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RESUMEN | \

La fijncidn bioldgica de nitrdgeno consiste en ‘1la.
reduccidn enzimitica del nitrdgeno molecular a amonio. En 1la
naturnleza sélo un nidmero muy limitado de microorganismos
pueden llevar a cabo esta reaccidn. Las bacterins del género
Rhizobium, residentes comines del suelo, fijan nitrdgeno al
asociarse con 1las raices de ciertas leguminosas. La

organizacidn de los genes gue participan en la simbicsis, asi

. . . P . . - o
como en 1la fijacion de nitrogency esta siendo ampliamente
estudinda.

Uno de 1los organismos fiJjaodores de ' nitrdgeno me.or
estudindo es Klebsisllay pneumoniae. En éste sistemn, los
genes que participan en la reduccidn del nitréqeno molacular
han sido ampliomente caracterizados. Los genes estructurales
para la nitrogenasa estan organizados en un sdlo operdn, el
cual es regulado por los prodiictos de los genes pifl y oifA,
siendo el primero un activador y el sequndo un represor de la
transcripcion, Fara 1o expresion de los genes pifl y nifaA,
son necesarios los prodictos de los genes glnF y qlnG, los gue
n sy vez regdlan la expresidn de la glutamino sintetasa, por
lo tanto, mutaciones en glnF, glnG o nifA causan la pérdida de
la actividad de 1la nitrogenasa.

En éste traba.jo se describe el aislamiento y 1a

caracterizacidn gendtica y fisioldgicn de varians mutantes de
Rhizobium phoseoli sensibles a Metionina Sulfoximina, Estas

cepas fueron obtenidas con el fin de estudiar la regulacidén
genética de 1la fijacibn de nitrdgeno, asf{ como su posible
relacidn con la regulacidn de la asimilacidn de amonio en &ste
organismo.

Las mutantes fueron aisladasy, despuds de mutagenizar ullof‘
cepa silvestre CFN42 con TnZy por su sensibilidad a-MS. Ite 1la

caracterizacidn gendtica de estas mutantes se puede concluir
que sdlo tienen insertada una copia del transposdn y gque esta
es la causante del fenotipo., De acuerdo a su fenotipoy las
mutantes pueden ser calsificadas en cuatro grupost En el
primer grupo e encuentran las cepaes que no presentan ningun
cambio en 1las actividades de GS ni en el fenotipo simbidtico
(EM1073; en el segundo grupo estan representadas las cepas que
perdieron 1la actividad de 1a GSII, pero que nodulan y fiJjan
nitrdgeno igunl que la silvestre (EM203 y EM306)) el tercer
grupo no tiene alteradas las actividades de las GS, pero esta

-
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cepa (EM204) produce nddulos gue no  fijan nithqenD. -For
iltimo, la mutante del cuarto grupo (EM205),tiene nlteradas
las actividades de ambas GS, asi como su capacidad de formar
nddulos eficientes en fijancidn de nitrdgeno.

Del estudio de &stas mutantes se puede concluir gue en B,
haseoli, existe un gene «cuya funcidn es capital en 1la
regulacidn de 1la asimilacidn de amonicy asf ccmo para la
simbiosis.



INTRODUCCICN,

Todos los organismos wvivos requieren asimilar del medio
ambiente sustancias nitrogenadas para sintetizar sus
cecnponentes esenciales, estns sustancias pueden ser compuestos
orgdinicesy iones inorgdnicos o nitrdgeno molecular;y en la
naturaleza este elemento se encuentra principalmente en estado
gaseosny constituvendo aproximadamente el cchentn por ciento
de la atmosfera terrestre, y sdlamente un nimero muy limitado
de nmicrcorganismaos pucden disponer del nitrdgenno en su forma
molecular; por t2l motivo es de suma importencia su
participacién en el ecosistemn, ya que son los responsahles de
in permanente canalizacibn del nitrogero atmosfericao a
compuestos orgdnicos nitrogenados. Al proceso anterior se le
conoce como fi.jacidn bioldgica de nitrdgeno. Los
microorganismos que llevan a cabo este proceso pueden hacerlo
en vida libre o estar restringidos a reducir el nitrdgeno
ctmosferico soloment2 cuando se encuentren 1nte.acc1onandu con
otros organismosy por e.jemplod lns bocterias del genero
Rhizobium, residentes comunes del suelo, reddcen el nltrugeno
molecular a amonio sclamente cuando establecen una interaccion

con las rafces de ciertas lequminosas., Esta interaccibn, que

requiere de un reconocimiento especifico entre 1la planta vy la
. . - . -

bacteria, desencadenna todo un programa de diferenciacion

simultdneo en embos organismos, culminando con la formacidn de
los nddulos maduros; estructuras en las cuales las bacteriasy
diferenciadas a bacteroidesy, fi.jan el nitrdgeno atmosferico
(Beringer et 91 1979y Verma vy Long 1983)., Durante 1a
simbiosis, 1los boacteroides exportan a la planta el amonio
prcducido  por la  reduccidn del nitrdgeno molecular, este
compuesto es asimilado exclusivamente por la planta, puesto
gue Rhizobiumy cuando se encuentra como bacteroidey, tiene
reprimidas las enzimas necesarins para tal efecto (Raobertson

et al 197%). fsimismoy 1la bacteria ntiliza como fuente de
carbono el fotrtosintoto que btiene del citoplasma de las
cflulas de 1la planta. En estn simbiosis, 1la bacteria aporta

el nitrégeno necesario para el crecimiento de ambos orgonlbmoc
y» por otro 1ladoy 1la planta COﬂtPlbuYP con las moléculas
1nd15pen50bles para cbtener 1la enerq11 necesarin para fijar el
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La nitrogenasa es 1la enzima que cataliza la convers ;100

del nitrogeno molecular a amonio. Esta enzimn esta
conformada por tres polipeptidos diferentes dispuestos en dos
compotienteasg ! El1 componente denominado F1 es un tetrdmero

integrado por dos pares de polipéptidos distintos, para su



Figura | - Mecanismo de Acc.on de la Nitrogenasa Pl ( Components i)

de Elecirones),

P+ADP  Mg?t
JORRSO

F I
\\ ATPMg

| @ Pl

ATPMg

P2(Componente2) F( Donodor -

A
Mo-N

ATP-Mg

ATP  Mg?t

Mo Mo
Yy 4 .
N=N ® otros
S ® clectranes
H ® tronshyas
[ ]
/.
Mo Mo



actividad regquiere wmolibdenn vy hierro como cofactores; el
segundo componente (F2) es un dimeroc de subunidades idénticas
gue  requiere hierro para su actividad, La estrictura de esta
enzima ha sido muy conservada en la evolucidn, tanto a nivel
de 1a protefna, como en 1as secuencias del DNA que 1la
codifican (RuvKun y Ausubesl 1980). El componente F1 catalizn
la conversifn del nitrbgeno atmosferico a amonio hidrolizando
de 12 a 15 moléculas de ATF por cada ion producido (Fig. 1)

