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I.— 
ANj' N( 71',!)', NTE`1) 

La esencia para el mejoraíniento de las pi.antas ha sido y es la — 

seleccion y reconbinj3.cion gen4tica. 

1u, - n j<)j3 itinos 20 años es ha adicionado la mutagénesis pa
i

ra la generaci6n de nuevas variedades. 

Zgtos métodon han lyoistenido on níveloa OlOvt1,101 el, rendi — 

miento en las cosechas det3de hace j0o aFlosquín embargo ínere— — 

mentarlDe es cada vez mlíe dificil- 

Sín suma, para sobreTyasar la presion que ejercen: los cam — — 

t.ioi3 en el medio ambi ente, de predado res, en fa rmedad es Me iz-)rar la— 

ti 1 i 7— ni.tr<59, no Y aumentar la eficiencía fí- tosintéti— ici n del

ea je q, tiliza la cruza de PI!'Yllt,3Lfi- 

o en los tíltirnos afion ha er—cido CI in,ter iz-, PP. la aPlí— 

de técnioras des v > tica para resolver los pro— ene

que- representa la cruza de plantas De f i niendo a la inge

nierfa E -
1 - -

nanienética cono cu. l.luier m4todo no convencional de

p,alaci( ln gen4tica rlue
permíta la transferencía de " nes entre

plantan y ile otros organismos a
plantas. 
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Estas t4cnicas no convencionales se dividen en 2 procesos: 

I.— Molecular

2.— Celular

En el proceso imolecular e8tan íncluidos métodos que involucran — 

el uso de ADN purificado y ADN protegidos, míentras que en el — 

proceso celular se incluyen métodos que planean la transferencia— 

de organelos* cromosomas intactos y fusi6n de c4lalas. 

La exitosa introduccion de ADN a las células vegetales así — 

como efectuar con éste una modifícaci6n genética permanente es — 

un proceso altamente complejo. Para una evaluaci4n sistemática — 

puede divJdirse en 5 paisos biojulmiconi

1.— Introducci6n

titegraoi&n

3k*— leplicaciiSn
1

4.— wxpreei&n

5.— TransmisiSn

Todos eq' tof3 procesos excePto la íntegrací&n son esenciales para — 

la exitosa modiricaci&n del genoma. 
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La integraci6n de la ínformaci6n genética que se transfiere - 

al gentoma vegetal es deneable porque la estabilíza y facilita - 

su replicíici&ngt3in embargo no e, 3 un prerequísito absoluto ya - 

elulas y incluyendo vegetalesgrque numerosas c pose4n noléctilas de - 

ADN estable y funcional pero no integrado al ndeleo tanto en mito- 

condria Oomo an cloroplasto. 

1. 1- INTRODUCCION DE ADN A Tl-;JIDOS VEMI.F.,TALES

La introducci<Sn de ADN a plantas ha sido demostrado en nu - 

meronos sistemas y numerosas t4cnicas. Se acepta que el ADN ex¿ - 

geno es toma o por embriones germinados y por plántulas-( 4)( 2*7a)- 

j iestíno del ADN ínmediátamente después de su introducci6n

sin embargo es objeto de controversia varios investigadores han - i
1

reportado que el ADN exogeno aplicado no solamente es tomado - 

por las c(51alas vegetaleo ni no también es integrado a su geno - 

ma y replicado con gl.( 27&). 

otros investigadores no han observado ni. replicaci6n o - 

integraci6n - 
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dol ADN exógeno y conaluyen que ol ( lailtirlo rintil dul ADN quo rio — 

absorbe er, la degradaci3n para la sIntesis de ADN end6geno.( 4) 

La evidencia para la replícaci6n d'e ADN ex6geno esta basada— 
l 1

principalmente en experimentos de gradientes de centrifugaciSn — 

en cloraro de cesio. 

Dos * tipos principales de experimentos se han manejado, uno. — 

que se refieren a integraci0n y otros a replicaciJn. 

En los experimentos que investigan la íntegraci5niADN mar — 

cado radiactJvamente de densidad diferente que el, ADN haesped — 

es administrado a plántalas que c1nopués de un períodolel ADN to — 

tal de las plantalas o AUNI aislado de organos se aisla y se ana — 

liza 1- t4cnica mencíonada. 

Lá aL) riciJn de bandas de ADN radiactivo y de ADN donador — 

se toma como evidencia para la introducci¿n de ADN . 

La aparici6n de ADN radiactivo aproximadamente intermedias —, 

en densidad entro el ADN huesped y donador se toma como evidencia— 

de iintegraci6n del ADN, radiactivo ( donador) oon ADN no rad.iactivo— 

Ii a e's pe d

La banda de ADN con densidad intermadia es posteriormente anal¡ — 

zada por y desnituralización
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Experimentos de esta naturaleza han sido utilizados para de — 

MOSU integraci6n de ADN de Microcoecus 11<3odeikticus — 

dentrg de ADN de cebada y la Integraci6n y tranglocaci6n do, ADIN — 

de F.. coli y S. coeli.color dentro de Arabidopsis ( 4). 

Similares argumentos 3e han presentado para la integraci6n— 

de ADN de T4 dentro de pl&ntulas de M. incana W - 

Aunque la " nueva" banda de ADN de densidad intermedia en — 

estos casos fué considerablemente mAs pesada ( 1- 724 g/ Om
3) 

que

la del huesped ( 1. 698 g/ o la d,cl donador ( 1, 694 g/ em
3 ). 

1

Los experimentos de " replícaci<Sn" se han conducido de una — 

forma simílar. excepto que ADN no radiactívo ( donador) de díreren— 

te densídad que la del huesped es utílizado en un sistema al — 

cual despu4s de un periodo de metabolísmo, se lo aplica timidina — 

3H y el ADN huceped, oe' aísla y analiza en gradientos de dencídad— 

de cloruro de cesio, La aparicí&n de bandas radíactivas de densi — 

dad intormedia se toma como evidencia de replicaci6n. del comple— 

jo de ADN donado r—huesped. 

El análisis por desnaturalizaci6n y sonícaci<Sn de esta — 

fruccDSn de ADN replicado con densidad ínte rmediag indica que se— 

trata de una molécula con doble héllee que cambia a una densidad— 
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már, kItn por desnaturali7,ací&ngpero se separa en dos picos radiacti. 

V013

1- 

cou una densidad aproximadamente igual a la del ADN donador y hués- 

ped al romperla por sonicaci6n. 

Entos experimentos efectuados por Ledoax: y Huart ( 1) les lleva - 

ron a la conclusi6n de que el ADN ( donador) se unía a la w:>Iécula de - 

ADN ( hué9ped) mediarit 3 un enlace cabeza con cabeza y posteriormente — 

adquírla estructura de doble hélice. El fracaso de obtener evidencías - 

mz( s s6lidas que confirmen la íntegraci6n y replicaci6n de ADN ex&geno- 

por plantas impulsa a reexaminar el fenomeno de introducci6n de ADN - 

ex<5r,ono a plantao. 

Ai) arentemente la introducci6n de ADN ex6geno ha sido demostra - 

da en muchos casost

La introducci6n de ADn de P. aerajjinosa a plántulas de chícharo - 

y tabaco ( 2), experimento realizado por Bendich y Filner, del cual con - 

cluyeron que el ADN bacteríano parcialmente debrradado puede ser torna - 

do por las plántulas, pero no pudieron detectarlo en el n6cleo calular. 

Kado y Lurju.in ( 3) fueron incapaces de d,3t,(,-ctar la replicaci6n de

ADN de A. tumefacieno en plántulas de Pbaseolus aureas por t4cnicas - 
a

de reasociaci6tipa pesar de que la sensibilidad de - - 
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esta es más grande en varios ordenes de magnitud que la técnica - 

de grradientes de densidad de cloruro de cesíolsas resultados fue- 

ron cc,-,-. i,, ta-mente negativos* 

1, a cueriti6n de la penetraci6n de ADN ex&geno dentro de la - 

membrana nuclear o fuera de la membrana nuclear ha sido conside

rada jx>r y,-m,> cos ínvestigadorespHotta y :)",tern ( 4) observaron que

remover el ADN donador de los espacios intracolulares y de teji - 

dos vasculares es sumamente dificiloconcluyendo que el ADN bacte- 

riano puede estar presente en el citoplasma de las células y aso - 

ciarse con el nucleo unicamente durante el proceso de aíslamiento. 

En suma, la íntroducci<Sn* integrací&n y replicaci4n de ADN - 

ex6geno en plantas es un buen intento pero para lograrlo' se re - 

quieren muchos experirnentos futuros*, 

1. 2 INTRODUCCION W,' ADN, A PROTOPLASTOS. 

I,aw c4lulas vegetales quo ordinariamonto poso4n ' pared co - 

lular, cuando ésta se los elimina se les denomina protoplastos. 

Estos 41 -timos han oído empleados en una gran variedad de - 

experimgntos: Accidn de reguladores de crecimientoginvestígaciones- 
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sobre la naturaleza y fisiologfa de la inembrana celalar. bioafntesis— 

de celular. aislamiento de organeloslintrodacci6n de pro — 

tefnaO , hibridizaci6n somática ( 5) Iintecci<Sn siner6nica de pro — 

toplastos por partículas virales ( 27b). 

Reyn y Schilperoort ( 4) trabajaron con protoplastos aisla — 

dos de tabaco para tratar de diferenciar entro el ADN que peno — 

tr6 en la membrana celalar y el que simplemente qued6 adsorbido — 

en la pared celalar, aíslaron los protoplastos de célalas trata — 

das con ADN antes de aislar el ADY total de las células para — 

análisis sobre gradientos de cloruro de cesio. 



11 liní-, encontraron que una considerable cantidad de ADN que aparen- 

temente habla sido tomado por las células fae, solamente adsorbido por - 

la pared celular y eliminado durante el proceso de aislamiento de los - 

pro t plastoa. 1C! 

Protoplastos en los cuales penetro DEAE- Dei-trano fueron aislados - 

de los que el DUE- Dextrano no penetr6 y posteriormente analizadoslen- 

1

el caso de células en las que no penetr6 el DEAE- Dextranolcantidades - 

muy pequelas de ADN de A. tumefacíens de alto peso molecular fue detecta- 

do en los protoplastos. En el casolde las células en lag que penetro el- 

DEAE- Dextrano se encontr6 ADN de . 1. tamofacierio de alto peso moleculary- 

fue detectado en lor, protoplastos e'ste fue calculado y represent6 un¡ - 

camente el 0- 145% del ADN de alto peso molecular que se un¡& firmemente - 

a la pared oelular; este ADN se asami6 dentro de la célula adn cuando - 

no hicieron la diferenciací6n entre el ADN unido a la membrana celular - 

y el que realmente penetr4 la membrana, No obstante se ha visto que ma - 

cho df l ADN presumíblemente tomado por la célula veEetal se une a la - 

pared colujarllueda atrapado entre la pared celular y la membrana - 

o se t la membrana. 



No observaron inte, raci 5n del ADN ex6geno bacteriano en el ADN — 

vegetal. 

Lur,luil, Y Hotta ( 4) en experimentos similares inventie,>,iLron — 

la ruta de ADN de E. colí y M. lysode¡ kticuE; en callos de Arabidopsis

thaliana d(.., l) ues de 7 dias de incabacion en presencia de AD14

no.' Aínlaron el ADN celular -total y posteriormen-te analizado en g-ra — 
1

dientes de densidad de cloruro de cesío y por cinética de reaso — 

ciaci6n. No se detectaron secuencias de ADN bactoríano por estas — 
1

pruebar, i ri ol tejido vegetal y el dentírio d.el ADN ex4peno fi.jé la — 

degradaci5n y reatílizaci6n en lugar de la integraci6n y rrT)líc,,iciO>n. 

14
OhyamayGamborg y Míller ( 4) estudiaron la introduccí6n de C— A',)N— 

de ' F,. coli por protoplantos de Ammi visnan y encontraron una consi — 

derable cantidad ( 0. 6- 2. aA) del ADN de E. cóli fu4 tomado por los — 

protoplastos, de esta cantidad, alrededor del 20% fué precipitable con— 

ácido. Este experímento desafortunadamente sOlo cont6 oon este crite— 

rio para medir la íntroducai6n de moléculas de ADNjes bien cono — 

cido, qae requelos oligonacle6tidos pueden ser precipitablen por— 

ácíd.o tricloroacético asimismo todavSa permanece sin resolver el -,)ro— 

blema de adsorci4n contra introducci6n real de ADN ex&geno. 



Aurq1 ew> n después de la incut)ací&n fueron - 

atili'zad s en e2te la pregunta debe ser contestada - 

mío contundenteoiente, al menov con respecto a la introducci6n en - 

el ndeleoror ndeleos aiBlados de protoplastos en presencia de - 

exceso de ADE de timo de ternora ( 4). 

Otroti entudios sobre la ilitr'oducci&rl de AD.N a protoplas

tos re.,-Iliziics por Hoffmann ( 4) que eljar led ADN de Petan¡¿I hybri - 

da ron d<-,Y) Ie marea y protoplai3tos de P.. Ubr da ainladoe dell- mes& - 

filo como el" iala huésped, en estoe exp:irim 4nto2 lor, tideleoli Pue 

t
ron xviero no en m1 de ADN ) y ro tra - 

ron que con.tenlan alrededor de 0- 044,, de la radiactividad. 8wJíniw— 

trada, míentran que el ADY citoplaem&tíco conten1a 0, 00' ry> de la - 

radiactividad. 

El ADN ainlado mostryS tener el radío - 

311/ 14
e que el ADN lo que- níntegis du AD,1 - 

exollen,,) no o,, urr,i,d aunque ti -n debe, o,,lir totalínen- 

te exclufdit. E:;3tos- exper-i,iik(. ntoo sobre pro-toT- Ia, toii Je- plantas - 

son fuertemente sti& c stivo,,T m. uriiltne no prob-Oos rígurosamente. 

En ronclusi4n parece ser que la íntroducefi5n de ADN exo

geno a protoplastos ofrc--cf tal vez una mejor opórtunidad para
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íntroducir Informaci4n genética a plantas. 

Pero no hay evidencias para la Integrací-6n o replicaciin, — 

del ADN ex6geno en cflulas vegetalou. 

Igualmente( 4) hay evídencias que sugieren la probabilidad de— 

transferir genes bacterianos a células vegetales por fagOs tl àns — 

ductan-tes estos aon erpresados Tx,>r un lapso breve. 

