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Introduccién. En los organismos, la respuesta a
cambios ambientales, es coordinada a través de la
regulacion transcripcional, primordialmente al inicio ésta y
esta mediada cominmente por proteinas reguladoras, ya
sea para inhibirla o favorecerla, de acuerdo a las
necesidades metabdlicas de la célula (1). En el CEIB-
UAEM, se aisl6 el gen mpc (Catabolism of Metil
Parathion), ubicado en el cromosoma de Enterobacter
sp., aislada de un consorcio bacteriano de suelos
agricolas contaminados con plaguicidas
organofosforados. El gen mpc codifica para una proteina
hipotética “Hidrolasa dependiente de metal” (HDM), con
capacidad de hidrolizar al plaguicida Paration Metilico
(PM), cuenta con un promotor tipico de E. coli reconocido
por el factor sigma 70 y presenta secuencias consenso
para la union de proteinas reguladoras del catabolismo
CRP y CpxR (2).

Obijetivo: Determinar si el gen mpc esta regulado por
proteinas CRP, CpxR y la capacidad de hidrolizar al
plaguicida PM.

Metodologia. Se realiz6 una fusiéon transcripcional al
amplificar el gen mpc con los oligos mpcFW 5
GGAATTCATCATTCGCGCACCAGAATAC-3" y mpcRV
5-GCCTCGAGCTCCGGTAAAATGAAG-3 con los sitios
de resctriccion EcoRl/ Xhol, respectivamente. El gen mpc
se ligb en el vector pBBR1GUS(53) (mpc5). Para
determinar que el gen mpc esta siendo regulado por
proteinas CRP y CpxR, se transformé la cepa E. Coli
(JW5702) Crp-, E. Coli (JW3883) CpxR-, la cepa silvestre
con la fusién transcripcional mpc5. Se determind la
Actividad Especifica (AE) del gen reportero de la B-
glucuronidasa. Se llevé a cabo una cinética de
crecimiento, para determinar la fase diauxica de la cepa
de Enterobacter sp., en MM (Medio Mineral) con PM a 25
mg/L a 30° C. Se determiné la AE de la HDM de la cepa
de Enterobacter sp., crecida en MM con PM a 25 mg/L a
30° C, en diferentes tiempos.

Resultados y discusion. Los datos de B-glucuronidasa
sugieren fuertemente que el gen mpc estd siendo regulado
negativamente por CRP y CpxR, sin embargo la expresién
de éste gen esti siendo regulado negativamente por
mecanismos mas fuertes, incluso que CRP y CpxR.

La actividad de la proteina HDM puede aumentar al
clonarla en un vector de expresion ya que se obtiene un
aumentd en la AE en la fase diaxica (Fig. 2). La cepa de
Enterobacter sp, muestra una fase diauxica
aproximadamente a las 48 horas (Fig. 1) y una AE de
0.311 £ 0.069 uM/min/mg prot. (Fig. 2).
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de la cepa de Enterobacter sp.,
mostrando la fase diauxica aproximadamente a las 48 horas.
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Fig. 2. AE (uM/min/mg prot.) a diferentes horas, apreciandose
un aumento en la actividad, en la fase diauxica.

Conclusiones. El gen mcp no estd siendo regulado
negativamente por proteinas CRP y CpxR. La cepa
Enterobacter sp., tiene fase diduxica aproximadamente a
las 48 horas. La AE sobre el PM aumenta en la fase
diauxica. Se sabe que existe interferencia transcripcional
entre promotores divergentes (3) y esta podria ser la
razén por la que el gen mpc estd siendo fuertemente
regulado.
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