La  subunidad F2 transfiere al componente F1 los electrones
indispensables ©opara lograr 1a reduccién del nitrdgeno
molecular (Winter y Burtis 1974) (Fig. 1), La nitrogenasa es
ufn enZiml sumamente sensible al Dxigeno; la presencia de dste
elemento 1la inachtivea de manera irreversible, por lo tanto, los
organismos fijadores de nitrdgeno se valen de distintas
estrotegias para protegerse de la oxidacidn, por ejemplod las
bacterias del g¢énero Rhizobium, aerobias estrictas, cuando se

."v"\

encuentran dentro de los ndéddulous en las rafces de las plantas,

estan protegidas de la oxidacibn por 1la leghemoglobina.
Esta protefing une oxfgeno con gran afinidad y lo libera de una
manera dosificada para permitir la respiracidn de la bacteria,
evitando de esta manera que la nitrogenasa sea inhibida por
widacifn (Winttenberg et al 1974).

~

Regulacidn de la Fijacidn de -Nitrdgeno en Klebsiella
nngw@ggaqn.

Uno de los organismos fijudores de nitrdgeno mds
estudiado es RKlebsiella pneumoniae. Esta enterobacteria es
capdz de reducir el nitrdgeno molecular a amonio sin tener que
establecer ninguna interaccidn simbidtica. La fijacidn de
nitrdgeno por este organismo sdlo se lleva a cabo en

determinadas condiciones de crecimiento, dependiendo de la
tensidn parcial de oxfgenc as? como de la concentracidn de
compuestos nitrogenados en el medio (Tub y Fostgete 1973, Eady
et al 1978, MacNeil et al 1981, En este proceso estan
involucrados por lo ménos diecisiete genes (nif), agrupados en
siete n ocho unidades de transcripcidn adyacentes reguladas de
manera similar (Kennedy g+ a2l 1980, Foberts y EHrill 1981,
BEeynan et nal 19835, Como se puede observar en la Figura 2y
1a expresidén de los genes pnif de K, poeumoniae estd sujeta a
un  doble sistema reguloatorio! un contr8l transcripcicvnal nif
especifico es ejercido por las proteinas codificadas por los
genes del operdn piflA y, por otra partey el segundo nivel de
regulacidn  se ejerce sobre la transcripcidn de &ste operdn.

La transcripcidn del operdn pnifl& ocurve <solamente en
condiciones de limitacidén de compuestos nitrogenados (Ow vy
Ausubel 1983, Merrick 1983, Drummond et al 1983, Dixon et al
1984, El proddcto de pifA es un regulador positivo
regquerido par 1o expresidén de todos los opernnes pify
excepto el propioc (DIlixon et al 1980, Buchanan-Wollaston gt 2l
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sequndo es el controlado por los productos de los genes gln, los cuales ejercenuncontro

generalizado de la expresion de los operones regulados por la fuente de nitrdgeno (Merrick

1983) .



1981a), mientras que nifl.y ol parscer antagoniza la anccidn del
producto de pnifA en respuesta al  incremento en la tensidn
parcial de oxfgeno o bieny al aumentar las pozas internas de
compuestos nitrogenados (Buchanan- Wollaston gt 21 1981b,
1984, Hill et 9l 19281, M=vick eb al 19825, La expresidn de
los genes de’ este operdn este wmediada por un sistema de
regulacidbn generalizado, el caal controla la expresibn de una
gran . variedad de enzimas invelucrados en 1a asimilacidn de
diversos compuestos nitrogenados (ver a continuacidnd.

A los sistemas genfticos regulados _por 1a fuente de
nitrBgeno se les ha denominado "sistamas  NLr® (Mogoasanik
1982)% como ejemplos de estos sistewnas pueden mencionarsed los
operones para el catobolismo de varios aminodcidos (argininay
prolina, histidinay etcsdy, los genes involucrados en el
transparte de estos mizmos compuestos, ool comu el operln que
contiene al gene wstructural para lu glutamino sintetasa (G8).
La -regulaczifin de @&stos sistemas se 1leva a  caho por los

prodictos de los genes g¢glnF, ¢glnG vy posiblemente glunl. L
proteina codificada por glnG actda cowo  represor de 1o

transcripcifn de los operones sujetos a contrdl nitrogenado
(McFarland et ol 19817 ¥y, por otro ladoy los prodaclos

codificados por glnF y ¢lnG activan 1a transcripcidn de €stos
mismos operones (McFarland ef al 19681). Hostn 21 momento no
es claro el papel de glnl, dado gue son muy variados los
fenatipos de las diferentes mutantes en este qgene, Loz genas
ginl vy qglnG forman parte del operdn .que contiene al gene
estructural de lua GS (glnAlG) (Fahel et ai 19823, 1n
transcripcidn de éste operdn va de glnd a  gloGy por tal

motivoy, algdnas mutacicnes en el gene estruchtuaral de 1o G8 son

polares o glnG vy, por 1lo tantos son incapaces de crecer
utilizando nlgidnos aminodcidos como  fuentes fAnicas  de
nitr6geno (fenotipo Ntr) (Guterman el 21 19282). El gene glnF
no esta ligado a los genes anterioresy, en el genom: de las

enterobacterins se encuentran  se2parados  por 18 minntos
aproxdimadamente (Garcia et gl 1977, Goillavdin y Mogosanik
1978y Fahel et al 1979, Los sistemas Nir hon sido descritos
en wvarios organismosy entre é€llosy E, gali (Fahel 1982,
" MacNeil et al 1982), 8. ‘typhimurium (Rustu et gl 1979,

McFarland et al. 19813 vy Ko pneumoniae (Espin et al 1981,
1982) .