Ciertamente no hz-ky evídencíata que índiquen que geneu extra— 

For, puedan sobrevivir en c4lulas vegetalesgla observací<Sn d j que — 

genes extraFo3 puedan ser expresados en plantas &nicamente es

por tiemix) breve pero pcir- si misma mm t; ignifJcatival-lng, ptif9 de

ayudar a elucidar los fa"ctores que, prolonguen su expreni1n y — 

eventual estabilíztxci(Stl co,110 parte del Lyo- no!na hutisped. 

1. 3 INTRODUCCIOn Dr ORGANELOS A PROTOPLASTOS Dr, PLUTAS

Recientes avances en tecliolo,, fa de protoplastos han permi — 

tído efectuar transplantes de organclos a protoplastos . Carlson— 

6) re -port -S el transplante de cloroplastos verdes normales a pro — 

plastos, de mesJfilo aislados de hojas de una v-,iríedad matante al — 

bina de Notabacamglas plantas fueron regeneradas de protoplastos — 

albinos y contenfan cloroplatitos verdes, plantas verdes
completas— 



fueron presumiblemente recobradas. 

EstOS tnibajos fueron censurados por Potrykus ( 4) que es

diando la introducolórti de cloroplaoto9 verdes a protoplastos

de petunia albina le,,ncoritr& que la íntroducciSn de eloroplastos

VOrdeu ¿',k Proto,Plastos albirios conduefa a uriíx rnez(, la t1, 1 o

conteniendo de 1- 20 claroplastoe verdes y di) SO - 100 pláutídos

blancos . 

pesar de que las plantas vio fueron re" neradas en este ex— 

perimitiitc>#Potryknn concluy4 que las células pueden dar Un úl<)w.L_ 

do nUero ( le plantas matizadas y no solamente plantas compIt3ta

mente verdes9ponteriormente sugirro que los resultados obten¡ 

dos por Car1non Re debieron a 1, i existencla de quimiSras del

RecientementeJung, y investigaron 1,a marca

ca de una planta hfbrida derivada después de la incorporacíij'n— 

de cloro p, laa tos de N. sutvegi.,unt3, en protopla,3tos de tejido blan — 

co de un mtttatitk- albirio en masalco de Ntabantim. En este caso la— 

preaencia de genes del cloroplasto y nucleares puede ser detcr — 

minada por anAlinis de la fraceí&n protiSíca Ide estas plantas* 

La f' racciSn protilica I ( ribalosa dífosfato carboxilasa) consta de— 

dos rubutiídúLdes diferentes- urva denominada pequefía y la otra prandP, 

La sabanidad grande es codificada por el ADN del cloroplasto( 8) — 
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y la subunidad pequeRa es codificada nor el ADN nuclear ( 9) .— 

En el experimento de introducci6n reportada por Kung ( 7) re — 

ener6 solamente un individuo, ana planta matizada de morfología y — 

námero anormal de cromogomas ( un rango de 61- 66) y además estéril..— 

el ri(írnero normal de cromosomas somáticos de N. suaveolens y de N. ta

bacum es de 32 y 48 respectivamente. 

El analisis de la composici6n polipeptIdica de la fraccí6n — 

proteíca 1 de la planta regenerada mostr6 que conten1w1a subunidad — 
1

grande de ambas, estó indic6 claramente que los eloroplastos de N. sua— 

veolonn fueron tomndon poi., el protopinirto ha6sped. El análinis de la, — 

sabanídad pequeRa mostr<S ademán la presencia de los penes que co— 

difican para la subanidad Pequela de N. suaveolens y E. tabacam lo — 

que indica que tanto n1cleo como cloroplasto debieron haber sido — 

tomados por protoplastos de N. tabacam para darnos esta planta en

mosaico. 

Bonnett y Erikason ( 10) enturliaron la transferencia de cloro — 

plastos de Vaacheria díchotoma a protoplastos de zanahoria ( Dancas — 

arota>,?l,i.; eficiencía de incorporaci6n fué del 16% con el uso, de — 

poi¡ e ti lenírlicol

Bonnett ( 11) demostr6 la localizaci6n íntracelular de cloro — 

plastos de Vaucheria dichotoma en Daucus carota el cloroplasto — 
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dentro del protoplaBto no fué rodeado por una membrana lfmite — 

sin embargo algunos posefan @ti membrana cloroplástica intacta. 

Otros intentos para transferir funciones genéticas de mieroor— 

ganismos a plantas han sido a través de la introducci6n de microor-i; 

ganísmos iritactos a protoplastos vegetales. 

Tlet—— y y Cockíng ( 12) reportaron la íntroducci6n de Rhizobium— 

le&imíno
1

üarum a protoplastos de chfcharo, mas recientemente Davey y— 
i

Power ( 4) demostraron que protoplastos aíslados de Parthenocí, 

esus trícuspidata pueden tomar células de levaduran 9 pro toplas

tos de levaduras y algas azul—verdes, la microncopSa electr&nica

muestra que los mieroorganismos estaban localizados en vesículas — 

rodeados por membranas en el citoplasma de los protoplastos de la— 

planta superior. 

Rurgoon y Bottino( 13) demostraron la íntroducci6n de Gleocap— 

ea ( alga azul—verde) a protoplastos de mafz y tabacolpero el tíem— 

po m¿re largo de mantenimiento de un mieroorganismos dentro de un — 

encariote fué demostrado con A. vinelandii dentro del hongo Rhizo— 

pogon sp detectando adem&e actividad de nitrogenasa durante 55 - 

dias . 04) Los experimentos digoutidos en la serie anterior pro — 

veen algunas esperanzas para la manipulaci6n genética de plantas— 

por medio — 
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de técnicas de transferencia de organelos y microorganizmos a— 

protoplastos. 

Existen dos grandes obstáculos para la aplicaci5n inmediata, - 

6 a futuro cercano de esta ticnica. 

1.— La regeneraci6n de plantas fértile3 a partir de protoplas— 

tos solamente ha tenidw éxito) en pocos réne ros -Nico tiana, Dauctis — 

PetuniavAsparagas, Brassica, Datara y Ranunculas. Estos éxitoi su — 

j7,inre; .,. solamente es cuesti6n de tiempo y de refinamiento de — 

las té:enícas para que la lista aumentejaunque hasta la fecha — 

no se ha logrado con las plantas más: importantes econ6micamente — 
1

1

hablando. 

2.— Todavía tiene que demostrarse! que los cloroplastos o ntí — 

cleoiI puG,(íen ser exítosamente transferidos y qae estos logren es — 

tablecerse entre especies o géneros de plantas que no puedan — 

crazarse qexualm.en-t;,---( 4) . 

1- 4
FUSION D?, CEUJLAS SOKATICASp— 

En la -,ocei0n anterior se diocutíol'ori alt,anon mátodos in — 

volucrados en transferir inrormaci0n ya sea por medioide molé — 
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culas y orEanelos a nlantas. 

A la ingeniaría genética en plantas debe sumarse la fu-,ij,,i de - 

2 céluINs somltícas llevando diferente ínfortr.a.ci<Sn gen4tica, Un pro- 

ceso analogo a la fusi6n sexual pero sin el ínconveniente dea las - 

barreras de incompatibilídad. 

Hoy es relativamente rjeil obtener grandes cantidades de - 

pro-topla(ttos de organos de muchris especies de plantas y de cé- 

lulas en cultivo ( 15), 10 que limi.ta el éxito de la hibri- 

dí,zaci&n ( í" céllulas t; ojnzltira i para r>enerar nuevan plantas e9 ori - 

ginado por la carencía de, ad-ecu,áidou m.,3caníf3-nos de gel-cecí4ti ( mar- 

cadores gt-n4ticon) para el aislamiento de heterocariontes o hi - 

bPidos de la znezcla de fusí<Sn de protoplastos, y de nuestra In - 

capa,cidad para reg<:!ner tr- plantas de protoplastos de mucha,3 especies-. 

Protoplautos ( le un ntlim,- ro elevado de eupecios vegetales, inclu - 

yendo cercales, han sido cultívadon para fijar -in potencial morfó - 

genético, pero la eficiencia de pla,jueo de protoplastos alaladoz- 

de muchas especies con ercepci n ( te Nicatiana t,-tbacir- nIn embar - 

jjalm(17nte joe; protopiantos fueron fu,,3íortadon on pr,"nonciít- 

de nitrato de sodio ( 1. 6)( 17). 
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Keller ( 4) mejoro la eficiencia de fusiin de protoplastos de — 

tabaco con altan concentraciones de calcio)( 0- 05 IMO Y P
11

alto — 

Kao y míchaylak ( 18) y 1,iriksEion U5) encontraron que, el Po ~ 

lietilenglicol eleva e induce la eficiencia de fusi<5n de protoplas— 

tos. Este agente aglutinante ha acreditado su eficiencía; para tra— 

bajos de fusion y ha- sido, utilizado
universalmente en muchos sis — 

j, 
i

temaff,ypor ejemplocintroducci6n de or—anelos o microorganismos a

protoplantos de plantas vegetales y fusi6n interreinos ( 19),( 20) 

e inclusive fusi6n de protoplastos
bacterianos 21) - Aumentando lw — 

eficiencia de fusi6n de protoplastos se incrementa significativa — 

mente la posibilidadtde fusiJn nuclear ( 4) - 

La regeneracion de plantas hfbridas después de fusion Cie pro — 

toplastos ha sidoiefectuada con Nicotiana glau y Nicotíana lanys— 

dorffii ( 17) ( 22), mutantes de tabaco ( 23), y especies de petania ( 24)— 

En cada caso las plantas fueron sexualmente compatiblesiy los — 

hIbridos somáticos obtenidos pueden compararse con los producidos— 

mediante cruza sexual. 

La esperenza de obtener híbridos de especies de plantas sexual— 

mente incomPatiblez; mediante fusion de
protoplastos todavía porma— 
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nece lejana y evasiva. 

Carlson, Smith Y Dearing ( 17), fusionaron exitosamente, protoplas — 

tos de N., llauca y hI.. langsdorffii y obtuvieron el brbrido interespecí— 

fico. La st- lecoi&n del producto de fusi6n se bas6 en el crecimiento — 

diferencial del Mbrido y los padres bajo las condiciones de cultivo— 

empleadas- La progenie del producty de fusi6n fue analízada para de — 

tect¿. ' presencia de Eenes nucleares y citoplasmáticos de los pa — 

dres mediante electroenfoque de los componentes de la fracci6n pro — , 

teica 1 ( 4). 

Los polipéptidos de la subtinidad pequeRa ( indicativos de genes — 

nucleares ) de ambos padres fueron detectados. 

Los polip4ptidos de la subanidad grande de N. glanca ( indícativa de

genes del eloroplanto) también fueron encontrados, pero no hay neflales

que indíquen la presencia de polipéptidos de la subanidad grande de N. 

Desafortunadamentelsolo fue examínada la progenie de un híbrido — 

i

parasexual, por lo que no es posible concluir que este sea un fen4me— 

no general. Son necesarlos estudios posteriores para evaluar las ea — 
1

racteriaticao citoplastnilticas de híbridos somáticos. 
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Smíth, Kao y Combatti ( 22) repitieron los experimentos de hibrí — 

dízaci6n somática entre N. langodorffii y M. glauc los que efectua— 

ron analizando con detalle 23 plantas hfbridas regeneradaugencon — 

trando que estas contienen un n4mero, variable de cromonomas, 

El numero de cromosomas en estos hfbridos varía dentro de — 

un rango comprendido de 56 —64 Se atribayen estos resaltadosvpri— 

mariamente a triple fasi<Sn de protoplastos seguida de pérdida de

eromq., oa,,¡ s durante el crecimiento del callo y subsiguiente desa

rrollo de la planta. 

La aparici6n de ndmero aberrante de cromosomas y la entabíli— 

dad del caríotipolpartícularmente en plantas regeneradas a partir— 

de cultivo de callmo de especies de Nicotiana ha sido reportada( 26). 

Melchers y Labib ( 27) y Melchero, Zeller y Labib ( 28) produje— 

ron hfbridos somAticos por fusi6n de protopl&stos de dos díferen— 

tes mutantes haploidestelorofila—defici.entes y sensibles a la luz~ 
1

de Notabacumpla seleccí&P de hfbrídos se realiz6 sobre complementa— 

cí6n genétíca9de suerte jue los productos de faei&n originaron ca— 

llos verdes normales que faeron facilmente diferenciados de — 
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los callor, matantes. 

Lor, hr1iridos sornaticos fueron obtenidas por cruza

sexual normal para compararlos y tic encontr.,tron íd4nt3cos a los

rx.>z- fu-gi6n de protoplastos. Pueeto que mutantes cloro

fila - defii,4jentes existen en Fran abunadancla entre las plantas

de se',' ecci<Sji basLido en su, uio da un valorJ. 

los eg-tudíos de hibritlízací¿5ti romAtíca. 

Power y col.( 2,1) produjeron recientemente una planta hfbr¡ - 

da por fuji&n de protoplastos de Pettinist hybrida con protoPlastos- 

de P ifnni-x zarod2 -, 1 FJlor, emplearon un sistema de selecci&n basa - 

a de npnsibíl,.ida(1 diforencial - do en 1 ' 

de protoplartos heteroespeciricos a antimetabolítos ( 0nPecílfic52) 

Proci i<:--tot, o írterg4neros obtenidos por fusi4n - 

de rrotoplastos qiuel ti-ati un hcterocariocito que solamente experí- 

rnenta porar divítiioneti ef- lulares ( 20,). La for,taci&n de callos hf - 

bridos no ha sido ordínaríamente olotenida, su fracaso se atribuye - 
i

principalmente a la ausencía de sigtemag de selecci&iplotras cau - 

n entendidas en términos moleculares reside en la- 

incompatililidad de ttrot0" 1' tljt0' 3 Para que se logre la fusi<5, ltesto- 

puede eer un fenSmel-,0 913,InOtíPiCO 0 fOnOtiPiCO- 
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powei, ( 30) íntent6 sin éxito recobrar un hfbrido somático - 

después de fusionar protoplastos de Petunia tL rida y Partheno - 

cissus trioruspidata y atribuy4 la eliminací6n de petunia del pro - 

dueto de fusiSn a la asincronía de fases del ciclo mit&tic0t, 

Dota recientes y alentadores reportes( 31)( 32) dencriben la - 

producci6n de callos hfbridos interfamilias al fusionar Soya -Ni - 

cotiana. F.n estos experímentos emplearon m4todos mecánicos para - 

s,íslp,- P, producto de rasi<Snwel hfbrido fné inicialmente inesta - 

ble rd. . ;en(io gran cantidad de cromosomas de Nícotiana, pero los - 
011 elrrjanentes det ' Nicotiana parecen ír sincr6n3coo r

ciclo celular de Soya *si ne reproducen estos resultalos se demos - 

trarg al menot, que 01 principio de incompatibilídad de OBPOCiOs

relacionadas y pero dista" togiPtIOde ser Pasado por alto medíante

técnicas de hibrídizaci6n somattica- El potencial morfogen4tíco del- 

hfbrIdo raportado sin embargowest4 por determinarse. 

