De
cincuenta  transformantes  independientes ~ Ap~®
ensayados, todos mostraron €l fenotipo restaurado Nit*
Gas" y continuaron siendo Lac” termotolerantes; dicha
restauracion es atribuible a la activacion en trans
mediada por el operén moa’ del plasmido, cuya
presencia fisica fue confirmada en geles agarosa.

La localizacién gendémica de la fusiéon fue confirmada
por tratamiento con naranja acridina, obteniéndose
derivados que se habian curado del factor F residente, y
aln conservaban |os fenotipos conferidos por la fusion
moa::lac. La localizacién precisa de esta fusién en uno
de los cinco cistrones que conforman el oper6n moa
(Rivers et al. 1993) no fue objeto de andisis en este
trabajo.

Expresion de la fusion moa::lac en cultivos de fase
estacionaria prolongada.

La regulacion del promotor moa en € nivel
transcripcional se estudio en la cepa OM86 que por
contener una fusién Unica y estabilizada moa::lac,
reduce la posbilidad de que se generen fusiones
secundarias (Wanner et al. 1981, Griffiths and Cole
1987). Los efectos mediados por diferentes condiciones

de cultivo, incluyendo las que controlan la expresion de
los operones narGHIJ y mod, fueron valorados en
cultivos de fase estacionaria prolongada (una noche de
crecimiento) estimando la biosintesis acumulativa de la
bGal codificada por el gen lacZ fusionado.

La fusion moa::lac se expresd bgo las distintas
condiciones ensayadas (Tabla 2) y no parecié depender
de algun factor exégeno o fisioldgico. No obstante, se
observo una diferencia en los niveles acumulativos
alcanzados, con respecto a control crecido con
galactosa, asi vale destacar |o siguiente: i. En aerobiosis,
los valores fueron inferiores por efecto de la glucosa
(25%) O de los casaminoacidos (33%), pero
incrementaron con molibdato, azida y nitrato (12-19%);
ii. En anaerobiosis, los valores fueron inferiores por
efecto de la glucosa (27%), pero incrementaron en
forma parcial con clorato (31%) y marcadamente con
casaminoacidos (121%). Con respecto a valor relativo
de la expresion aerdbica frente a la anaerdbica, fue
mayor a la unidad, indicando que las condiciones
aerobicas favorecen la expresion; sin embargo, un
efecto inverso se observd en presencia de los
casaminoacidos, pero su explicacion aln se desconoce.

Tabla2. Expresion transcripciona de lafusion moa::lac
en cultivos crecidos bajo diferentes condiciones.

Tratamienta® Unldedes Hiller pGal® X Bfecto® Variacidn®
expreaién

Aer—Aer Ana-Ana har-Aor Anr-Ana amrdbica

GalHlt 260 126 (5] -3 Z,0

Gmlhzl 250 130 14 (4] 1.8

GalHob 248 140 1= 5] 1.8

Gailnd 2158 170

Giw 165 a5 -2b =27 1.7

Lty Z156 130 -2 4] 1.7

Lawciias 14% =g =33 121 0.5

Gnal 218 L3 o u 1.7

a Dos precultivos crecidos con Gal se diluyeron en
medio sintético fresco para preparar cultivos paralelos
Aer-Aer y AnaAna, respectivamente, que crecieron
bajo las condiciones indicadas; e cultivo control sélo
contiene Gal.

b: Biosintesis acumulativa de bGal (unidades Miller),
como una medida de la expresion de la fusion en
cultivos de fase estacionaria prolongada.

c. Porcentgje del efecto gercido por la condicion de
crecimiento, calculado como 100 x Unidades Miller (en
una condicion dada — control/control).

d: Variacion relativa de la expresion aerdbica, calculada
como Unidades Miller (Aer/Ana).
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Cinética de expresién de la fusion moa::lac en
repuesta a cambios transitorios de aeracion.

La expresion de la fusion moa::lac en cultivos de fase
estacionaria prolongada respondié preferencialmente a
sefiadles aerdbicas més que anaerdbicas (Tabla 2). Fue
asi de interés valorar la cinética de expresion aerdbica
(Aer-Aer) y compararla con los efectos que pudiesen
ocasionar |os cambios transitorios de aeracion (Ana-Aer
y Aer-Ana), estimando la biosintesis acumulativa de
bGal durante las primeras 5 h de cultivo.