Los genes de K, poeumnopias involucrados en 1o fijoci@n de
nitrogenc pueden considevarse como un sistemn Nivy, puesto gue
se requiere de los prodictos de glnG  (Espin et al 1981, 1982,
de Bruijn vy Ausubel 1981), asf comno glnF (Leonardo y Goldberg
1980, de Eruijn y Ausubel 1983) para la expresidn de los genes
regulaedores de la nitrogenasn (Fig. 2). ffor otra partey para
In activaci@n de los genes estructurales de 1a nitrooenasae por
nifA se requiere de glnF, ya que mutuntes glnF~, no expresan
los genes de la nitrogenasa, adn y cuandeo nifd este siendo
sintetizndo constitutivamenta, En conclusidn, glnF es
necesario en lgs dos niveles de regulacidn transcripcicnal de

g% I
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los genes involucrados en 1a fijucidn d2 nitrdgend (Fig. 25,

Estos resultandos sugieren gue el mecanismo de activocifn
por los prodictos de nifA y glnG pueden ser similares, pueshto
gue amhos necesitan de wuna proteina  funcional  glnF  para
promover la transcripcidn de lus oparones bajo su control.
Considerando  &stos resultados, se han efectuado experimentos
para -estudiar si en K. pne iae glnb pu-~de sustituir a nifh
en sus funciones y viceversda. Recientemenrte s ha anconbtrodo
gue al expresarse nifA constitutivaments =0 unn cepa glnG™, ©l
prodicto .codificado por nifA puade activer 1la transcripcidn de
S propio promnotor, (Drammond gt ol 1983 asi cowmo 1a
trancripcidn - de los ocperones normalmente regulacdos por glai.
por ejemplot los genes pare la uatilizocidn de arvgininay

prolina e histidina (Mevrick, 1983, Qw y Ausubel 19633, Si
bien, 2l expresar el gene pifA constitutivamente puede
substituir a- glnG en sus funcicnes, el clonar glnG v

sobreproducir su  producto en una  cepa  pifAdTy no activa 1la
transcripcidn  del operfn gue codifica para las proteTnas
estructurales de la nitrogenasa.

La similitud de 1los genes gloB vy oifA vo mas olld de 1o
funcional. Estos genes codifican para protefnas bdsicas con
un  pI muy semejante vy siu peso molecular es practicameante iguael
(33,000d) <(Backman et al 1982, Ausiubel y Cannon 1981). Lo
seme.janza de estos polipeptidosy asi como 1o similited de 1as
operones en los que se ancuentran (en ainbos estan Juntos up
represaor Y LN activadar? hoo llevado o doaw o groos
independientes a postular gue el operdn piflA evoluciond
directumente de wuna unicdad de Lrancripoidn glpolG ancestraly
posiblemente por  una  duplicacifn cromosomaly,  ya  que  se
encuentran diametralment: opuestocs en el cromosomn de B
pheumonine (Merrick 1983, 0Ow ¥ Ausubel 1783). El orfgen de
varias genes de E., coli ha sido propussto por Riley v
Anilionis (1978) por un mecanismo similer al anterior.

Regulacidn de la Fijucidn de NitvrSgeno en Bocterinz de! Genern
Rhizobiuw. ‘ :

En contraste con K. pheumcniose, 1o requluciﬁn de la
expresidn de los genes nif en bacteriazs del ¢énero Fhizobium,
ha sido poco estudiada, Los genes que codifican para log
protefnas estructurales de 1la nitrogznosa de varios de estos
arganismos, entre @llos R. phasesli (Quinto % ol 19320, hon
sido c¢lonados y caracterizados (Ruvkun vy o Ausubel  1980).

Estos genes fueron recuperadas de  libreerias gendmicas
utilizando como detectores de hibridizecidn o 0 Ins  genes
andlogos de Ko gpeumonins, yo gque las secu2noias gue codifican
para la nitrogencsna  se  enpcdentran altomente conservadas

(Ruuvkian y Ausubel 1980:. Ern todos  los Rhizobiuam e



crecimiento rapido hnstn ahora  estudiados los  genes
chructurnles de la saitroygenasa  estan organizodos, al igunl
gue en Klebsiella, en un s6lo operdn nifHDK. Asimismo, el

promotor  de este operdn de R, meliloti tienen homolayia con
1ne secuencius 57 de los operones nif de K, ppeumonine (Ow, et
al 1233, Beynon g%t al 12335, estn homologfa consiste en una
gecuencia  concenso heptomérico localizada muy cercn dol inicio
drr 1o Ltranscripcibn., El gerne nifH de R, meliloli puesde serv
activado por nifé de K. ponenmoniae  cuando  éste Gltimo se
expresa a  partirvr de un promotor constitutivo en un plasmido
multicopina  (Sundaresan, et al 1983). Estos resaltados
suugieran. gue para  la  transcripcidn de  losw genes pif de B
weliloti es necesarina la  participuacion de un gene analogo a
ni.fa.

En R. melileoti vy en B: l@zauminosarum han sido descritos
algunas mutantes incapaces de fTiJar nitrdgeno que wapean cerca

dia  1los genes estructurales de la nitvrogenasas Estas mutantes
s encuentran en un gene con homologia a pifa de K. a1l jac

(Zimmerman et al 19283, Szeto et al 19284, Downle eb al 19333,
En los nbdulos formedos por la infeccidn con las capas gue
lavin estag mutacionasy no se& logran detsctar los
polipdptidos de 1la nitrogenasay ni FBENA  mensnjero para su
sinteasiss 2 estas mitantes se les ha denowminado ogifda "J1ike®,y
ya que presentan fenotipo similar o las mutantes pifA de K.
pnesumsning, asT como por la homologfn existente con este gane.
A diferencin  de _K. eumoniaey s desconoce el mecanismo por
el cual eshte genz es regulndo.