La funi&n de células som&ticas con el ffn de modíficar gené - 

tícamente 0 crear nuevas plantas es una técnica alentadoralpo*ro te

davfa tendr4 que probarse y desarrollarse. 

La fusí<Sn clara' de células de especies que pueden cruzarse - 
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sexua,l,n(- nt" es potíiblF--, T) er,n tendrá que ser demostrada en otros — 

g4neros para sum rselos a Nicotiana y Petunia. 

AdemAís esta téeníca es de gran utílidad para el desarrollo — 

y estudió de la regulaoi6n gengtica en plantantpero la aplicaci6n— 

para lograr ftleí<Sn intergenéríca requerira deaarrollar tocriología— 

adicional y un mayor entendímíento del desarrollo b¿ síco de las— 

plantas y su9 procesos gen4tiCOS* 
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2.— O' RJFTIVO

El pron, si-to de este trabajo es efectuar una revisi6n de algu— 

nos mt<toctori que en han empleado para intentar modificar la informa— 

cí&n Etin4tic.a en plantas y revinar el metabolismo nitrogenado en Cia— 

nobacteriag rijadoras de nitr6genogeori el fin de adquirir los conoci— 

mientos necesarios para ver la posibilidad de pasar los genes nif a — 

plantas. 

Se aney-a un adendum, de los experimentos efectuados Para tratar— 

de ais1,ro- lineas de Cianobacterias resistentes a, antibí<Stíco que con— 

serven actividad de nítrogenasa para emploarlas posteriormente con el— 

fín anterinrínente expuesto. 

3-- INTRODUCCION

Kurnar ( 33)( 34)( 35) y Sing -h( 36) seleccionaron ciertas lineas de — 

A. nidulans ( cianobacteria) unicelalar no fijadora de nitr6geno, median— 

te auheultivos suoesivot3 en medío 11quido conteniondo concentraciones— 

crecientes de antibi6ticon ( 1,0-, treptomiciria y Penicilina) . 
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okjpt,k y Kurriar ( 37) encontraron que estas lincas resistentes a - 

ínti.bi,5tíc,3s conservaron este rasgo completamente estable después de— 

varios nuhcultivos en medio libre de antibí<Sticoltambíén inveetiga

ron e-ste P. specto recurriendo al %(Stodo modificado por Luria y Del

br(,c' ' ) y encontraron que un pequeRo n, imero de mutantes resisten— 

ten a rintibi&tíco pueden existir en poblaciones sensibles y estas — 

pueden ser seleccionadas en el medio, de caltivo. i

Con la ventaja del advenimiento de técnicas de plaqueo, exitosa — , 

mente sm han aislado clonas de ciertas algas unicelalares y filamento—: 

sas despues de exponerlas a matáb7einoi3*( 36). 

Sin embargo la eficiencia de clonací<5n sobre agar necesita ser — 

considerada cuídadosamente, puede no estar completamente Justificada — 

al considerar que todas las colonias que se desarrollan sobra la pla— 

ca de al,-,ar son estríctamen te clonaleu, ya que puede haber oportunidad — 

para que algiinas colonias puedan desarrollarse de dos o más células — 

en lugar ( le unn célula simple. De aquí el juicio crítico efectuado a ~ 

algunos trabajos iniciales sobre la seleceíSn de mutantes en medíos — 

lSqu.LJ, ios, sobre el fundamento de que tal vez algunas mutanteu no son — 

estrictamente clonales y esto es Igualmente aplicado a las técnicas — 

en agar. 
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matantes resistentes a antibí6ticos han sido empleadas princí — 

palmente para detectar transformaci6n y riicombínaci.&n. La carancia de — 

marcadores adecuados en algas azul—verde es uno de los mas P,>randes pro— 

blem,,jo para punturilizar estos sucesos.( 36). 1

RESISTEMCIA A AN'PT5TOTTC'0S. 

An4lisis del fen<Smeno de resistencia a agentes antimicrobíanos— 

han demoRtrado tener Importancia tanto por su significado en el labo— 

ratorio como en la c1fníca. Con relaci6n al primerogestadios efectua — 

dos en bact,3rias mutantes resistentes a drogas, han proporelonado — 

Importante ínformaci4n sobre la naturaleza de los sitios dH uni<Sn de— 

las drogangy sobre la funci<Sn bioquímica de la molécala o macromolécula— 

receptora. Estos estudios han sido Importantes en el presente para Po— 

der en -tender aspectos de geneltica y bioqutmica mierobíana concerníen— 

ten con la pared celular y proteínas asociadas ( Penicilina), riboso

mas ( Fst,rev, tomicinaggrítrornícína) lreplicaci<Sn (& cído nalidfxicó), 

tranocrípoí&n ( Rífamicína), sfntesis de protefnas ( Acído fusfdíco) y — 

muchos aspectos del metabolismo Intermediario. 
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En el r egundoel incremento en el uso de agentes antimi — 

eroblanos ha proporcionado una fuerza selectiva que favorece a

lan, lírica -a de, bacterian - tie han ití.1, ltiiridn ren.i!-,tenci,, a

1 a.g,ent,es, ya sea por mutací0n o por herencia de plasmídor> (R) ( 10). 

Lon j, i. ísmídos novi elementos gren4ticos que han enríquecido — 

loix rNfit,,<)n ha <) bt; t rva(lo un íncremento en el nd— 

mero de onspecios bacterianue. que Ion roscon, la caracteristien — 

distin+i --- It3 un pla*sraido es la Liepar.,.Icijn ffoica de éste en r t— 

laci&n: al,, cro-nosoma bacieríano Ciertos pj-&rmí,dos tambi4n son ea - 
1

paces de inte,Ir,,ri;e reveruíblemente con el eronosoma

mo alterr,,.-itiva a su estado extrae romo somal. mido s con enta — 

propledad dual. se les ha llam,,xcio

Recientemente Van den Hondel ( 42', caracteriz¿ las.,, pro!, í,3- — 
j

dader-4 rfs¡ r,.,vs de pin*nrnid.os en Cianobacterias sin detectar lizunta

el ¡ nomento la runcion que les confierk n, laz3 a.tie fundamentalmente

pueden Fier: resistencia a antibiSticosta nietales pesados, sexuali — 

dad vbío i, de compuestos aromgticosgl roducci&n de bacte

ríocinaagde vacuo1a gaseosa o de incrementar su m-ndimiento fo

tosintétic.o. 

La rresencía de estos plSumídos presamiblem- rite provedí una— 
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ventaja metab3lica selectiva sobre las demas erpecieg libres de — 

Plás,nidos. Muchos plasmídos R ( que confieren resistencia a antibi&ticos' 
1

son iri(,,ltablei y pueden perderse r4pídamente en ausencia de antibi6 — 

tico

Los, posibles mecanismos bío,juímicos ( le resistencialde acuerdo — 

con las predicciones de Davis y * 4ass ( 40) son los siguientesi

1.— Alto-iraci6n del sitio blanco en la c4lula que reduce o elimina la— 

uní<Sn de la driga con el mismo. 

2.— Bloqueo del transporte del antlbi&tico hacia el interior de la

e,-<Iala independientemente del mecanismo que est4 involucrado en el

transporte ( no especIfico o actJvo), un cambio en el sistema de trans — 

porte puede reducir la péinetra<',i<5n de la droKa. 

3.— Detorifícací6n o inactivaci6n del antibi6tico. 

4.—`?eemplazo del paso metab5lico qu,- inhibifS el agente antímicrobia — 

no . 

5.— Incrementando el nivel de la enzima inhibida Por la droga- 

6*—Prodacci&n de un metabolito 7ue pueda antajonizar el efecto inhí — 

bitorío de la droga. 

7#—Disminací3n de las necesidades metab5licas dp la c4lula para la— 

vfa o rPacci6n inhibida por la drogI. 
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Si consideramos estos posibles mecanísmos de resístenciaypo – 

demos observar que los mecanismos: 1,?, 5, 7., pueden se

1

r fácilmen

te obtenidos por mutaciones en punto de genes estructurales o – 

genes regulatorios en ausencía de cualquier otro evento. Sín em

bargo9para muchos antibi6ticos parece improbable que los meca – 

nismosi 3* 4, 6. ypaedan presentarse por simple mutací&n de genes

eromosomales- en estos casos se requieren nuevas funciones celula

res que, pueden ser proporcionadas solamente por herencia de genes– 

en forma de p1gamidos-( 40)- 

No hay hasta la fecha ejemplos de resistencia a antíbí<Stí – 

con por medio de loa mecanismos: 5y6, Y 7 -( 40)- 

LEc NTC, A— W9 DE Acci ON Du- LA _ACTINOMICINA D3* 2 » 

Las AC-tin0micinas ( fig -1) ( Actinomicina–CI( D). Son antibi.6 – 
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tícos eromc>píptidoo altamente t<Sxicos que se unen al ADN y de - 

esta forma interfieren con sus funciones normales. 
1

Estor, antibí&ticos son los prototipos y los más amPliamen— 

te investigados de los inactivadores de la funci&n de molde del - 

ADN a

La melogotila de Actinomícina- D, ronsta de una parte crom&fo

ra la cual es un sistema heterocfclico ( aníllo de Feno%azona) 

anido a dos oligOP4Ptid0s CIcliC08- 

La conformaci<Sn de las uniones peptfdicas son las siguientest

L- treonína- D- valinaptniLns; D- valina- L- proli-natc,is; L- prolina- sar

coninagoin; aarconina- L- metilvalina, tranf3; L- treonina- oxfgeno car - 

borflíco de la carboxamida y carbono del croni&foroltrano. 

La uníSn de la Actinomicína- D al ADN causa interferencia - 

con las funciones del míamo, en cuanto a la inhibici&n de la sfn - 

tesis de ARN tanto en organismos eucariotes como en procariotes. 

Varían t4cnicas han sido empleadas para detectar la forma - 

ci6n del co-,uplejot&DN- Actínomicína- D:. 

Perturbaci6n del espectro visible del antíbi&tico*gdecremento' 

de la densidad de flotaci6n del AD'Ngelevací&n de la temperatura - 

de fusi&n del ADNqeqaílibrio de díAliaís utilizando Actinomicina- D~ 1
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radíactiva e inhibici<Sn de transcripci6n ( ARN polímerasa). 

La formaci6n del compleJO suprime la sSntesis de todas las — 

formas de ARN, y es diferencialydependiendo de la concentraci6n — 

y del tamaRo del ARN. 

La Actinomícina—D inhibe la sfntesís de ARN puesto que la — 

ARN polimerasa es bloqueada a nivel de la elongací6n de la cade — 

na de ARN ( no de íniciaci<5n). 

La inhíbící<Sn puede ser superada mediante la adici6n de más — 

ADNlpero no por la adicíSn de mas enzima. 

La: estequímetrIa de la uní<Sn Actinomicina—DsADN-( 1 s 2 )— 

es consecuencia directa de la simetría de la molécula y refleja— 

que dos equivalentes qufmicos se unen a siti,00 disponibles de la — 

desoxiguanosina, necesarios para la formaci6n del compleJo- 

Las dos moléculas de desoxíguanosína interactuan con cada — 

residuo peptídico c1clico formando una pila a ambos lados del — 

sistema c clico de Penozazonayun fuerte enlace de hidr6geno( 2. 82 — 

2. 80 j ),conecta el grupo 2 amido de la gaanína con el oxígeno — 

del carbonilo del residuo de Irtreoninalmientras que un enlace — 

débil de hidr&geno 0-15- 3. 25 2 ) conecta el N 3 del anillo de — 

guanina con el grupo N—H del mismo residuo de L—treonina. 

En sumatel sistema ofclioo de Fenoxazona de la Actinomicina—D— 



32 — 

se intercala entre la secuencia G
p

C de ADN de doble hélíce#mien — 

tras que la subunidad peptfdíca se aproxima a la estrecha, estría de — 

la doble bélico de ADN o ínteractás. con residuos de denoxiguanosina— 

en la cadena opuesta por medio de enlaces de hídr&geno específicos* 

Las evidencias conce rníentes a la conformaci4n dél polinucle<S— 

tido son las siguíentess

La Actínomícína se une fuertemente a ADN de doble hélíce#pe— 

ro debilmente attodos los ARN de doble hélíceycadenas simples de — 

ADN o ARIZ y a hélices hfbridas de ADNsARN, 

Las evidencias que favorecen el reconocimiento de enlaces de— 

hídr<Sg,eno E3ons

La uni&n de la Actinomícina—D al ADN requiere de residuos de — 

desoxiguanosínatel grupo 2—amino sobre la guanina es esencial para— 

la tlni<Sn. Por lo que polfmeros sintéticos semejantes al ADN del tipo— 

d( A—T) gdA. dT9d( I C) gy dI. dC no se unen a la Actínomicina—D# mientras— 

que pollmeros del típotd( 0—C) ydMCqd( DAP—T) y d( 2AP—T) se unen fuer— 

temente a la Actinomícína—D. 

El grupo 2—amino del residuo de parína parece ser esencial— 

para la uni&n# la sustitaci6n del grupo 2—amino del sistema cf — 

clico de la — — 



33 - 

fenozazona por un grupo hidroxilo 9 dimetíl amíno o cloroinhibe — 

la reacci<Sn de aní<Sn Actinomicína—DiADN. 

Evidencias que favorecen la íntercalaci6ni

Detalles moleculares indican que el modelo de íntercalaci6n al — 

interactuar Actinomicína—D con ADN es esteqaimétricamente posible, 

con excepci<Sn del gruPo 3—amino del sistema de fenoxazona que es — 

0. 6 Á ... a , cerrado que el oxIgeno de la desoxíríbosa,( 27b). 

1 - i

Sobell( 43) con la informací<Sn de que la guanina tiene un — 

papel importante en la uní6n de la Actinomícína—D al ADNyy basan— 

dose en análisis de rayos 1 de un complejo cristalino formado port

Actinomícína—D y desoxíguanosína propuso un modelo que combina

la íntercalaci6n ( fundamentalmente) y uniones exteríores. 