En la cinéica Aer-Aer (Fig. 1) los niveles se
incrementaron durante e tiempo de cultivo,
observandose dos etapas de expresion aerdbica donde el
valor méximo alcanzado alas 5.0 h super6 1.5 veces a
de las 2.30 h; por e contrario, € porcentaje de
incremento fue 1.4 veces mayor en este Ultimo caso
(Tabla 3). El incremento progresivo en los niveles de
expresion aerdbica reflega un proceso de induccion
(Kepes 1969) que se ve favorecido por la edad del
cultivo, similar a la biosintesis aerébica del MoCo
(Miller and Amy 1983). El nivel méximo acanzado en
la segunda etapa de expresion disminuird después de
una noche de incubacién (Tabla 2), o cua puede ser
atribuible a los siguientes factores: i. El cultivo se
encuentra en la fase estacionaria prolongada, lo cual esta4
a favor del posible efecto mediado por la edad del
cultivo; y ii. La disponibilidad de oxigeno es limitante,
debido a incremento celular acumulado durante una
noche, y esa condicion desfavorece la expresion.

Por el contrario, en la cinética AnaAer (Fig. 1) se
observd un pequefio pico de incremento maximo del
67%. En este caso, cuando las bacterias fueron
precultivadas en anaerobiosis, € nivel maximo de
expresion  aerébica también  fue  acanzado
tempranamente a las 2.30 h del tiempo de cultivo y los
niveles maximos alcanzados mostraron similitud; sin
embargo, e porcentgje de incremento fue 1.3 veces
inferior a de la cinética Aer-Aer (Tabla 3) y € nivel
maximo estuvo precedido y seguido por una
disminuciéon progresiva de los valores acumulativos,
indicando que durante ese tiempo la expresion de la
fusion estuvo reducida a una velocidad inferior al
crecimiento del cultivo (Unidades Miller = Unidades
Totales/A600).

Con respecto a la cinética Aer-ANA, los niveles de
expresion anaerdbica presentaron variaciones similares
a fluctuaciones ciclicas, con un primer incremento a1 h
del tiempo de cultivo, seguido por dos picos de
expresion distribuidos a las 23° h y 430 h
respectivamente, 'y cuyos vaores maximos
disminuyeron en forma progresiva (Fig. 1); sin
embargo,

Tabla 3. Variacion porcentual en la expresion maxima
de lafusién moa::lac, durante el tiempo de cultivo.

Tabla 3. Variacion porcentual en la expresion maxima
de la fusion moa: foc, durante el tiempo de cultivo.
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Fig. 1. Efectos gjercidos por cambios transitorios en las
condiciones de aeracion sobre la expresion de la fusion
moa: :lac. Precultivos crecidos con Gal se diluyeron en
medio sintético fresco para permitir € crecimiento bajo
nuevas condiciones de aeracion. Tres cinéticas paraelas
se iniciaron, por adicion de Gal: Aer-Aer (), Ana-Aer
(*) y Ae-Ana (X). A intervalos de tiempo
predeterminados, se cuantificaron el crecimiento celular
(Ae) Y la biosintesis acumulativa de bGa (Unidades
Miller).

el porcentaje de incremento méximo en |os tres casos no
mostro diferencias apreciables, ademas resultoé similar al
observado en las cinéticas Aer-Aer (5.0 h) y AnaAer
(2.30) (Tabla 3). La disminucién en los niveles
maximos de expresion anaerdbica podria atribuirse ala
adaptacion progresiva de las céulas, desde las
condiciones aerdbicas (precultivo) hacialas anaerdbicas
de crecimiento; esto ademés es consistente con los
menores niveles observados en |os cultivos anaerdbicos
de fase estacionaria prolongada frente a los aerdbicos
(Tabla 2).
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Efecto de la glucosa sobre la cinética de expresion
aer 6bica dela fusion moa::lac.