Estoy resultados sugierven que la  regulacildn de  1a
fijncidn de nitrdgenn en loz FRhizobiae puede tener
covacteristicas en  cowldn con la regulacifn de esta funcidn en
K. pneuncniae, a pesar de que eéstos organismos tiensn entre s
consideratles diferencias fisioldgicnasy por ejeamplot 1a

nitrogenasa de los Rhizobine es wmenos sensible a represiba por
amonio gque la enzima de K. pneudmonioe (Shanwmugam vy Morandi
1974y  Ludwigy 198C+3, nsimismoy, en este dltimo orgonismwos los

10

genes pif se encuentran en &l cromoscway, mientras que =2n-

Mrizobiun, estos mismos  genes  se lecalizun en plédsmidos de
nlto peso molecular (Nuti et ol 19793 por otra narte, el
amenio  producido por 1la reduozcifn del nitrGgeno moleculor en
Ko przuncniaoe es asimilado por su G5y mientras que  1a
asimilacidn del nitrelgeno  fijado en  los nddulos 1o lleva a
cabe 1o GS de 1a planta (Fige 333 1a actividad de esta enziwma
en los bacteroides es muiy baja.

Las bacterias del génaro Rhizobium, as{ como
Agrobacterium posesn dos protefnas diferentes con actividad de
glutomino sintetasa (Darvrow et al 1977, Fuchs y Keister 1980a.
1930L) . Estns enzimas pueden ser sepacadas poy enfogus
ispelécrico o por su diferencia Jde sedimentacildn en gradientes
de sacarosa (DMarrow 198062, La G381 es muy similoar a Lo
glutamino sintetesa de las enterobacterias, las subunidades de



esta enzima tiene un  pese molecular aproximoda  de 59,000
daltons, en su  forma activa se encuentra asociada  en un
dodecimero, s termoestabhle y esta suwjeta o regulacidn por
adenilacidn, de manera similar a2 la 65 de E. ¢oli (larcow
1980) . La GSII tiene un peso moleculav menory 36,000 doltons
aproximadamente, se desconoce su estado oligomBrico, no es.
regulada por adenilacion vy es mis sensible o la temperatura
que la GEI, El origen de estas proieinas narece no ser =l
micmoy, ya que al analizur digestiones proteoliticas de ambos,
se observan patrones peptfdicos diferentes (Davrow 1980).

Como s@ menciond previamentay la - requlaciﬁn de 1o
fijucidn de nitrdgeno en Rhizobium puede tener caracheristicns
similares a la requlacidn de esta funcidn en K, pnewmoniosn.
Otra evidencia que apoya esta suposicibn esta basoada en losg
traba.jos de dos grupoest ludwig ¥y  Signer en Rhizobiuwm Spp

(1977) vy Kondorosi et - al. en HR. melilovi (1977, Smbos
grupos ‘han aislado mutantes auxdirofass de glubaming quey ol
igunl gue algunos auxotrofos de este aminoacido en K.
poeumonine, pievden 1o actividad de 1o nitvogenasa, { I
mutante de Bhizobium. Epp reqguiere glutamina para si
crecimiento y es incapiz de fijar nitréﬁeno, tanto en

simbiosis como en vida libre (fste organismo punrde reducir el
nitrdgeno en vida 1libre bajo ciertas condicionesy v sfilo
cuando se encuentra en 1o fuse estacionaria de crecimiento

(Fagain 2t al 197355, En un trabajo posterior, se anconteo
que esta mutante habfa perdido 1la actividad de 1a GSIT y 1la
GSI se encontraba invariablemente adenilada. Al analizor

revertantes a prototrvoffin por glutawina  se encontraron dos
tipos? unas cepas gue vecuperabon 1o actividad de Lo GETI pero
no la capacidad de fijar nitrfgency v los. otras revertantes
seguian sin actividad de GSII pero la GSI se encontroba en su

forma desadenilada, aln y cuando fueva crecida en exceso de
amonios; estas dltimas cepac  recobraban 1o capacidad  de
producir nitrogenasa (Ludwig 1980)., La mutante de K

meliloti, aislada como devivada de una auxotrofo de histidina
que puede crecer utilizando D-histidinn (ver a continuacion)y
forma nodulos pequenos de ccalor blanco sin  actividod da
nitrogenasa yy a2l aislar revertaontsrs a protobtroffa nor
glutamina, se recupera la canacidad poeo fijar npitrdcens
(Kondorosi et 21 1977). '

Las mutantes reportadas  por oambos  gruepos no fueren
analizadas geneticamente, por lo Lanto no se wsabe =1 el
fenotipo estno occasionade poer ura o varias metaciones.

Estudio de 1a Regulacidn Bendbtica de la Fijocidn de Nitvrogeno
en R. phasenli.

El estudio de la siwbiosis entre B. nhasecli v Fhagsaolus




valaaris (friJjol comun)y, es de trascendental importoncio en
Mé&xico, puesto que el frijol es 1la principal fuente de
protefrnas para un alto porcentaje de la pohlaocidn. A pesar
de que la dispocicifn de nitrSgeno no es la mayor limitante
para  la produccidn de esta leguminosa (Mortinez 1983), el
conocer en detalle esta simbiosisy asl como los mecanismos
moleculares gue la conforman, podrfa permitir la monipulacidno
de 1la informacidn genética para intentoar obtener orgoanismos
mis productivos. Acimismo, el proceso de la reduccidn del
nitrdgeno atmosferico es un cawpo de la binlogfa molecular gue
ailn tiene grandes interrogantes, sobre todo en_ ngquellos
onganismos gue requierven de alguna ascciacion simbiotica para
poder fijar nitrogeno. El caso de R. ngeoli es de
especinl interes, puesto yue en éste organismo  los genes
estructurales para la nitrogenasa se  encuentran  en varias
copias Y afin se  desconoce el significodo de estas
reiteraciones (Quinto et al 1982).

En €ste trabajo se pretende determinar si #isten
elementos comidnes en la regulacidn genética de las enzimns
responsables de 1o asimilacidn de amonic y de la fijacidn de
nitrdgeno  en Re pbaseoli. lLos resultados obltenidos en este
campo  en otros miembros del cenero Rhizobiumy son awbiguos vy
requieren de una intevpretacitn cautelosa, Sin emhargo, como
se wmenciond previomente, estos resultados sugieren que 1o
regulacidn de ambns funciones pude estar mediada  por un
sistema comun, gue posiblemsnte se asemeje a lo reportoado para
K+ poeumonias. .