En ente modelojenlaces de hídr&geno entro el antibi&tico y

el grupo ?—amino de la guanina tienen un papel centralpel sistema— 

de fonoxazona de la Actinomicina—D es intercala entro G— C del ADN— 

donde los residuos de guanina pertenecen a la banda opuesta y — 

los grupos 2—amino de la guanina, interactuan con ambos peptídos— 

crclicoe . 
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4-- 114PORTANCIA PF, L& FIJACION DEL NITROGENO

El incremento de la poblaci6n mundial y la deplecí<Sn de las— 

fuentes de combustibles f&siles han estimalado el interés en los — 

métodos para incrementar la producci&n de alimentos y a la vez — 

disminuir el consumo de materias primas no renovables. 

Uno de los factores limitantos más importantes en la proda — 

coi6. , rcola lo constituyen los fertilizantes nitrogenadon Y su— 

gIntesis es la que requiere una mayor cantidad de energTa* 

Aproximadamente el y,¡, ( 16. 8 x lo9 metros edbicos) del gas— 

natural consumido en los Estados tjnidos de América durante 1973 — 

raé utilizado para la afntesis de 153 X 10
8

kg de amonio ( 17 x 10
6_ 

ton U. S. ) y alrededor de 10 % 10
6

ton U. S, de égte, fae aplicado — 

directamente como fuente nitrogenada para complementar una de — 

manda anual de nitr&geno para la agricultura de 18 X 10
6

ton U. S. 

do amonlo ( 44) - 

Una de las reacciones importantes en la ecologfa del plane

ta es la fíjací<Sn de nítr6gCnO cuya primera fanelde nítr6geno — 

atmosférico a amonío es llevada a cabo exclusivamente por PrO — 

cariotes ya sea, en forma símbí6tíca o de vida libro ( 45). La inves— 

tigaci6n de los factores ecologicos que intervienen en este pro — 

ceso permítirg racionalizar el consumo de combustibles Maílese
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5.— EL PROCESO W,' FIJACION DE NITROG,ENO EN CIANOBACTERIAS HETEROCIS— 

TIOAS. 

Las Cianobacterias se cree que aparecieron sobre la tierra ha — 

ce más de 3 billones de alosyson procariotes fotosíntáticos los cua— 

los obtienen electrones para la reducci6n del bi6xído de carbono a— 

partir del agua desprendiendo oxIgeno. 

Durante el curso de la evoluci&n estos organismos han sido— 

la m; Cuente de oxfgeno en la atm<Ssfera y por lo tanto los prin — 

cipales responsables del cambio de una atm&afera primitiva reductí— Y

va a una actual oxidante, 

Sus caracteristicas fotosintéticas son muy similares a las — 

encontradas en los cloroplastos de plantas verdes1,organelo cuyos — 

predeceso-res pudieron ser Cianobacterias. 

Estos procaríotes probablemente desarrollaron actividades fo— 

tosintéticas como consecuencia del agotamiento de sustratos orgra — 

nícos y evolacíonaron a fijadores de nitr&geno, atmosférico como — 

consecuencia del agotamiento de amonio en el mar pre—c4mbríco. 

Como la fíjací<Sn de nítr&geno requiere de un ambiente anaero — 

bío, este requerimiento lo reconciliaron con la evoltici&n fotosinté— 

tica de oxfgeno al diferenciar anas células vegetativas a otras es— 

pecíalizadas con tina gruesa pared celular a la que se ha denomina

do heterocisto. 
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a intervalos regulares a lo largo del filamento por endegla maquina

ria sensible al oxígeno para la fijaci6n del nitr¿geno se E; egreg& en

el heterocísto del sistema fotosintético desprencledor de oxígeno. 

Los heterocistos proveen un medio ambiente para la protecci6n

de la nitrogenasagen primer lugar mediante cambios estructarales#que

reducen la entrada de gases de cualquier tipo mediante la síntesis

de una gruesa pared celalargademás reorganizan el aparato fotosinté

tíco al de el heterociato la actividad de fotosistema JJ — 

que desprende oxfgeno ,mientras retienen el poder generador de ATP — 

del fotosistema Iyestablecen eficientes bombas en la uni&n con ce — 

lulas vegetatívas vecinas que los aseguran una fuente de carbono pa— 

ra generar poder reductante indispensable para el proceso de fija — 

ci&n del nitr<Sgonoqtodo esto unido a un eficiente sistema removedor— 

de oxígeno ( super6xido díamutada y catalasa). 

gatos aspectos de la díferenciací4Sn están ahora razonablemen— 

te bién dooamentados. aunque algunos necesitan ser aclarados sobre to— 

do a nivel bíoquSmico particularmente el de las bombas. ( 62) 

5- 1.— ESTRUCTURA DF,1 RETE12CISTO. 

Xorfol<S- ícamente los heterocistos difieren de sua antecedentes— 
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célulan vegatativas en 5 aspectos$ 

le—Sus conexiones con las células vecinas son mucho menos extensas* 

29—Estan rodeados por una gruesa cubierta, 

39—Contienen vastos tapones de enorme material homogeneo en ámbos— 

polos. 

49—La configuraci<Sn de aun tílacoldes es diferente. 

5.— Tienen mucho menos material naclearltal vez ninguno. 

onexiones entre el heterocísto y las células vegetativas — 

demandan estudios futuroseporque ellas deben estar intimamente re

lacionadas con las bombas que controlan el flujo de carbono den— 

tro del heterocisto y de nitr6geno fuera del mismo. en secei&n trans— 

versa el septo que separa el heterocisto de la célula vegetativa es— 

manos de un tercio del dígmetro que separa dos células vegetativaov— 

y el área de la secci4n transversa que limita la uní&n entre el he— 

terocisto y la célula vegetativa debe ser menos de un décimo que la -n

que existe entro odialas vegetativas9el septo contiene un conjunto— 

de perforaciones denominado mieroplasmodesmataglas cuales conectan

el oítoplasma de las dos células. i

Los canales son de al menos 400 2 de longitud y menores de 50
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de diámetro, existe una carencia de informacion acerca de su ultra

estructura, niTmero preciso, composici<Sn y ni todos son idénticos. Pue

de ser por ejemplo, que exígtan conjuntos de canales especializados

en transporte unidireccional. 

La cubierta que envuelve el heterocisto es una estructura nota- 

ble, formada por 3 capas externas a la membrana m9s externa de la cé- 

lula vegetativa. 

La prirnera de estas capas aparece durante la diferenciacíbnlse- 

le der- mi— t capa fibrosa por su apariencia inmutable al microscopio

com", nici<lti no ha sido detectada con precísí&n. 

La caPA central pdenomínada homogenes, está compuesta de un polisa- 

egrido con cadenas cortas lateralealla unidad que mIs se repite en A.- 

Xlíndrica es un trfmero ( glucosa- glucosa- manosa), todas en uniones be- 

ta- 1- 3. Cada mon<Smero en este olígosacarido tiene unido en la posici<Sn- 

2# 4 o 6 otro monSmero o disacifrido, cómo una malla de oligosaciIrídos - 

alrededor del heterocíetolla capa homogenea es completa excepto en los - 

polos de la célula donde está cruzada por el septo conteníendo los mi

croplasmodesmata. Lo, mínmo se aplica para la capa fntíma a la cual se

lo llam¿ laminada y es la áltima en ser adicíonada ( 46), esta capa - 

tiene una composici6n quImica poco comdnsest4 compaest&: - 
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totalmente por glícolfpidos dnicamente encontrados en el heterocis- 

to ( 47)( 48). Los glicolfpidos son de 4 clases, conteniendo un hidroxí-« 

ácIdo o un alcohol C26 o C23. Cada clase contienen glucosa o galacto

sa ( 9-. 1) unidas al acído o al alcohol terminal ( 52). Capas laminadas

han sido purificadas y tienen el mismo punto de fusi6n que los glico- 

lSpidos que la componen ( 50)- 

A pesar de que sus caractoríntlicas no han sido reportadas, la ea - 

pa laminada paede ser impermeable al agualionessolutos neutros hidro- 

filicos y Yosiblemente gases disueltos. 

Lo - s 1, 
1

w' 3terociqtos terminales contíenen solamente un gránalo, polar - 

visible al microscopio de luz como un objeto retondo y altamente re - 

fractívo ( 51). Los heterocist,>s íntercalares contienen dos gránalos - 

polarso. micrograffas electr6nicas de heterocístos maduros mu" atran a - 

los gránulos com-o tapones homogeneos que ocupan casi toda la regi<Sn- 

celular adyacente al' septo (, 16). Ta* composici&n de los mis,, -nos no ha - 

sido conocida con certeza#trabajos recientes indican que contienen cia- 
1

noficinalpol.fmero de reserva compuesto de: multi L- argínil- poli- L- as - 

pártíco tapones todavía no han sido parificados, como los grá- 

nulos de cianoficina deBaparecen durante la díferenciací6n del hete - 

rocísto ( durante ayuno de nitn5geno Combinado) pudíe— 
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ran ser un fantástico material de reserva acamulado, por lo que esta- 

ría en una importante situací,5n de transporte frente al septo. 

La reo ion del tilacoíde en el heterocis-to ha sido des - 

crita sobre las Ibases de estudios de mieroscopla electr6níca ( 46) - 

t,tdtivfa no ha bido posible correlacionar estos cambios con la Pér - 

dida de la actividad de]. fotosistema Il9exceptuando la elirninaci<Sn- 

de las fícol)íli.protefnas las cuales futicionan como antenas recolec--- 

toras de energía luminosa para el fotosistema 11 ( 53) - 

En getli," ixl, las tilacoides son desplazadas de la región - 

central de la célula y reaparecen cerca de los polos más enrolladas - 

que en las célulao vegetativas. 

Fínalat--nte hay una importante c« estí&n acerca del ADN del hete - 

células vegetativas contienen un típico nueleoide da Pro- 

cariotesgregít<n quo ún mierografríaa c loctr6nícua muentra fibríllas - 

46). Ninguna de estac fibríllas aparlecon en heterocistoe por lo que— 

se ístigiere jup pueden carecer ( le jkDNtíieti(.-n además si&-,nificativa - 

mente reducida la absorci<5n en la reF,¡<Sn ultravíolttta, y heterocistoe— 

aísladow, contierún mucho inenos ADN que las células vegetatívao, la - 

1 1. cantidad prpi- ina es difícil de determinar porque el ADN de las céla

las vegetati,-na tíende a unireo al heterocieto y porque los hetere, 

cístos mediante dig-estión con lísotirua (5 por P-onícaci,4n-- 
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Pueden tener algunos preheterocístonglos cuales en la etapa tempra— 

na del programa de diferenciaci<5n retienen su ADN ( 54)- 

5. 2 ' RIOqUIMIICA " IDT -1, RETEROCISTO

Muchos de los trabajos sobre la bioquImica del heterocísto to- 

man como punto de partida la hip<Stesis de que el heterocistú es la— 

célula esPecializada para la fíjaci<Sn dol nitrIgenoyStewart y col, 

55) mostraron evidencias que demostraron que los heterocistos son— 

el sítio de actividad de la nítrogenasa y que el nitr6geno fijado es— 

transportado rápidamente a las células vegetativas asociadas y además - 
14

por autoradiografla utilizando CO demostraron que el heterocía tol2

no fija bí6xído de carbono, todo esto en A..£ylíndric . 

Honor(Se Flemíng y Hasolkorn, Ro( 56) estudiaron la incorporaci6n

de 35SOi en Nomuscorum por sus dos tipos de células y observaron— 
que el incremento en la actividad de nitrogenasa es debido a sInte— 

oía de novo de la nitrogenana predominantemente en el heterocisto— 

aunque no exclusivamenteoSe sabe que los requíaítos para la fíjaci6n

de nitr&breno son: nitrogenas3a,,ATP,, reductantes y un ambiente anaerobío— 

cada uno de estos a su vez tiene requísitos especiales* 
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Por ejemplogla expresi6n de los genes nif en bacteriAs está sujeta— 

a una regulaci6n compleja. Los genes nif fueron caracterizados por— 

Brill y col,( 57) en K. neunioniae y denominados: nifQBALFMSNEKDHJ.( fil,-.2)— 

El an&lisis de las protefnas codificadas por los genes nif — 

en Kopneumoníaelasf como su caracterizaci6n efectuada por Brill — 

Y col,( 58) proporcionS los siguientes d_atosi

nífQ: Como todas las lfneas conteniendo mutaciones en nifQ mues- 

tran altos niveles de reducci6n de acetileno in vivo o in vítro, se — 

infiero que la protefna codificada por níN no es absolutamente esen— 

cial para generar componentes 1 y II activos. Las proteSnas que se — 

requieren para la fíjaci6n de nitr6geno in vítro soniNitrogenasa ( com— 

ponente 1) que es un tetr4mero ( alfa

2
bota

2 ) 
con un Peso molecular de — 

54, 000 ( sabanidad beta) y de 57YO00 ( subanídad alfa)#El. componente - 

Il (nítrogenasa reductasa) es un dímero constituido por dos cade — 

nas polipeptUicas idénticas de 34, OW daltones- 

El componente I contiene un cofactor constituido por Fe, Mo y S— 

Femoco) qae es en sitio actívoyente cofactor tiene la propíedad de— 

restatirar la actividad ín vítrQ de ciertas matantes defectívao

en la habilidad de reducir nítr<Sgeno gaseoso* 

nifB: Cepas conteniendo mataoiones en nifB mostraron bajas
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cantidades de reducci6n de acetíleno ín vivo o in vitrc, y ésta - 

reducci6n puede ser estimulada drástícamente mediante la adici6n - 

ya sea de componente 1 o cofactor ( FeMoco). Con el anteoedente de - 

que las líneas NifB_ sintetizan componentes I y II activables por- 

adicí6n de FeMoco wse sugiere un papel esencial del producto del - 

gen nifB en la sfntesis del FeMoco. 

nifAtMutantes NUA- carecen de la habilidad de reducír aceti- 

leno In vivo e in vitro. La falta de estímulací<Sn en la actIvidad, - 

reduotíva del acetileno despu4s de adicionar componentes I y II pu- 

ríficadostanf como; la carencia de proteínas Níf identifícables por - 

geles en dos dimensionesges consistente con el modelo de que los pro- 

ductos codifícados por nifA pudíeran requerirse para dereprimír los - 

genes nif#presumiblemente juegan el papel de factor de contro posi- 

tívo. 

nifLs Como todas las líneas Nifl,_ caracterizadas exhiben po -
1

laridad por encima de nifAtno es una sorpresa que mutaciones en nifL- 

muestren un fenotipo pleítr<Spíco negativoleímilar a las mataciones- 

en nífAltanto in vivo como ín vitro. 

nifFtMutanteE; nifF tienen pequeRas pero significativas cantida- 

des de actividad reductiva del acetileno in viv y por lo tanto - Vo
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fué una sorpresa que su actividad in vitro fuera comparable a la — 

del tipo silventre. Aparentemente el producto codificado por el gen— 

nifF no esta involucrado en la afntenís de los componentes I y 11 — 

activos. Geles en dos dimensiones indicaron que lInsas NífF— sinte — 

tízan todos los productos de los geneB nif con excepeí6n de una

1TK). La habilidad de extractog de lfneas nifF— de reducír aceti, 

leno ín vitro con Dítionito como fuente de electrones, sugiere que - 
1

la proteSna 17K pueda estar involucrada en el transporte de electro

nos hacia la nitrogenasa ín vivo Los datos no son concluyentes de

1

que la prótefma 17K sea un producto del gen nífF. Permanece la posi— 

bílídad de que la proteIna 17K sea sencillamente inductor de, altos— 

niveles de sfntesís de el producto del. gen nífF. 

nifX: Lfneas NifM— presentan bajos niveles de actividad reducti— 

va del acetileno in, vivo. In vitro, la adíciO*n de componente II la es— 

timala. 