Por cuanto la expresion de lafusion, en cultivos de fase
estacionaria prolongada, se mostr6 sensible a la
represion catabdlica, fue de interés evidenciar si ademas
responde a la represién transitoria mediada por glucosa
(Kepes 1969, Alberts et al. 1983). Se redizd un
experimento de cinética Aer-Aer, donde células
precultivadas con Gal fueron ahora crecidas con Glu y
la expresion aerdbica de lafusidn se valord estimando la
biosintesis acumulativa de bGa durante las primeras
cinco horas de cultivo.

Fue posible observar una disminucién progresiva en |os
niveles de expresion aerébica (Fig. 2) seguida por una
fase de expresion maxima que comenzd tardiamente
alrededor delas 3 h del tiempo de cultivo (Aggo de 0.58),
para luego incrementar en 52% alas 5.00 horas (Tabla
3).

ag 452
"_I;II.__ —_—
LR |

|
4
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A Y U R R A g
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Fig. 2. Efecto de la represion transitoria por glucosa
sobre la cinética de expresion aerdbica de la fusidn
moa::lac. Un precultivo aerdbico crecido con Gal se
diluy6 en medio sintético fresco para permitir el
crecimiento bajo las mismas condiciones de aeracion.
Una cinética Aer-Aer seinicio por adiciéon de Glu ( ) a
la concentracion final de 1 mg/ml. A intervalos de
tiempo predeterminados, se cuantificaron el crecimiento
celular (Asn) Y la biosintesis acumulativa de bGa
(unidades Miller).

Como curva control () se incluyeron los valores del
cultivo Aer-Aer creciendo con Gal (Fig. 1).

Comparando con el cultivo control Aer-Aer que se
mantuvo creciendo a expensas de Gal, se observo
claramente que el crecimiento con Glu fue superior alo
largo del tiempo y conllevé a una reduccidn progresiva
en la expresion aerdbica de la fusién. El control
negativo mediado por la glucosa fue transitorio, ya que

la expresion comenzO a incrementar en una etapa
avanzada del crecimiento exponencial; esta transicion
puede ser atribuible a una disminucion en la
disponibilidad de dicho azlicar durante el crecimiento,
ya que el efecto represivo fue reproducible cuando se
adiciono glucosa a inicio de la fase estacionaria (datos
no presentados). El nivel maximo de expresion, por
crecimiento con Glu fue 1.6 veces menor que con Gal a
las 5 h de cultivo; sin embargo, €l porcentgje de
incremento resulté similar en ambos casos (Tabla 3).

DISCUSION

En E. coli K12, los genes mol (moa, mob, mod, moe,
mog) (Shanmugan et al. 1992) participan en la
biosintesis de un molibdocofactor, MoCo, requerido
para la activacién de diferentes molibdoenzimas y una
deelaseslaNRA (Stewart 1988).

En este trabajo se construyé una cepa bacteriana, la
OM86, que presenta una fusién de operdn Unica y
estabilizada moa::lac, con el propésito de estudiar los
factores de control fisiolégico que actlan sobre la
regulacion transcripcional del operén moa.