Fara estudiar la regulacién gendtica de cualquier
sistemn, es indispensable contar con mutantes que  tengan
alterada la funcidn que se pretende conocer. For tal motivoy
es necesario disponer de mutantes de R, phaseols en 1o
fijncidn de nitrdgeno o en la asimilacidn de amonio para poder
determinar si existe regulacidn comin para ambas funciones.
Lo obtencidn de cepas con mutaciones que originen alguna
alterncifn  en la actividad de la nitrogenasn en éste organisno
no es fdcily yn gue- no ha sido desarrollado ningun método
eficiente para su seleccidn. Asimismoy, 1o obtencidn de

wittnntes en el proceso de la raduccidn del nitrdgeno molecular

puade presentar serios problemas en R. phaseolis yo que en
este organismo la informacidn genética puede estar reiterada,
por ejemploy, se ha encontrado que de los genes pif al menos
los estructurnles, nasi como otras clonas de 1las que se
desconoce  su funcidn, se encuentron  en varios copias en el
genowma de éste organismno {(Quinto et al 1982, Sinchez et al

19845, For otra parte, yo han sido aisladas mutantes al azar
en la fijuncifén de nitrdgeno en éste laboratorio (Noel et al
19843, l.a seleccifin de mutantes en lao asimilacidn de amonio

en R. phasseli presenta ciertas complicaciones, ya gue este
organismo  tiene dos protelnas  con actividoad de GSy por lo
tanto, la  probabilidad de obtener auxdtrofos de glutowina es
muy b Sin  embargoy uan estrategin a seguir para 1o

12



pbtencidon de mutantes en la asimilacidn de amonin, consiste en
la  seleccidn de cepas  con menor actividad de alguna o ambas
G5, que podrian obtenerse mediante la seleccidn de mutanies
sensiltles o algdn compuesto que inhiba la actividod de los GBS,
La L-Metionina I-L-Sulfoximina (MS), que es andlogo nl dJcido
glutamicoy se une de monera irrveversible o 1a G5 cousando la

perdidn & su actividad. La sensibilidad a M8 puerde ser
producto  de una  serie de foactoresy entre ellosy, lo perdido o
disminucidn de 1a actividad de 1os glutnmino sintetas. For
ot i pavtey las  mutaciunss  glphH™ de E. coli causan
sensibilidad a HMS (OUsorio gt a2l 1284)., 51 existe un gena

con Ffunciones eguivalentes a ¢ln6G de las enterobocterias en R
plinsenliy mutaciones en este gene vodrinn ser detectadas como
sensiles o MS,

OLra manera de buscar mutantes del tipo antariory, serfa
mediante la  selercidén de  cepas de B. phaseoli auxdtrofas de
histidina que " puedan suplic su requerimiento con el isdmero U
de este compuesto, como lo  reporlodo pova S byphimurium
(st y  McKeroaghan 1973, La  racemasa de histidina es
reprimide por gluatamina, por 1o tonto, las mutantes con menaor
aotividad de 58 pueden ewpleay D-histidinra parn sustituir su
atotcoflo por  dizho aminodcidoy  yo  gue en estas cepoes 1os
poras de yglutamina se deben de encontrar muy bagjas yy por lo
tantsy, activa 1a  racemnsa de histidino. For otra portey
utilizando los detectores convenientes, se podria deterwminare
si  en R, phasesli existe homoleouia con los genes alnd eshas
detectores  podrian ser los oldswidos que llevan los genes glnl
y glinh o ginF de E. coli o de K, pneumonine. Si se encuenhro
homologiay, se recuperarion estos genes poara mubagenizarlos.

El mBtodu de seleccion de las mutantes elegido poro éste
trabojo  fue el de sensibilidad o MS, va gue de esta manern se
pusden  obtener mutantes por seleccidn del fenobtipo en placa y
o ose reguiere  de ningunna obtra cepa de B, phaseonli aparte de
la silvestre.

e wistir regulacidn comdn entre 1o asimilocidn  de
amcnio vy la fijacidn  de nitrducnoy las cepns con altevrociones
en  la awctividad de cualguiera de las 6%, podrian  tener
afectada  la acbividad de 1o nitrogenasd, En el prescente
trabajo se describe 1o obtencidn y caracterizoacidn gengticn y
ficiollgica de wmutantes sensibles a MS, derivadoas de la cepa
silvestre de B. plhuaseolil CFNAZ. En nlgidnas de estns mubantss
la  fijacidn de nitrdogeno fues afectado. el estudio de estas
cepas  se  puede  concluir gue nor lo ménos =xiste un gene cuyo
producto s dndispensable pora 1o actividad Optimo de ambos
GSy  nasi  como para el desarrollo normal de los nddulos yy por
lo tarnte, para la fijacidn de nitrdgeao.

13
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METODDLOGIA

CEPAS ERACTERIANAS Y FLASHINGS. Todns las cepas bacterianas vy
los pldsmidos wutilizades vy construldos en este trabojo, se

~

presentan en las Tablas 1 y 2.

MEDIOS Y CONDICICNES ©DE  CULTIVC, El medio de cultive rico
utilizado para crecer R, phaseoali fue PY (peptona de caseina
0.5%y extracto de levadura 0,3% vy CaCl2  7aMd. El medio
miniwo. emplendo Ffue MM (FeCl3 22mg/l, HMgSO04:i7H20 100mg/ 1y

K2HF04 220mg/l, CaCl23i24H20 220mg/ly suplementado con succinato
de sodio 1350wg/1 vy u]utumato de sodio 1160mgs/ly pH 7.0) (Noel

et al 1984), El medio rico para crecer £, qoli fue L0
(peptona de caseinn 1.0%, st racto de levadura 0.59% y MaCl
1.0%Z). Fara solidificar los medioz se empleo agar al 1,357,

Cuando se requirid, se utilizaron los siguientes antibioticos
para R. phaseaolis Estregtomicing (Str) 200ug/ml, Konamicin

{Knan) 60ug/ml, Rifawpicina (Rif) 20ug/mly Cloramfenicol (Cm)
10ug/ml, Tetraciclina (Tc) 10ugsal, Acido MNolidixico (Nalj
20ug/ml  y Espectinomicina  (Sp) 10Gug/ml. La temperatura de
crecimiento para B. phasegli fue de 30°C y para E. cordi 37°0.
Los cultivos en wmedio 1iguido fuevon agitados o 200rpm, los
cultivos en medioc s5lido  se mantuvieron en incubadora hashta
obtener colonins aisladas (3 diag aproximadamente).