Geles en dos dimensiones mostraron cantidades normales de — 

componentes 1 y bajos niveles de componente II ( especialmente el — 

de 39, 000 daltones) comparados con la cepa silvestre. 

La presencia de cantidades significativas de componente II inac— 

tivo*— 
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unido a la inserci<Sn de bacteríofago Mu, en el gen nifM, apoyan la — 

tesis de que nifM no es un gen estructural para el componente IIy— 

mas bien esta involucrado en un paso necesario para su procesamien— 

to y Renpra de esta forma un componente 11 activo. 

llifVji—Como las lfneas NífQ_ 11as NifV_ presentan altos niveles — 

de actividad reductiva de acetileno in vivo e ín vitroyel producto— 

codífica(10 por el gen nifV no es aparentemente esencial para la — 

afntesis de componentes I y II activosytampoco ha sido involuera— 

do en la sIntesís de otras proteInas Nif en base a los datos apor— 

tados por los geles en dos dimensiones. 

nifSt— Líneas nifS_ mostraron un comportamiento irregalargapa— 

recen placas que difieren de las que carecen de la propiedad de fí — 

jar nitr6geno atmosferíco; a la vez que carecen de actividad sígnífi— 

cativa de poder reductor de acetileno ín vitro. El efecto regulatorío— 

aparente que presentan sobre la sintenís de proteInas Nif puede

Bar directo al afectar transcripcí<Sn, o indírecto. Puesto que al

parecer es posible que los componentes 1 y II puedan tener algdn

papel en la derepreBi6n de varias prote£nas Nifyun efecto indirecto— 

a

i

obre la derepresi6n puede deberse a mutaciones las cuales no lo — 

graron producír componentes 1 y II capaces de producir derepresi6n. 
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Los rtisultados de ensayos ín vítro sugieren que las 11neas- 

Nif3- contoniendo mutacíones en punto tienen ' bajos níveles de com- 

ponente 1 activolpero carecen de componente 1.1 activo -Como los ge

les en dos qíritensiones de lfneas Nifs- revelaron bajas cantidades

le los comN>Itvites 1 y 11, rarece po9ible el cOmponente 11 inac- 

tívo haya si,do sinti tizado en estas líneas -El fonotipo, de NifS- pue- 

de ner explicado ni Nif3 codífic<S una protetna, la cual tiene invo

lucrado un componente 11 proceGado* ar3l co!no un componente 11 sín

procesarlel cual es inactivo y relatívameInte íx)ot,itablf ly de esta

mar,  la derepresí&n de todo el sistema. z era afeetz- 4. 

nifN---Línean NifN- son sinúlares a NífB_ % las dos presentan - 

baja actividad reductiva de! acetileno i,n vivo e in vítro y I>oseen - 

componente 11 activo y un componente 1 que puede ser activado rfiedian- 

te la adicí¿Sr. de FeMOCC). 

Celes en dos dimensiones y ensayo3 in vitro sugieren que el - 

pl,odur,to del gen nifIJ en eii icial en el PrOcef3O ( le 8,frItesis dOl - 

FeMoco. 

nífF,:- 1, fneas NifE,- f30r' idénticar a ni.fN- ín vivo e ir, vítroy- 

excepto que nifN_ presenta tina cantidad de componente 1,1 activo - 

conviderablemente miia b4--tia. Los enssyog in vitro sugieren que la - 

proteSna codíficada por el ¿g*en njf-_« p,,.-, t.i, cíp,,. en un paso esencial

en la dP,1 POMOcO- 
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nifKt--Llneas NifK- poseen cantidades insignificantes de acti- 

vídad reductora de acetileno ín vivo y sus extractos fueron actí

vados unicamente mediante la adíci6n de componente I activo* La ma

yorfa de las líneas NifK_ carecen de ambas subunídades del componen- 

te 1 ( 60K Y 57K), caracterizadas en geles de dos dimencíonenloolamen- 

te una Unea NifK- mostr<S una pro tefna 60K alteradavao piensa que

nifK aparentemente es un gen estructural para esta protefna ( la

sabanídad acIdíca del componente I). 

Como mutaciones en nifK dieron como resaltado una reducci4n - 

en los niveles de las protetnas Níf se cree que la proteína codifi- 

cada- por ente gen está involucrada en el mecaniemo de derepresi&n- 

de los genes n1f. 

nif'D.-- LIncai3 NifD_ son similares a las NifC con la dnica ex - 

cepci&n que la inserci&n del bacterí6fago Ka en NifD da como resul- 

tado una díaminucí&n del componente II demostrada en ensayos ¡ n vítro- 

y en goles de dos dimensiones. 

La exisitencía de líneas NífD_ con alteraciones en la carga de - 

la subunidad ( 56K) es evidencia concluyente de que nif.D codifica - 

para la subunidad ' básica del componente I ( 56K). Como en el caso de- 

jas jfneas NifK_ la dismínuci6n de las cantidades de proteSnas Nif- 

en goles ( te dos dímensiones y en ensayos sugieren que el componentell - 
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pueda tener alguna íntervencí6n en el mecanismo de derepresi6n . 

níf'R$- Líri,, as nifH- tienen baja actividad redactora de

acetileno in vivo, y <i- rez)erít,-in tina variedad de fenotíl->os en gelee- 

pero todae carecen de componente, II actívo. Los for.,,otiv:ios pueden

explicarse el¡ base a dos ruodeloss[ jtio qae irtiPlica obTtrvaciones de -- 

un 11 en, funci&n regalatoria ya sea a YAYel de tra<Iucu¡ 45n- 

0 lor, genes quo codífican para la sfntesis dü'! - 

un BCésYundo modelo ca el cual el componento , 1 C., 3

I-le0esarlo Para la estabilidad del componentel y 4 t la e Uvez out, l' 

timo de alstana rol --rúa es I.Jecesrr1,0 para la derftpr",sí<5n de los geneí3- 

En el prímer modelo esta fu.rici<Sri regulatoría podrfix o.er

actividad del componente 11 uniría a au función c itílítica.Tin compu, 

Una fo", a alterado pierda ati, fnrici 5ti

tórta puedi- ser el- 4. tlictado en pero es incapaz de intervenir

yo,,,. ra elevar loe nivelea del componente I, presumibl( 4% ti nte euta acci&n- 

del compor.ente 11 tendrfu la forma. de un bloqueador del entro - 

los gcln,ks Vifli y NifD. El control de la afntesis deri, componente

ímediante el com,, nente 11 ser un mecanismo lStíl y,,<) r el

so produoíriCyi rtylz,.teíones corrertas de lós con&Tson. jilte 1 y 17, 
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no sabe que un exceso del componente I puedo ¡ tibibir la fíjaci6n - 

dp nitr6Feno. ( 59) - 

El d1timo modelo tiene inás apoyo por el resulteLdo de r,eles

en dos dimensiones practícados a extractos df? lincas nifH que no

presentaki componente 1 viníblo ( uir) utílizar maren radíactiv.,i,),- nil)n- 

tras que en extractos con marca radiactiva si no encuentra c.omponen- 

te 1, estos hallazgos sugieren que la estabilidad es el problema del - 

componente 1 en las 11neas nífH. 

nifJ:- Lfneas NifJ- al ¡ É7ual que J.lirF- presentan bajor,, p,-,-- o de - 

tectables niveles de activídad reiltic., yra de acetíleno i vivo y - i_n -- 

muy al t^ ne ti vída(1 ín vi. tro. 

El fracaso al adicionar componentes- 1 y 11 Para tratar de, es — 

tímular la actívidadoacompafiado con resultados de alta activídad — 

sin la ndicí&n de estos componentos sugieni que el producto nifJ,— 

no es esencial para generar cojuponentea 1 y 11. actívoO. 

A pesar de que el producto del gen nifJ no es necesario para — 

la reducci6n del acetilen0 In vitro, y no es requerído par,,,i la for - 

1naei&n de log componentes 1 y Il activOsteSte eStá precente en — 

altos niveles en la, c4lulasY es un elemento indispen.sable para la — 

fiji-trit n le nítr&ge-no atmósferico In vivo. 
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Virtualmente todas las lfneas, NifJ carecen de cantidades - 

significativas de una proteZna ( 17K) yse piensa que la proteSna - 

120K), producto del gen nifJ pueda actuar como regulador o esta- 

bilizador de la protefna ( 17K). 

Análisis de complementací6n efectuados con el bacteri6fago - 

Ma indicaron qu.e existen 5 operones policistr6nicos, y dos mono - 

oistr6nicostaifa niL nifIgnifFinifM nifV nifStnifN nifEj - IRtBIL& fL

nifK nifD nifHjy nifJ. Ademis: 

los productos de 3 genessnifBlnilE, nifN. v-stan involu, - 

crados en la sIntenía del F' eKoco. 

2. - El producto del gen nifM ( y tal vez el de nifS), particí - 

pa en la formaci6n del componente II activo* 

3. - Las funciones reguladoras están tentativamente asignadaer

snifAjrIifL,( nifK- nifD) tnifH y nifJ. 

4.— Los productos de nifJ y nifF son requeridos para la re - 

duceí(5n del acetileno in víy= pero no. In vitro. 
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Yleti,31iil.la Zteurnoníac, al parecer, ha evolucionado un elaborado — 
i

sisteína p- Lra rPEnlar la expresi<Sn de los geneRg nif. 

Ente iatema modulador de la fijaci<Sn de nítr&g<?tno, involuera a

la enzima- glutamino sintetasa. 

La tYlatamino sitetasa realiza dos funcíonet3: enz$ ma y proteína

reguladora. 11n la fígura 3A se muestra una de las 12 subunidades de — 

la glutamino síntetasa y a lo largo de éstalhínotéticos' sitios de uni<Sn— 

de varias molécalas pequelas que funcionan como sustratos y cofactores. 

Por la sofisticada forma como es regulada a la glutamíno sinteta— 

ea se le !-,.L llamado," El cerebro nitro,.glenado de la ci5lulaj4

Estudios realizados por Staldtnan y Holzer ( 27c) en K. acroQ-enes — 

demostraron que la habilidad de la glutamino sitetasa de formar gluta — 

mína, pt)e(-Ir, decrecer rápidamente modiante la uni&n df, grunos adenilAlos— 

a gru- os hidroxilo de residuos de tírosina específicos de cada una de— 

las 12 subanidades de la glatamino síntetasas

Por el contrario#la habilidad de formar glutamina se incrementa — 

i1

rgpídatno,rita al eliminarle e-,ltos p-rapos( fíg. 3C). 
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Ambas 1' ormas de la glutaminó sintetasa ( adenílada y deade — 

ni.lada) tienen actividad de transferasa, que es la habílidad de YL

transferír el grupo glutamino de la glutamina a 1. A hídróxilamí— 

na en de ADP. 

Las reaccíonen de adenílacíon y deadenilací6n son cataliza — 

das rK>r la misma ( ATP-,<:lutamint sintetasa adenil, u. 

transfera,.;a) ol.a reacci6n que cataliza la ATana está r--gida por - w

In protofv, rer y efectores metiib6licos comotalfa-f- ulatoria ( Pl. 1. 

cetoglutat,atotATP$glutai,-ii7i t y fosfato inorganico. 

La forma inmodifícada de P * PMA estimula la adanílacidn, míen- 
11 - 

tras que una forma uridilada ( P..) oe requiere para la deadenila — 

c,i,Sti. Lil interconveraiSn de P
MA

13. P " es consumada por una tercera — 

enzimaila Uridiltranriferatizi ( UT
a sa) ' 

La ITTaqa es activada )— cetoi lutar<,.kto e inhíbida por

tamina, rotisecuentemente, una relaci&n alta de 2—cetoglutarato a — 

glutamina característiva de, evilulas crecíendo en un medio defí— 

ciente en anionio estimular.1 la deadenilaci4n de la glutamína sinte

tasavy al contrarío, una relaci6n baja i 2— ce top, -1 u tarato a Tlatamina— 

caracteristica de células crecíendo en medioo r_cn un exceuo de

nio, eí tí nul¿-tra la adenílaci&n. 
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Desde hace mucho tiempo se sabe que el NH
4 + (

primer pro — 

dueto de la fíjací&n de nítr¿geno) reprime los genes que sinte— 

tizan la nitrogenasa. Robson ( 60) determin4 que el oxfgeno y el — 

amonío son represores de la efntesis de los componentes 1 y II — 

de la nitrogenasa, al no observar incorporací6n de 3530
4

2- 
y acti- 

vidad de nítrogenasa. 

Esto aparentemente asegura que la nítrogenasa sea producida — 

dnicamente oaando, no exista otra fuente de nitr6geno utilizable. 

Un modelo de trabajo propuesto para la regulaci6n de los ge — 

neo nif por medio de NH
4 + , 

con base en conceptos actuales* se ilus— 

tra en la fig- 3B. En ente modelowtíene relevancia la existencia de — 

un sistemi enzim4tica, conocido cotro" sistema enzimático de ado — 

nílaci&ri en cascada,I. El cual básicamente ya fué descrito* 

Este modelo muentría que 10- 20 seg después de la adíci6n de — 

NH
4 + 

al rnodío de cultivo cuya fuente de nítr<Sgeno era el atmos— 

fáríco, se presenta una marcada perturbaci6n en los niveles de

glutaminayglatamato y otros metabolitos relacionados* La sdbita

elevací6r, o díaminaci6n de estos compuestos activan el sistema

de adenilaci5n en cascadalel cual cataliza- la modifícaci6n co— 

valente ( te la glutamíno sintetasa por la uní&n o elíminací<Sn— 
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de la mitad de las 12 unidades de adenina uníldas a residuos P -s — 

p,E- cffícoti (le tírosina distribuidas sobre cada una tle las 12 sub— 

unidades !,, rotefeas id&ntícas. 