Pudo observarse que en los cultivos de fase estacionaria
prolongada, la expresion de la fusion moa::lac bajo
estudio no pareci6 depender de agun inductor
fisiologico exdgeno ni fue susceptible a un efecto
negativo mediado por la aerobiosis, mostrando similitud
con la regulacion de la biosintesis del MoCo (Amy
11981, Miller and Amy 1983), pero no asi con la
molibdoenzima NRA (Ruiz-Herrera and Salas-Vargas
1976, Fimmel and Haddock 1979, Giordano et al. 1980,
Chippaux et al. 1981, Stewart 1988, 1993). Dado que
los productos Moa participan en la biosintesis de la
molibdopterina (MPT) del MoCo (Johnson and
Rajagopalan 1987ay 1987b, Wooton et al. 1991), estos
resultados son consistentes con la presencia de la fusion
deseada. Ademés, se observd que la expresion de la
fusion es parcialmente sensible a la represion por
glucosa y variablemente afectada por la presencia de
casaminoacidos, dependiendo de las condiciones de
aeracion; ningun estudio sobre |os efectos mediados por
esos dos factores se habia reportado con anterioridad.
Se realizaron cinéticas de expresion por crecimiento con
Gal, y se estudio €l posible efecto gercido por los
cambios transitorios en las condiciones de aeracion.
Comparando las cinéticas Aer-Aer, AnaAer y Aer-Ana
(Fig. 1) fue posible observar que la expresion de la
fusion moa::lac bajo estudio mostré un patron de
induccion gque parecia transcurrir en forma periédica, y
presentaba més de una etapa de expresion alo largo del
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tiempo de cultivo, las cuaes coincidian en las tres
cinéticas, pero diferian particularmente segin los
cambios transitorios de seracion; dichas etapas de
expresion son las siguientes. i. Inmediatamente
temprana (0-2 h), que sOlo mostré un incremento
maximo apreciable en la cinética Ana-Aer; ii. Temprana
(2-3.3 h), con incremento méxima en todas las cinéticas,
pero la induccién fue favorecida en células mantenidas
bajo condiciones aerdbicas de crecimiento Aer-Aer; iii.
Tardia (3.3-5 h), slo mostré incremento méximo en
Aer-Aery Aer-Ana.

Tal comportamiento en la expresion de la fusién
moa::lac mostré similitud con procesos que transcurren
con oscilaciones biolégicas donde pudiesen participar
mas de dos fendmenos distintos en respuesta al estado
metabdlico de las células segin las condiciones de
aeracion (Sanwall 1970, Smith and Neidhart 1983). Los
controles de oscilacion pueden ser mediados por pocas
enzimas, las cuales en principio podrian proveer un reloj
interno que le permite a una célula "medir el tiempo" v,
por eiemplo, realizar ciertas funciones a intervalos fijos
(Alberts et al. 1983).

De esa manera, la ocurrencia de oscilaciones biol 6gicas
durante la expresion de la fusion moa::lac, estéd
indicando la participacion de controles fisioldgicos
internos relacionados con la funcion de los genes mol.
Dado que la accion génica del operdn moa es requerida
para la biosintesis de la MPT, uno de los precursores
iniciales en la ruta biosintética del MoCo (Johnson and
Rajagopalan 1987a y 1987b, Wooton et al. 1991),
dichas oscilaciones podrian representar un mecanismo
muy eficiente para las bacterias, a permitirle controlar
tempranamente dicho proceso frente a la demanda del
metabolismo celular, y en asociacion con otros factores
como la edad del cultivo, lavelocidad del crecimiento y
las condiciones de aeracion.

la biosintesis aerébicas del MoCo (Miller and Amy
1983) y la induccion anaerdbica de la molibdoenzima
NRA (Chippaux and Pichinoty 1970, Fimmel and
Haddock 1979, Giordano et al. 1980), también son
procesos con dos fases que difieren entre si con respecto
a su eficiencia, pero ellos no estan sometidos a las
mismas sefidles de control. Estos hechos, junto a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, estén afavor
de la participacion de circuitos de control mdiltiple sobre
la expresion del operén moa. El papel negativo del
MoCo fue evidenciado previamente sobre la expresion
transcripcional de este operon (Baker and Boxer 1991).
Por ultimo, se estudio € efecto de la glucosa sobre la
cinética de expresion aerébica de la fusion moa::lac
(Fig. 2). Los resultados indicaron que, ademéas de la
represion catabdlica observada en los cultivos de fase

estacionaria prolongada, la expresion de la fusion fue
sensible ala represion transitoria durante €l crecimiento
exponencial. Dado que los productos Moa participan en
la biosintesis de la MPT del MoCo (Johnson and
Rajagopalan 1987a y1987b, Wooton et al. 1991), estos
resultados permiten sugerir que dicho proceso es
sensible alarepresién por glucosa.

En los estudios aqui realizados, los nivees de expresion
siempre disminuyeron parcialmente cuando los cultivos
se encontraban en la fase estacionaria prolongada (Tabla
2). Estos resultados son consistentes con que la edad del

cultivo y la limitacién en la disponibilidad de oxigeno

debido a incremento celular, son factores que actlian

modulando la expresién de la fusién.
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