Las conjugaciones bacterianas se  realizaron sobve FPY
s6lido, procurando poner el mismo nimevo de celulas receptoras
Y donadoras., Despu&s de 1éhiy las bacterias  fueron
resuspendidas en 1ml de solucidn salina fosfatns (Nall 8.%55/1,
K2HFO4 7,.Cg/1l, KH2FGO4 32.0y/1, pH 7.2) y plateadas sobre el
medio selectivo. 5

MUTAGENESIS CON  TRANSFOSON Y SELECCION I ILLAS  CEFASE ™S
SENSIBLES. Fara 1o obtencidn de wmutantes por insercion de
transposon en @l genoms de  F. i3 se utiliz=d el
procedimiento del ‘"pliasmido suicida” Iicho wétoedo
consiste en introducir por conjuuacidn v @she organisme dan
plismido que sea incapazx de replicarse en Rhizobium y gue
lleve insertado algun Lransposoin. £l plasmido gue s& ulilizd
en eslte Lrabojo para seleccionar ias wmutantes sensibles o MS
fue el pSUF101Y (derivado de pBR3IZ2T con Tod al cual se 1l&

clono el 31tio oriT del pliswicdo ARF4 pava poder  ser
movilizadn) (Simon et al 19830, Mara o movilizar @she plismico

a1 la cepa silvestre de K, phaseoli, we llevo o cabo aon ovaza



TABLA L. CEPAS

cera

UTILIZADAS

CARACTERISTICAS P

Y CCNSTRUIDAS

RINCIPALES

arizobium phaseold

CFhaz
cFul
CFYs3
Crhad
CF2s
c1sat2el
N1TPAG1NB25]
im107
£v203
£v204
£12CS
EM206
EM1107

£“1203

gmi20¢é

EM1208

CFn2025
CFri2001
GE2

ce2
Cel

Escrnerichia coli
¥E101
MAELE

PR1L
G.iQC0

Silvestre (
Stlvestre |
Si{lvestre
Silvestre (
Silvestre
Silvestre
Silvestre
an

Cerivaca X

Aislamiento
kisla=icnto
Aislarmiento
Arglamiento
Af{slaniento
Aiglariento
riglamiento
" (n8) ce

Derivaca
Cerivacda
derivada
Cerivada

van" (Tn%) de
ran" (In3)

[anr (Tnd

ce
ce
ce

'

)
ran" (Tn%)
- 3 r
Transcon‘ugante Kan ce
después ce cruzarla por

107 2J213
Trensconiugante xan" ¢e
¢nspués ce cruzarla por

Carso )
Cerzo )
Carpo )
terco )
Cerno )
Ca=vo )
Ca=po )
Cepa
Cepa
leoa
Cend
Cene

Cone
Cepa

2 Cenr2 (EQ
s Cera LM

203 »plE3

Transcon'ugante van" de 1 Ceprs CE2
después ce cruzarla por la Cepes [V
204 pJB1J

Transconjugante Kan" ¢e e Cerr CLZ
sespubs cde cruzarla por la Cera [ M
20% oot

Transconiucante van" de la Cera CET
¢egspués de cruzarla por 12 (ep2 LV
306 pl33

Cerivaca de 1a Cena [¥20¢ curaca cel
plas=ido n~d2¢ (Sir)

Jerivacade 2 Cera CFW42 curaca cel
pglésricdo pile (Sir)

Terivace ¥en' (Tn5) de 12 Cepe (D3
Jerivaca =|!r. (=" de ia Cera (PN

Cerivaca Rif" de la Cepa CFA3Z

recA kg3 nsg¥ pro leu Stirk
Ereal thy lacy

fzro-lac) =zalf 21rF73::7n% thil
114660 - -
Ceryvaca recA ¢e Ta Cegs FEIQL
thr lew =1 Rif"

PARA

ESTE

TRASB AU

REFERENCIAS

Cuinto et 2l
Palacios et 21 ro
Palacios ¢t al ro
Palacios ¢t 21 nc
Falacios et 21 no
Soberdn

Cuinto et 21
fste tradajo
[ste tradajic
fste tradajo
fste tr2dajc
[ste tradajo
[ste trabajo
Este trabajo
Este tradajo
fste 1tradajo
Este tradajo
Este tratajo
Cuinto et &'
Eszin et 2l
\eel s 2t
Neel et 2l
Eoyer et &l
Tserio et ol
rerralsteens et 2

o

o)
v
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TABLA 11,

PLASMIDO

pJB3

pBR322::7T

pGE?2
pSM?7
pSM204
pSuP207
pSUP1011

PRK2013

nb

PLASMIDOS UTILIZADOS Y CONSTRUIDOS

CARACTERISTICAS PRINCIPALES
Derivado Kan® de R68.45 IncPY Cm" Amp"
Insercion in vivo de Tn5 en pBR322

Derivado de pBR329 con el fragmento EceRl
con Tn5 de la Cepa CFN2018

Derivado de pBR329 con el fragmento Eco
sin el Tn5 del pGEZ2

Derivado de pBR329 con el fragmento EcoRl
con el Tnb5 de la Cepa EM204

Derivado Sp’ (Tn?) de pBR325 con el sitio
mob de RP4

DerivadoKanr(Tng) de pBR325 con el sitio
mob de RP4

Derivado de ColEl con la regidn tra de RK2

=
—

PARA ESTE TRABAJO

REFERENCIAS

Brewin et al
Espin et al

Espin et al (1984)
Espin et al (1984)
Este tradajo

Leemans no publicado

Simon et al (1983)
Guiney et al (1979)