La glutaminc 3intetasa con sus 12 residuos de adenina tieríe— 

enormemente reduCida la actividad bíosínt4tica de glutamina sin— 

tetasa en comparaci6n con la enzima no - xíieni,lp.í,(Ii, incltigive una va— 

riedati tip INarámetron catalfticos de la enzima son ínfluenciados — 

por la mi>, 11, fícací&yi de llos residuos de tirosína. 

a este efecto bioqufmico de caucadalla expre, ii,,n pe— 

netica , j,! la es de alguna manera blóqueada. 

La ídea -nás simple fundamentada ampliam.ente en experimentos— 

efectuados en los laboratorios de Magasaník sobre sistemas enzimá— 

tícon relacíonadoslos que la wlenílaci&n de los residuos de tiro — 

sinagsugiere que se bloquea la unijn de la glutamina sintetaua al— 

operador de los genes nífyuna pequeRa regi6n del ADN esencíal pa— 

ra la expresí<Sn de los, genes qae codífícan para la sfntesís de la — 

nitrogenas a. ( 61) . 

A la, inyersalla ártiadeT i.I,-icí&" de la glatamino sintetasalque— 

se efect..,,t lafi <,41ii1ai, fijadoras de nitr<S". no están cre — 

c-Inrida on an medio de cultivo que contiene nítr&geno combinadoy
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y son colocadas en un ambiente donde deben obtener su nítr6ge

no de la atm&sfera#permite la uni&n efectiva de la glatamina

sintetasa y la subsecuente activaci6n de la transcripci6n de los— 

genes n1f. 

Se nostula la interacci6n entretglutamíno sintetasa y ADN— 

ARN polim-erasa al, níf operador — promotor para producir el AR11 — 

mensajero para la expresi<Sn de los genes níf. 

El mejor apoyo experimental para este modelo de control de la

expresi6n de los genes nif*proviene de estadios realizados con mu. 

tantee en las cuales la expresí&n de los mismos está permanente

mente conectada como consecuencia de ana matací<Sn estructural — 

en la glutamino sintotasa.( 61). Estas mutantes producen continua

mente nitrogenaga adn en presencia de íones amoníolen ellos se ha

encontrado que tienen catalfticamente ínactíva la glutamiru) sínte— 

taoayp<vro 4sta puede ser detectada InmunoUgícamente. 

De eRte modo, altaraciones genéticas de la glutamino sinteta— 

a& pueden tener dramItícos efectos s3bre la exprej3í<Sn de los ge

neo nif. En ente caso la continua expresfi5n de los mismos fué per

manente.( 61). 

Qut- la glutamino sintetasa de alguna manera está ínvolucra — 
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da en ol control de la expresí6n de los genen nif es apoyada por— 

otros hallazgos experimentalesí

lo—Ciertas lfneas que requieren glutamino sintetasa para su — 

crecimiento, y que al mismo tiempo no pueden sintetiza¡- nitrogenasa— 

readquieren la habilidad de producir nitrogenasa despaés de recibir— 

por conjupaci<Sn un plIsmido que lleva los genen para la ofntesis — 

de la glut:kmino síntetana.( 61). 

29— La intmducci&n de Plásmidos que acarreen los genes nif,~ 

a una bacteria no fijadora de nitrógeno relacionada ( Ltj= en2s) y— 

la cual tiene alterada la producci<Sn de glutarnino, sintetasa y es— 

producida en cantidades elevadas* En este receptor, los p,—nes níf— 

transportado9, se eypresan y son regalados en presencia de iones— 

a.-nonio.( 61). 
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5. 2. 1.— A( TIVID&D ;,' OT03INTErICA DEL IIRTEROCISTO

Las Cianobacterías contienen dos sistemas fotosintéticos se

mejantesa las plantas verdes. 

El fotosístema II produce un d4bil, reductor y un fuerte oxidan— 

te al rom.per la mol4cula de agua y generar oxfgenoyel reductor dé

bíl se combin'a con un oxídante débil producido por el fotosintema— 

lypor medio de una cadena de transporte de electrones que fosfori— 

la ADP, este proceso es conocido como fotofosforilaci&n noc-fclica — 

Cuando el fotosistema II no ftinciona ( por destrucci<Sn como en

el heterocisto) o por estar bloqueadó con el herbicida DCMU MM— 

diolorofnnil)- 191—dimetilarea) wel reductor fuerte y el, oxidante dé— 

bil producidos por el fotosistema I se combinan a través d una ca— 

dena de transporte de electrones ( acortada) fosforilando ADP, a

este proceso se le ( lenonina- fotofosforilaci<Sn cfclica. 

Los compueqtos encargados de separar la producci6n de oxídan- 

tes y reductores en cada fotosistema son los centros de reacci.&n( e— 

Bten dos centros de fotorreacci&n: el correspondiente al fotosis— 

toma es el centro do reacci6n que provee los electrones pa— 

ra la del bi6xido de carbonoyy el fotosistema Jilque — 
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es el centro de reacci6n que genera el poder oxidante necesario - 

para la abstraccí6n de electrones del agua. Están compuestos de pa- 

rejas de mol4culas de clorofila en distintos estados de excitaci6n- 

las cual - s pueden ser fotooxidadas, propiedad que reside en complejos- 

prott-Na - clorofila y aceptores primarios de electrones. 

Estoz: grupos están asociados con antenas recolectoras de ener- 

gSaplas cualOs estan formados de complejos proteNa - elorofilay - 

ros de rea - su funciSn es absorber enert la y transferirla Ft los cen`$, 

En Cianobacterias, los complejos ficobílipigmentos- protefna - 

que constitujyen m& s del 4(Y',, de las protefnas solubles de la céla - 

la tuncionan como pigmentos recolectores de energfa exclunívamonte- 

para el fotosistema lIfla secuencia que se propone es s( ficoeritri - 

na- fíc-ocianina-- allof'icocianina- elorofila( a670)- cen.;- 

tro de re,,tcci<Sno) ( 53) - 

La transferencia de CiAnobacterias fijadoras de nitr6geno, a - 

un medío ambiente libre de nitr<Speno combinado da por resultado la - 

pitrdldn il(-- la ficocíani.na en un 50- 7(> de todan las células -(53) — 

63) ( 6, 1) - 

La sfntesis de ficocíanina se reanuda en las células vegeta - 
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tivas cuando las cianobacterias se convierten en fijadoras de nitr6- 

geno. La reanudaci6n de la sIntesis de fícocianina en heterocístos - 

viejos ha sido reportada por Thomas ( 65). Los heterocistos aislados - 

carecen de la caracteristica banda de absorcí&n de la ficocianina

mAximo a 620 nm) cuando fueron analizados por mícroespectrofoto

metrIa.( 53)( 66)( 67)- 

La pérdida del espectro de absorcí<Sn de la ficocianina se co - 

rrelaciona con la degradaci<Sn de la protefnaglas bandas de fícobi- 

líproteTna estan ausentes en geles de poliacríjamida efectuadog a - 

extractom ¡ e protefnam totales de heterocísto ( 56)( 68)* La degrada- 

ei.Sn e,,,:t efectuada por tina proteasa cuyo sustrato espeoffico son - 

las fícobiliprotalnaE;.( 69)( 70)- 

La ausencia de fícobilípigmentos sugiere que el heterocisto — 

carece de actividad de fotosistema II lo cual desde un punto de vis— 

ta teleólSTico podria ser una ventaja#ya que el oxfgeno generado

por el fotosistema 11 inactivarfa a la nitrogenasa. 

La presencia de clorofila ( a680) y carotenoides es indicador

de que el fotosistema I está activo en el heterocisto. rrloelhaer mos— 

tr<5 que en algas azul—verde la transferencia de energfa de carotenos— 



a clorofíla acontece exclusivamente en ol rotosiiitema 1 -( 53)- 

Claram,-nte# la carencia de ficobíliprotefnan no es suficiente— 

para explicar la ausencia de actividad le fotosistema 11 en el he — 

terocisto. I:Y-ísten nutantes de cianobacterías en las cuales la fico— 

bilínas estan ausentes y las células retienen la actividad de foto— 

sístema II ( 62), Igualmente existen mutantes de plantas verdes que— 

no tienen aun grupos análogos recolectores de energía pero son fo

tosintétIcamente competenten.( 62). Por lo tanto es claro quiq se — 

requieren modificaciones en el fotosistema 11 para eliminar el — 

desprendimiento de oiSgeno. 

A euta respecto se conoce que la maquinaria que libera oxíge— 

no es dependiente de la ' presencia de Mn ++ unidolla relaci6n de Mn ++ 

unido a clorofila en el heterocisto es solamente del 1C)' 2 que el de— 

las células vegetativas. P1).( 72). 

Hay discrepancias en cuanto a la valencia del manganeso pe— 

ro por su, alto potencial el par i ¡& n mangánico/ manganoso, ( Mn.. 

H
Nn+"'

M05 - 

1- 5 V ( P . 7. 0), ofrece una base atractiva para la - 

teoría ( 73). 

La relaci4n de átomos de manganeso a -moléculas de clorofíla- 

en organismos generadores de oxfgeno es de * 1: 50 - 100 -Los tilacoi- 
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des de al,Taq deficientes en manganeso, presentan numerosas malfor — 

maciones. 

La r,,) rganizaci<Sn de la unidad rotosintétíca en el hetero — 

cisto es seHalada por mediciones del contenido celular de P
700'

e 1 - 

tamaRo de la unidad fotosint4tica ( relaci<Sn clorofila ( a)/ P
700) y — 

por el nt)'mero de estas unidades por célula. 

En el fotosistema I los centros de reFcoí<Sn se caracterizan— 

por tener una clorofila especial fotuoxibable denominada P
700* 

1 — , IaciSn de P
700

a clorofila nos da el tamaRo de la uní — 

dad fotos-intética: que es de 170- 180 en células vegetativas y de 1 — 

a 60- 90 en el hoterocísto.( 74)( 75). El n& mero de estas unidades — 

por célula es de 50% más alto en el heterocisto que en células ve— 

getativas ( 709por lo tanto el decrem,%nto en el contenido de cloro— 

fila en el heterocisto ( 66)( 67) debe atribuírse al tamaZo y ndmoro— 

de unidades fo tosintétícas Queda por resolver sí el incremento en — 

unidades fotosint4ticas est& acompafiado por sfntesis de nuevos— 

componentes o por modificací&n de las unidades viejas.( 62). 

La cadena de transporte de electrones fotosint4tica de las — 

cianobactorias se conoce, al menos posee un componente ( cit. b
563 ) 

dis- 

tinto a ambos sistemas de fotofosforilaci6n ( cfclico y no—cfclico)— 

76). 
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La cadena no cíclica de transporte de electrones incluyesci- 

tocromo b
5) 9' 

plastoquinona, citocromo c
554 (

cít. f) y plastocíanína;- 

todos están presentes en el he terocisto pero las cantidades en re - 

lacíSn con las células vegetativas se desconocen ( 72). 

La cadéna cfelíca de transporte de electrones atilizaicito - 

cromo b
563 (

cit. b
6 ) que tranIsfiere los electrones a plastoquino - 

na o plantocianina. el c.itocromo b
563

también est9 presente en el - 

heterocisto ( 72) ( fi,9- 4)- 

1Pnr ` ltimo, los heterocístos pueden efectaar fotofosforilaci<Sn- 

in vitro en rangos safícientes para proporcionar el ATP necesario, - 

para la fijaci6n de nitr6geno ( 12ATP/ molécula de N
2) (

72)( 77)( 81). 

Estor, resultados son consistentes con estudios efectuados en - 

células enteras que sugieren que el ATP para la fijací&n de nitr6 - 

geno puede ser proporcíonado totalmente mediante la fotorotiforila - 

ci<Sn cUlica ( 78)( 79)( 80). La actividad de nítrogenasa en, Anabaena - 

cylindrica es m& xima solamente en presencía de luz. Esto indica una - 

clara depondencia del fotosistema 1.( 82). 

Otro punto a considerar es respecto a la naturaleza del re - 

dactante que es producido por el fotosístema 1 bajo condiciones - 

no cfclicas. En las células vegetativanjuno de los aceptores prí- 
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marios del fotosistema 1 es una ferredoxina unida a membrana ( 83) 

detectable por un espectro caracteristico de RPE, abajo de 30OKI— 

otros transportadores de electrones involucran a una ferredoxina— 

soluble y nuelcótidos de piridina; estos 41timos proporcionan — 

reductant-ris para la fijací<5n del CO
2

vía ciclo de Calvin. Las dos— 

ferredoxinas han sido purificadas de Nostoc splia r,,1ás grande po

see un centro activo constituido por -. 2Fe- 23 por moléculalcon un

potencial ( FEo ) de — 406 mV ( 84) - 

Los h,rterorir3tos retienen la 9.elal caracteristica de RPR de

la fe—-.- rina unida a membrana con otros valores de g de : 2- 05

1- 9491- 92 Y 1- 89 ( 85). Se cree que la ferredoxina es el d1timo aca— 

rreador de electrones hacia la nitrogenasatein embargo en bacte

rías el óperon nif íncluye un gen que se supone codifica para un

tranaportador de electrones para la ni.trogenasa ( 49- 



5 092*— METABO—LISMO DTL CARBON

Las modificaciones del aparato fotosintético de los hetero— 

cistos estan estrechamente ligadas a cambios drásticos en el me — 

tabolismo del carbono. 

En las células vegetativas, los dos fotosistemas cooperan— 

para producir ATP y redactantes para la fijacíSn del carbono* 

En el capitulo anterior hemos analizado que en el hotero — 

císto la actividad del fotosistema 1 está centrada hacia la foto — 

fonfo _- 1 iSn cfclica y por lo tanto no es posible que sea capaz — 

de proveer reductantes para la fijaciSn de ' 002 Por otra parteveí — 

la fijaci&n de CO2
continuara en el heterocistojel proceso competí— 

rfa con la fíjaci<5n de nitr<Sgeno por reductantes y ATP. 