-
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triparental en 1la cual se ewspleo al pldsmido pRK2013,
contenido en la  cepa HBE101, como "plAsmido ayudador®. Este
Iltimo plismido es un derivado del R4 que se requiere para
gue el pSUF1011 pueds ser movilizado. Al cnbo de 1éh, las

bacterias ‘se platearnon sobre medio selectiveo (FY Kany Stry
Naldy las colonias resultantes se replicaron a medio wminimo,

MM M5 Sug/ml y MM ME 10 ug/ml. Las colonias gque presentaron
un  menor c<recimiento en presencia de My, fueron recuperadas ¥y
purificadas extensivamente. Fara la seleccidn de auxdtrofos
de glutaming se empleo al plasmido pSUF207, este pliswmido es
1 derivado movilizable de pBR3I2S con  Tn7. Fara  1la
movilizacion del pSUFR207 a la cepa EM306 se wutilizo al
plasmido pRK2013. Después de 16hy los transcondugantes Sp-r

Fueron’,replicudqs 0 MMy MMtgln, FPY,y PY+gln, todos estos medios
contenian Sp 100ug/ml, Kan &0ug/ml.

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS LE LA GLUTAMINA
SINTETASA. Las actividades de las GS se determinaron por el
mEtodo de ‘“transferasa® (Hender et al 1977). Se colectaron
por centrifugaciln S0 m) de un cultivo en MM+glu, la pastilla
se lavd dos veces caon solucion de extraccidn (imidazol 10mM,
MaCl2  1.0mtf; pH 7.0) y se determinavon las actividades de GS
en c&lulas totales permeabilizadoes, o en extractos crudos
obtenidos por sonicacidn. Las anctividades de 1a GEI y 1la
GSII se  pudieron distinguir por 1lIa diferencia on
sensibilidad a  la  temperatura o por su distinta migracifn en
gradientes de sacarosa (Darrow 1280).

SEFARACION DE GEI Y GSII EN GRADIENTES IE SACAROSA. Foara
poder diferenciar la actividad de las dos S de Rhizobium,

estas fueron separadas por centrifugacion en gradientes
continuos de sacarosa (5-20% en scolucibn de exitvaccidn). Se
tomaran " 400ug de proteina de un extracto celular y fueron

colocados en 1o parte superior del gradiente, el cual fue
hecho en tubos de nitrocelulosa de Smly, ¥y se centrifugo por 3Ih
2 345,000rpm. Concluida 1la centrifugaciln, se colectarcn
aproximadamente 20 alicuotas de 300ul a las gue les fue
determinada la actividad de GS.

DETERMINACION TDFEL FATRON DE FLASMIDOS IE R. phaseoli. Con el
Dbgeto de examinar el perfil electroforético de los diferentes
plasmidos de Rhizebiun, se corrieron geles de dgaraso al Q.7%

de acuerdo a2l mEtodo de Eckhardt (1978). Concluaida 1a
electrofor@sis, el DNA  fue tenido con una solucidn de Sug/ml
de bromuro de etidio para visuanlizar los plismidos al

1luminarlios con UV,

FURIFICACION DE DNA Y CONDICIONES TIE -DIGESTION. Fara 1a
purificacibn de DHa total se cosecharon 1.Zml de un cultivoe
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Figura 4 Mutagenesis con Transposones en Rhizobium

phaseoli. Los pldsmidos con el transposdn que se re-
quiera Jtilizar, son mobilizados a lacepa silvestre
(A). Es indispensable qgue el pliasmido sea incapaz
de replicarse en R. pnhaseoli, por 10 que permanece-
réa s6lo una generacién (B), al selecciorarel marca-
dor del transposdn se obtienen las transconjugantes
con las insercicnes de este elemento en el genoma
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1fguido de FR. phaseoli por centrifugacidn. las cd®lulas fueron
lisadas al agregar 100ul de Sarkosyl al S% en TE (Tris S0 mM,
EITA 20mM pH 87 vy 10Cul de pronasn a una cencentracion de
2.9mg/ml e incubadas o 37°C per una hora, el lisado se posi
por wuna Jjeringa pava  rveduocir 1la viscocidady, se extrajo dos
veces con fenonl egquilibrado en TE vy clorceformo ¥y se precipito
21 DNA al ahadir NaCl para una concentracidn final de 0.25M vy

dos . volumenes de etanol, Despubfs  de  12h o =20°C, se
centrifugd Smin a 4"C, 1a nastilla se secd por evannracidn vy
se resuspendid en agua asteril y filtrado, Las condicionse

de digestidn fueron las mismas que los reportadas por Quinto
et al (1982).

CONDICIONES TI'E HIRRIDIZACION. Fara 1ns  experimentns de
hibridizacilGn de docidos nucleicnsy  ge transfirio el INA del
gel a wmembranas de nitreocelulssa, de manera  similar o 1o

repartado por  Southern (192700, Las hibridizociones con
‘detectores homflogos fueron efectundas en condiciones de bada
estringencia idnica o &5°C, Asimizmn, las experimanthns Con
detectores heterdlogos se llevaron a cobo en alba estringencin
idnica (en formamida 2l S0X: a 42"°C, Los pliemidos

utilizados como detectores fueron previamente marcados con 3I2F
por el procedimiento de "nick translatiocn® (Rigby ef al 1977,

DETERMINACION IE LA FIJACION DE NITROGEND Y TE LA MOOUL.ACION.

Para +todos los ensayos de aodalacion coan Be kb aliy se
utilizaron semillas de frijol Cv. "negro  gamapnn”. las

semillas fueron esterilizadas superficialmente con hipoclorito
de s6dio al 2.0%, se pregerainaron por esnacio de tres dias en
Ia oscuridad a 3I0"C denbtre de motrocres Erlesnmeyar de 250l
conteniendo 10Cml de solucieon salina libre de nitvogeno (Waoek
y Brill 19276) sclidificadae con  avay  al  G.8%. Lnn vers
germinadas 1las plantas, se  inocularon con 1wl de an cultivo
saturado de laos cepas a analizar,

La woectividad enzimdtica de la nitrogenasn fus determinadn
en los nddulos adhevidos a las raices de las plantas, A low
12, 18 y 21 dias despufs de hober gevminado, las ralues e
cartaron y se inbtrodujearon @i frascos de 10ml con tapon de
hule hermético, a dichos frascos se les invectoaron 0.5wl de
acetileno y Sse dejd covrer la reoccifin por thy dodo que 1o
nitrogenasa reduce este compuesio a etilenas 1o uctividad de
esta  enzima fue delerminado midiendo la produecoion de etileno
por cromatografiao de guses.