La Incapacidad del heterocísto para innorporar CO 2 1 f u'4 d '9 — 

mostrada primero por autoradíograffaydespués
de exponer por un tiem— 

po breve a filamentos intactos de algas azul—verde a 14CO
2 9

sin em— 

bargo la marca mostr& un r&pido movimiento de las células vegetati— 

vas vecinas hacía el heterocístio como malbosa y glutamato prín — 

cipalmente, la naturaleza de ente transporte se contin4a estudiando— 

62)( 86)( 87). 
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1
tiene — Ttita incapacidad del heterocisto para incorporar CO2

sus causas directamente demostrablesa

La actividad de ribtilosa- 1, 5- 1) ifo«-3r--tto carVx)xílasa está ausen— 

te del lictfi,ocis'to ( 88). La ausencia de esta actividad que normal — 

mente adiciona CO 2 a la ribulosa 1, 5 bifosfato para producir 2 — 

moléculaf3 de fosfoglicerato, está correlacionada con la ausencia de — 

cuerpos poli4drícoa (
carboxísomas) en el hoterocioto de cíanobacte— 

rias ( R9) y con la ausencia total de antIgenos de carboxilasa en — 

extraetna In heterocístos dfy Anabaena ( 62). 

Uor- lo tantoysin un ciclo de Calvín operativoyel hoterocisto— 

puede dedicar suficiente ATP producido me, liante la fotafotiforilacidn— 

cfelica para fijar nitr<Sgúno y nara la sIntesía do protefnas, que — 

lo conduzcan hacia la diferf«,,nciací,5n ( 56) 6B). 

La fuente de r-,ductantes para la fíjaci6n de nitr6geno adn— 

no está T— rfÉictamente identificada. Eleiste evidencia que indica — 

que la acivídad de hexocinasa en extractos crudos en dos veces — 

más alta en el heterocisto que en células vegetativaB y que la actí— 

vídad de las enzimasiglucosa 6—fosfato deshidrogenasa y de 6—fos — 

fogluconato, deshidrogenasa son al menos 6 a 8 veces más alta. 
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En estas células, esta secuencia de reacciones enzim&ticas— 

partiendo de glacosa9producirán dos moles de NADPH por cada mol

de glucosa. Los nucle<Stidos de piridina reducidos podran entrar

a la cad-ina reRpiratoria y producir ATP o alternativamente podrán— 

ser empleados para reducir a la ferredoxina.( 91). Fig- 5 - 

5. 2. 3.— M-,- rABOLIS1,40 NITROGENADO. 

Los heterocístos maduros difieren de, lao células vegetati — 

vas, con respecto al metabolismo nitrogenado en 3 importantes as— 

pectosi

1.— Contienen nítrogenasa. 

2.— Altos niveles de glutamino sintetasa. 

3.— Bajos niveles de glutarnina oxoglutarato amido transferasa-v

Estos aspectos representan un nivel mas de diferenciaci&n que— 

es analizar por separado para percibir la funcionalidad — 

que implican. 
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5- 2- 4. Lk NITROGTE'NASA

Este sistema enz-imatico renponsable de la redi-,c-- i<Sn del - 

nitr<Sgeno atmonf4rico a amoniote) ns4ste de
i
dos prgtefnas; 1a proteí- 

a más grande ( peso molecular 210, 000- P42, 000) contiene Moje y

Azufre & cido- lilbil,,míentras que la protf-fna pequefia ( peso mole

cular 55# 000- 66* 000) contiene Fe y azufre ácido libil.Como nín&-u- 

1 na protefna exhibe actividad catalítica etiando son sePa-radaslse - 

descríben como un co,,npl- jo enzímitico catalíticamente competr nte. 

Una exDlicaci<Sn alternativa al, comportamiento de las dos - 

protefi, as es que la protefna más PequeHa funciona corno tina !', - 

ductasp. especIfica para la p- otefn.a mA<, grande y de esta forma - 

i : 
i la protefna más grande reduce al nitr<Igeno; de aquf que a la pro- 

teSna grande se le denomine con mas exactitud nitrogenasa ( equi, - 

velerte a bloPe- protefnalcomponi ile 1 y molíbdoferretloxina) y a la- 

proteSna pequefiamitrogenasa reduct,, - t ( equivalente a componente- 

IT. Fe- protefna y azoferredoxina) ( 94). 

El componente 1 del sistema AP la nitropenasa tiene un co- 

factor que contiene: Moje y

Sc2
en una relaci<Sn 1: 8-. 6# este ha sido - 

purificado ( 95) ( 90 - 

Los siguientes datos apoyan la teoria de que, el FeMoco - 



MrI.FM

og el notivo de la nitrol7pnasa y probablemente el sitio - 

de uni6n dol nítr4geno atmonféríco para que nest nulinocuentemente~ 

redacido.( 95)- 

lo- Es capaz de catalizar la re('Ittcci&n del acetileno in vítro- 

an prenencia de bor-ohidruro do nodio nunquo au actividad ( 34 nmoles- 

de etilenó foríji,lojimin/ nmol de Mo) tan solo representa el 8% en - 

relací&n a la actividad de la ni-troTenasa ( In vivo 

2. - Mutantes de K. rnearioniaegque producen un componente 1

inactivo puede ser activado in vitro mediante la adioi<Sn del cofa— 

etor de fierro y molibdeno ( FeMoco) purificado a partir de compo- 

nente I activo.( 95). 

L& r(-,ioei&n de nitr4F-eno atmosf ríco a amonio, requíere de la - 

ndi e n ( fi, 6 electronen, comín no ; e, han Potablecido ejemplos en

tre iones simplesg* to-na o-, o mol6calas en las cualeg se transfieran7

sintlltanpn,,iiei,ite 2 o n,' t-q equivalenter. reductores#es razonable asu- 

mir que esta reacci, n debe consistir de varios pasosyeada uno- 

probablem- nte involucra la transferencia de no m¿Is de 2 equiva- 

lentes . 

El mecanismo m4s simple rejaerira de 3 suce8ivas adiciones- 

ile 2 equivalentes redactores para producir primero -.diimina - 



hidraoina ( 11
2

N—NI¡ 
2 ) 

y finalmente amonio. 

El a:,,aniaco y la hidracina son compue—tos entables, la di¡— 

mina por otro lado, es un compuestó muy ine stable, (tanque se han— 

reportado coinplejoL u6lidor, en las dos formas ísoméricas ( cis— 

trano) conteniendo diimina ya sea, en forma íonízada o neutra.( 96). 

Los enlores y energías: libren de formaci5n en Kcal/ mol ( en

el caso del amoniaco por 2 moles) que se muestran a continuaci6n

96). 

1014cul :L Estado
0

Hf
0

G f

N
2

H
2

gas. 48- 7

N H liq. 12. 0
2 4

aq . 801 30- 5

NH
3

gas 22. 0 7- 9

FAq* 38. 6 12- 7

Muestran que la reducci6n de N
2

a NH
3

es termodinámicamente — 

favorable, iin embargo la formaci6n de hídracína libre es desfa — 
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vorable y la de la d¡ imina es extremadamente desfavorable9por — 

le que el problema real de la- fijací&n de nitr<Sgeno por los mícroor— 

ganlamos en poder salvar 1,a adici6n altam, nte endotérmica de los — 

dos primeros electrones. 

Termodinámicamente el primer paso- esto es, N
2 + 

2H --- #. N
2

H
2 — 

puede efectuarse utilizando un agente reductor m4s poderoso que — 

el 11 2 y/ o mediante la estabilízaci6n de la d¡ imina.( 96). 

5* 2- 5-- MICANISMO DI,' REACCION DT LA NITROGENASA.— 

Tso y Burris ( 97) 9demostraron que el complejo: NgATP se une — 

e speoffi(,n,,,,, nte al co-nponente II ( nítroffenasa reductasa). Como resul

tado de erta (ini&npol potencial del componente II baja y le con— 

fiere la propiedad de reducir a la nitrogenasa ( componente I). 

Dla diffeil medir el potencial del complejo Fe—Protefna—M9—ATP— 

pero se (:-,ri-e que es ¡ e aproximadamente —400 mVel componente 11 — 

mdacido puede ahora reducir al sustratoe

Los red.actantes fisiol¿gicamente funcionales incluyen prin— 

cipalmente a la ferredoxína y en otros microorganismos la fla — 

vo,doxina. 



71 — 

v.xísten evidencias ( 94) lue indican que el ATP es requeri — 

do para la transferencia de electrones y no para la reducoi<Sn de— 

sastratos ( la nitrop.enasa puede reducir)% 

H
3

0+ ( H+) > H
2

N ---- wNH
3

N
3 — ----->

NH
3

N
2

0 ----* N
2 + 

H
2

0

RCN —> RCH
3 + 

NH
3

C
2

H
2 2

H
4

Cielopropeno ---#» Ciclopropano. etc.( 97). 

ro( lqxotnaoL no# diPoola do la ni ti'0KOnnOft 11`* 11

pude de cada electron quo no transfieregfen&meno que es acompaZa— 

d.o por la hidr&lisís de ATP ( 94) - 

Otro papel que desempeRa el ATP9es el implicado con el es — 

tablecirniento de interacciones heterotr<Spims( MgATP—MgADP) con el

complejo de la nitrogenasa para el control de la relacci6n de — 

sustratopla es -trocha uni&n MrADP a la nitrogenasa en comparacDSn— 

con la dol complejo MgATPtaf; egura una rápida inhibición de la re — 

ducoi&n í,! 1 sustrato por una pequeRa disminaci6n de la relaci6n— 
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KgATP t MgADP91a débil uni6n del complejo MgATP a la nitroEenasa — 

presumiblomente facilita el selectivo control del costoso sistema— 

en tér,nivio,,:t de exigencia de ATP) ( le la ni.trogenasaya la vez que — 

pormitp jue otras enzimas ( lependi(intes de ATP contintien ftincíon,-.indo. 

107) - 

El eG, juema para el mecanismo de catalisis de la nitrotIena — 

na on ", I ! liguiontel

de la Fe—protafna por un donador de electroneno

Fe—protefna
Ole* + 

e— ---#- Pe—protefila. 

2.— ' Tnnamble dii un complejo ( ue contiene ambas proteínas ( Fe— 

proteina y MoFe—protafna) y XgATP. 

MoFe—protetna + Fe—proteIna + MgATP :;== -- Pe—protefna.— 

214gATP. MnFe—protefna. 

3.- La transferencia del electr¿n de la Fe—protefna a la — 

MoFe—prot.efna acoplada a la hidr<Slísis de ATP. 

A
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Fe— pro tg, f riaM9AT P. Mo Fe —pro te fna --- ~#- Fe—nro te f na ( Mip.1DP) MoFe— 

Pí

protofna r# -(l

4,— Tr,insferencía da electrones hacia las sustancias reducíbles. 

Fe—protpfna
OX0 (

NIgATP) MoFe—protefna N
2

L41 R

1,19ADP + Pi) H + 

101

C
2

H
2

Fe—pro te f ria
oxo (

M¿,-APP). Xj?e— prote-fna + NH
3

0

01. 
MP,ADP + Pi) H

2

on

C
2

H
4

Rer. 10-1). 
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5. 2. 6.— ASINITIACION DK NITHOGENO ATMOSPERICO. 

Al adicionar
13

N a filamentos intactos de A. cyl.indríca por un — 

periodo dti 120 seg y analizar el extracto del cultivo por electro — 

forésis de alto voltaje en capa delgada, el flujo de la marca fuel — 

de N
2

a arrionio, de amonio al grupo amido de la glutamina, luego al — 

grupo alfa amino del glutamato y posteriormente a ptros aiiJ,no icidos.— 

98). Cuando, se adicíonS un inhíbidor de la glutamino sintetasa ( metio— 

nina sulfoximina)# unícamente se marct5 el NH + y al adielonar azaseri — 

na ( inhíbidor de la glutamína--oxoglutarato amido transferasa), la mar— 

ea se acumuDS en la glatamina.( 98). 

Estoa resultados son consistentes con la asimílaci&n dil amo — 

nio vlasglutamino sintetaga/ pltitamina—oxogltttarato amido transferana. 

La f:,Plt.itarnino síntetasa tíene un doble papel en bactarías fija — 

doras de nitr<Sgenoguro cli PIlos, la incorporaci6n de NF + a glutamato,_ 

este proceso está regul,-.tdo por la deadenilaci6n de la glutamín,:> sínteta— 

sa, reacci6n que la transforma en un regulador positivo del operon de— 

los genes nif. 

Esta enzíma ha sido cstudiada en extractos crudos de Anabaena — 
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aof como purificada de los mismos ( 82)( 101)( 102). Sin embargo no — 

exinten evídencias de que la enzima sea adenilada en cianobacterias. 

103). 

Los d1timos esta -dios ( 101)( 108) sugieren que in vivó, los nive — 

los intraeplulares de cationes divalentes ( NIg*
4, Co4'%

1a intensidad — 

de luz e inhíbidores por retroalimentací6n ( AMP, CTPIcarbamil fosfato— 

triptotano), tíen" n un papel dominante en la regulaci6n de la activi, — 

dad de la - lu,tamino sintetasa y en consecuencia en la asimilaci<Sn — 

de amonio y la fíjací<Sn de nitr<Sgeno. 



CA TIPIT) IP 6

PARV', FXPERTMENTAT, 

1.— Se sometíeron cianobacterias a cantidades crecientes de an-tibi& tíco. 

2.— T,valuncíSn cualítatíva de la actividad de nítro", na9a de cíanobacte— 

rias no tratadas con antibi<Stico y tratadas con antíbi,5tico* 
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MATERTALE1, S) T METOD03

6. 1— CTANORACTERTAJ

rara efectuar este trabajo, se titilizaron las Cianobacte rías Ana — 

baena imp y Nostoc sp. Donadas por el Dr. Oreff dol. Limnology Department— 

University of Wisconsin. MadisonjWis. USA. 

6. 2.- 7 MATERIAL D: VIDRIO

Todo el material de vidrio empleado para los experimentos fue— 

lavado con detorg" nte y enjuagado con agua desionizada. 

6e>3-- APARATOS

3e utílizaront Campana te flujo laminar " Hítachi" 

Tspectrofot(Smetro " Carl Zeiss PM q 1111

Cromat6Fraro &? ganes " Varian aerograph nories 2700" 

Graficador " Varian A- 25" 

Colu,nna: DEGS ( Die tilongl icoleuccinato) 201, sobre Chro

mosorb WtAWIDCMS- 80/ 100 3- 5 m x 1/ 8 in ( acero inoxida— 

ble. ) 
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Microscopio de luz " Olympus" 

Detector sIonizacíSn de flama. 

Autoclayew

Homogeínizador " Petter" 

Equipo para fíltraci6n INILLIPORE11 ( Utilizando— 

membranas de 0. 2

Centrífuga clinica. 

6. 4, REACTIVOS

Los reactivos empleldos fueron de grado analítico y - se obtu— 

vieron de las casas comerciales: Merck y J. T. Baker. La Actínomicina—D— 

fue adquirida de Sigma Chemical Co. St. Louís, M0- USA., AcetilenoyEti— 

leno y Nitr<Sgeno de AGA de Mé%icog">A de CV. El Pelío de New+,own

Industrioq Inc. Inland City9N. Y. y el Hídr6geno para el detector

fue gener,>do por medio de un hidrogenador " Varian". 

6. 5 ESTERILIZACION DEL MATERIAL

El materíal9y el medio de cultivo empleado para efectuar el — 



crecimiento de las cianobacterias fue esterilizado en autoclave

durante 15 mín a 121
0. 

La Acinomicíta —D se esteriliz& mediante

filtraci&ti en un equipo 1IMILLIPORE11 empleandosMalla de Nylon? 

prefíltro y membrana de 0. 2 . 

6. 6.— ME910 DE CULTIVO

CONCENTRACION FINAL. 

N aNO
3

5 - 58 x 10 —
3

m

K
2

H PO
4

1- 55 x 10-
4

9

m g.-, 0
4* 

7H
2
0 3. 04 x 10-

4
K

CaCl
2 .

2H
2
0 1. 83 x 10 —

4
m

NaSiO
3

gH 0 2, 22 x 10-
4

m

NaCO
3

1. 88 x 10- 4 m

Calentar fiasta disoluci6n la mexcla: 

Citrato férrico 9. 80 x 10 —
6

m

Acoeftrico 1. 82 x 10- 5 m

r-,DTA. sal dis<Sdica 6. 00 x 10- 7 x

y adicion.ar 0. 1 ml a un litro de melío. 
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Me-, clar hasta disolu--i6ris

Mn9O
4* 

H
2
0 1. 00 x 10- 5 m

ZnSO,,- 7H
2
0 4. 00 x 10 —

6
m

CUSO
4,

5H 20 1. 00 x 10-
6

m

y adicionar 0. 1 m1 a un lítro de medio. 

Mezclar hasta disolaci6n: 

Kei 9. 90 x 10-
5

ÍM

BO
3

5. 00 x 10-
5

M

Na9mo0
4* 

2H20 4. 00 x lo
7

M

y adicionnr Oel ml a un lítro de medio. 

COCI
2

1. 76 x 10-
8

114

p
H

s intervrilo ( 9- 00- 9- 50) 



6- 7.— CONDICIONES D.' CRECDII: NTO

Iluminaci6n : continua ( ain fotoperiodo) 

Temperatura : ambiente (

100 — 280) 

Para la determinación de la actividatl de nitroEenaE3a se suprimi<S — 

del me(tio de cultívo el NaNO
3

4

6. 8.— EVALUACION DEL CRECIMIENTO

Determinací¿n de clorofila ( a) t

La ecuaci.&n que se empleS para cuantífícar elorofíla ( a) en — 

extractor acetonicon de los cultivos.( mezcla acetonatagua 80-. 20)— 

f ad 1

11. 63( A665 )- 2. 39( A649) 7 g de clorofíla ( a)/ m1 ( 104) - 

Procedi.nientot

10 m1 de la suspensi6n del cultivo se someten a — 
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con-tríra-,z-íci<Sn en un tubo cinico de vidrio de 1. 5 m1, se elimina el - 

sobrenad, int,ki y al sedimento se le adiciona 10 m1 ¡ e la mezcla - 

acetona : n,¿ruapse homof einiza durantp. 90 reg, re somete a centrífu- 

gaci6n y se lee la absorci&n a 665 y a 649 nmí en una celda de - 

1 cm de paso de luz .( 104)- 

N& mero, ( le cálulas ( camara de Neubw.'cr) 

procedimientos a). - se hace arta diluci6n lt200 con pipeta de - 

CAlculon. 

Thoma * 

b). - Se llena la c4mara y se cuentan las célu - 

las existentes en 5 cuadros pequeZos. 

Datos: a). - Superficie de 80 cuadros pequeZos: 

80)( 0. 0025 Inffl
2 )-

0. 2 mm
2

b).- Volnmen de 80 caadroB pe(TueFiost

80)( 0- 0025 mm
2)(

O. Imm)- 0. 02 mm
3

c).- Dilaci-Sn ( 1000) 

d).- R - N& mero de células contadas en 5 cua - 

dros pequefios. 

gouaci&nt ( R)( 200)( 
I )-

R(? 00)( 50)- 10, 000 ( R)- Ndm_ 001/ ml- 
0. 02



6. 9.- CURVA! j D, CRECIMIENTO

cianobacterias no tratadas con antibi6tico) 

se ci, ltivaron Anabaena op y Nostoc sp en Matraees de 500 m1 - 

matraz de fondo plano) con un volumen de 250 m1 de medio y 10 - 

m1 de in3culo#80 procedi& a determinar su densidad celular y la - 

concentraci4n de clorofila ( a) con respecto al tiempo.( dias). 

CURVAS DT CRIEM*CUTO

Cianobacterias probviamente tratadas con antibi6tico) 

So cultivaron en las minman. condiciones q( 10 lan no tratadas - 

Perollan caracteristicas del in<Scnlo fueron% 

Para Anahí-tona ap llO dias an un medio con unix concentrací6n fi

nal de Adínomicína- D - 0- 4 pg/ fnl adicionada en fase exponencial, 

clorofila - 10, 52,, Jg/ ml- 

Para Nostoc nP s lo dias en un medio de cultivo con una concentra - 

oi¿n final de Actinomicina - D - 0. 45 y9/ml adicionada en fase expo- 

nencialtclorofila - 5. 45 ) IgIM1 . 
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6. 1l.- TRATAMIEMO CON ANTIRIOTTCO

Para Nostoc sp

V,) Iuínoji - tjktr-aztl,?5 mi ( Erienmc»yi r) 

Volumen de medio150 m1 ( medio con NaNO
3) 

Pasos. Cinrofíla Conc. Antí- dias de Observaciones. 

al adicionar bizStico. creótimiento

antibi6tico con el anti

gImi ja gImi bi<Stico. 

lo- In6culo procedente de - 

un cultivo, en fase - 

estacionaria icloro- 

f i la -4 - 5y g/ ml

2.- 1. 38 0. 41 4 Clorofila al pasar - 

a medio frescol

4. 23,# g/ ml

3.- 3- 36 4- 1 4 Clorofila al pasar

a medio fresco: 

l. 6 )< glml

4.— 4- 75 4- 1 1 Sgtos cultivos — 

perdieron sus pígmen- 

tos al 72día de perma- 

nencia en medio- 

fresco, recuperándo— 

los hastael 16Q.; 

se les determin6_ 

actividad de nitro- 
genasa. 



6. 12 TRATAMIENTO CON ANTIRIOTICO

Para Anabaena SP

Volumen matraztl25 ml( Erlenmeyer) 

Volumen del mediof5O m1 ( medio con NaNO
3) 

Pasos. Clorofila Conc- Antibid- Días de Observaciones- 

tv1 adicionar tico. crecimiento

tibi&tico con el anti - 

MI bi6tico

In6culo, procedente - 

de un cultivo en - 

fase estacionaría: 

c lo rof ¡la -10 - 74.,,Mg/ m1

20- ,. 64 0. 38 4 elorofíla al mo

mento de. pasar á

medio frescot

3. 63) J9/ M1

3,_ 2. 88 2- 5
Tetog cultivos - 

perdieron sus — 

pigemntos al 7 L
dia de permanencia - 

en medío fresco, recu- 
perándolos el- 

l6a dia- Se- les - 
determínd actí- 

vidad de nítro- 

genasa, 
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6. 13.— DETERMINACION W' LA ACTIVIDAD DE NITROGENASA

Procedirni, nty

Preparacli6n de la muestras

ref -105) 

Con una jeringa de 50 m1, se colncaron 20 in1 de la suspensi6n — 

de cianobncterías en frascos viales de 50 m1 provistos de tap6n — 

de, hule y sello de aluminio#conectandose ( 2 rrascos) en un sistema - 

1

dn nercarí<Sn que a continun.ci6n r,,i drincribes

Longitud- . 18 cm

Diám^ trot 3 cm ( interno) 

Al extremo una llave de patio que conecta a la bomba de vacio, y a — 

lo largo 5 conexiones de, vidrio con una longitud de 6. 0 cm y un — 

diámetro de 0- 7 cm distribuidas cada 9 cm que comunican al siete— 

ma cotiallaijovAcotileno, man6metra ae mercurío y los é, frascos via — 

les contrníendo las cíanobacterias. 

Una vez instalado el nistema anteriormente (¡ escrito se some— 

tfa a vacio ( 100 torr) por 60 ¡ 3ej,, la presí&n atmosféríCa 00 resta— 

bloc,fa cin helío ( ecta operací&n se repetía 3 veces), pero en la dl— 

tima se ajuataba a la presí6n atmosOríca con una prouí&n parcial— 



MGM. 

de 200 torr ci- 9 acetIleno y el resto ( 286 torr con holio) q

Condíciones de operaci&n

Temperatura de la columna : 40
0

Gas acarreadort Nitr6geno ( fluJo'. 30 mi/ min) 

Detector s. loní zacíSn de fla-ma ( llídr<Sreno 30 ml/ min ; aire 300 ml/ min) 

Electr<Sm(jti-os 10- 9A/ mV y 10-
10

A/ MV. 

Veloci(IrAd ( W-1 PnPel? 0* 25 in/ min

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente ( 25-
270)

ybajo ilu— 

minaeí&nvse inyectaron muestras de 5 l con una jeringa de 10) 11 — 

a dif'fjr,¿ritt.-s tiempos. 

El blanco: inyecci4n de airetel control: sistema con cianobacterias— 

pero nín acetileno. 



CAlculost
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El meltodo más fácil es la normalizaci6n de 4reas, no re - 

quiere calibraci&n y se una para una determinaci n rápida de la - 

composici.&n aproximada.( 106). 

Etapas del cIloulot

1. - Sumar las áreas. 

2. - Expresar cada área de pico como un porcenta- 

je del total. 

3.- Entablecer que el % de área es el mismo que - 

el % de composicí6n. 

Para este casos

Area del etileno/ area del acetileno) x 100 - % de - 

conversi6n. 



7. 1.- Curva de crecimiento

Anabaena sp ( no tratada con antíbi5tíco) 

Dia.— Clorofila 9. g/ m1 Células/ mi 1: 10
6

o.- 0. 0097

3--- 0. 57 0. 38

4*— 0. 57 0- 56

5, 1. 26 1. 36

6.- 2 * 02 1. 88

T', 2. 49 2* 09

lo*- 4. 31 2. 66

13.- 4- 34 2. 80

14, 4. 86 3. 07

17-- 5- 4? 3. 22

Ort(fica Ndm. I .— 
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7. 2.— Curva df, crecimiento

W

Nostoo sp ( no tratada con antibi6tieo). 

Día Clorofila P gIm1 Células/ m1 x 10
6

o.- o. o(.)67

3 0. 4? 1. 22

4-- 0. 89 1- 71

5, 1. 14 2- 53

6.- 2- 95 3 - ' 15

7-- 2. 12 2. 07

lo.- 4. 37 3. 45

3. 27 3. 11

4- 35 3- 58

17-- 4. 69 3. 97

Grifica Ndm. 2 .— 





7. 3.— Cut -va ( lo crecimierito

Analmona r3p ( tr-%tFtdi oon antibi6tico) 

Dia.— clorofila g / mi

0 0. 001

4 0* 23

5 0. 37

6 0. 86

7 0. 91

11 1. 20

11.1 1. 35

18 1. 52

21 1. 88

25 2. 30

6 2- 33

Ortifioa N& m. 3
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7. 4.- Curva de crecimiento

Nostoe ap ( tratada con anti'bi<Stíco) 

Dia Clorofila g/ MI

0 0- 0017

4 o. 66

5 0. 98

6 1. 09

7 1. 23

11 1- 54

14 1. 89

1.8 2, 10

21 2- 25

25 3. 23

26 3. 27

Grgfic,t Ndm. 4
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7. 5.- D7 7NMUNACION T)-,, NITHOCFNASA. 

e l(>r,) ri la tíempo de area etileno área activídad de - 

incubaci6n acejileno ni trogenasa
L7/ MI. ( min) ' (

mm (
mm ) ( Y, de convel, 

rango rango rango si<Sn prome - 
dio) . 

Anabaena N- 0. 97 18- 25 0- 5 172- 187 0. 0027

A na hn - tin T, 1 - 3 0 0- 125 94- 103 0 - 0006 3

Nostoe N - 1. 90 10- 22 1- 1. 5 179- 218 0. 0062

Noston T 1.. 63 10- 20 0- 75 1. 41- 144 0. 0026

N- Normal ( no tratada con antibi<Stico) 

T- Trata,In ( tratada con antibi6tico) 
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C O -N -r 1, 1 1, J] 0 N", 5

Dé- los resultados preliminares reportados en este trab,.:Ljo pueden - 

derivar las siguíentes conclusiones - 

1. - La nfl 1 rl4n ( lo a e ti- no mi c1na- D a 1 or eu] ti von de & nabn e na op y No oto a- 

sp a las concentraciones usadas en estos e) cperimentos,¿.xfectari su pa - 

tr6n ( lo crecimiento, hacíendo m¿f8 lento su desarrollo. 

2.- Las adicIonen secuenciales de itntibí<S- tíco no 1) loquean la actívi - 

dad de nitrogenasa, ya que las cian-)bacterías son capRees de crecer - 

en i-nn( lio sin nitroF.eno combinaclo ( Nr.YNO,) Iadrim,4tl, soy puede ( Intectar - 

producci&n de atileno en el sisitema después del tratamiento con - 

el antibi<Stico. 

3-- Las cianobacterias recuperadas despu4s del tratamiento con antl - 

bi4tico y de la etapa de p<Srdi(ln de clorof í la parecen ser reRinten-I- 

tes a actínomicina- D, pue9to que pueden crecer en presencia det2. 5)4Ym] 

de medio de cultivo ( Ananaena 8P) Y 4. 1 g/ ml de medio ( le cultivo ( NoE

toc sp), sín embargo es necesario realizar otros experimentos para

confirmar E;¡ efectivamente son resistentes a actínomicina- D# funda - 

mentalmenteyestudiar el efecto de 1 antibi&tico sobre in6culos toma- 

dos en diferent-no etapas del crecimiento. 
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