AISLAMIENTO DE RMA& DPE R, obhasceoli. El RNA fue aislado
mediante 1o siguiente estrotegial Se cwolectaron  nor
centrifuguacidn il de un  cultive 1iguido en 1o Fooo

estacioraria  de crecimiento, las célilaus fueron veguaspendidas
en 1ml de TE con 0.1% de Dietilpirocoavbonoto (DEMCY y lavados
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2 veces por centrifugociln. Lo pastillo celulor  fue
resuspendida  en Sarkosyl al G.1% en TE-DERC, centrifucods
inmediatamente y lavada con TE-DEFC. Frnra terminnry con la
lisisy, se agregaran S500ul de Lisozime 2me/ml v se incubo 10min
3 temp, ambiente. Transcurrida la incubacidn, el exstracto
fue centrifugado y el sobrenadonte extralde 2 veces con
Fenol-Cloroformo-Isouamilico (24-24-1) . - Como  controle unn
alicuota fige separadn & Lncuhodo con RNA2#so o uno
concentracion finnl de 10ug/ml duvante 1h o 372"C. Al contronl
y a la pruebay se 1les adicionz S8C y Formsldehido, s
calentaron a 40"C pov 1Smin y se filtraron sobre mexbranas de
nitrocelulosa para su posterior hibridizacidn,

DETERMINACION DE FROTEINA. Para calcular las actividaides

especificas de las 68, asi como el voldmen pora  1nos
gradientes, fueron determinadas 1las concentraciones de

protefhe de acuerdo al m&todo de Lowry el ul (19515,



En €ste +trabajo se describe el estudio genético vy
fisiolfgico de mutantes de R. phaseoli sensibles a MS. Estas
mutantes fueron cbtenidas con el fin de estudiar la regulacion
gen8tica de 1a fijacibn de nitrdgeno en este organismo. Los
resultados cbhtenidos hasta el momentsn por varius grupos de
investigucidn, sugieren gque 1la regulacidn transcripcional de
los genes gue parvticipan en la asimilacidn de amonio y en la
fijacidn de nitrogeno en Rhizobium, puede estar mediada por un
sistema comuny andloge al reportado para K, ppoumonios.

Fara estudiar i en R. phaseoli existe regulacidn comin
para amhas funciones, es nesesaria ina obtencidn y el anilisis
de mutaciones gue afecten 12 asimilacidn de amonio o la
fijncidn de nitrdgeno. La obtencidon de mutaciones gues
criginen olgunn alteracidn en la actividad de 1a nitregenasa
en &ste organismo no es facil, va gue no ha sido desarrollado
ningun mBtodo eficiente para su seleccidn. El ferotipo de
fijacibn de nitrdgeno (Fix) sGlo es posible determinarlo en
los nddulos, por lo tantoy parn aislar este tipo de cepas se
requiere inocular un  gran ndmero de plantas con las posibles
mutontes y  su andlisis es muy laborioso. For tal motivo, se
decidil obtener muitante2s en  1la asimilaciBn de amonio,
pricipalmente en la sintesis de glutoaminog,

Las bacteriaos del género Rhizobiuwm, poseen dos proteinas
diferentes que pueden catalizar 1o conversidn del fAcido
glutimice o glutamina  (ver introducciBn)y, por lo tantoy, 1a
probabilidad de seleccionar auxStrofos de &ste aminolcido es

miy bagja, Sin embargoy, s posible obtener muitantes con menor
actividad giie la cepa silvestre, seleccionando colonias
sensivlies o algun  compueslo gue inhiba la actividad de estas

enTimils.

fislamiento de Mutantes Scnsibles o MS,

La HMetionina Sulfoximino (MS) es un anllogo del Scido
glutdmico que inhibe especificamente a la GS, las mutuaciones
en E. phoasenli que causen un incremento en la sensibilidad na
esle compuesta, pueden estar ocasionadas  por la p@rdida o
disicinucidon en  la  actividad de algina o ambas  glutamino
sintetasas, Este compuesto fue el atilizado para 1o



seleccion de lns wuitantes en la sintesis de ylutamina,

Para poder determinar la concentracifin adecundn de MG

para 1a seleccidn de 1las mutantes, se determind 1la
sensibilidad de la cepan silvestre a este compuesto. La cepn
CFN42 crece en medio minimo sdlido en presencia de 50uM de MS
de igual manera gue en MM en ausencia del inhibidor, Sin
embarge, 2l incrementar 1la concentrucidn o 2850uM, se aprecia
una considerable disminucilGn en . el crecimiento. For tal

motivo, se utilizaron caJjas de MM con 25 y SO0uM del inhibidor
para la seleccidn de las cepas sensibles o MS.

Para 1o .cbtencidn de las cepas anteriores, se eligid cnmo
agente nutag€nicn al transposon Tng) este elemento confiers
resistencia a2l antibidtico Kanamicina y no tiene sitios de
reconocimiento para varias enzimas  de restriccidny por lo
tantec, se hace wis simple la clonucibn de las mutaciones, Jlo
tual es de suma utilidad para poder efectunr un estudis
detnllado de 1la regidn en la que el transposdn fue integrado.
Por otra parte, es Ffdcil la identificacidn de las barterias
con TnS, ya gue la insercidn de éste elemento confiere a 1la
bacteria receptora resistencia a Konamicina. El Tng fue
transferido por cangugacién a la cepa CE3 (derivada Str-r de
la cepn silvestre)y y las derivadas Kon-r fueron replicados a
los medios selectivoss filrededor del 0.1% da 1lns colonias
Kan-r cbhtenidus de 1o mutagenesis, resultaron sensibles a M5,
Las mnmutantes estudiadas en éste trabajo fueron obtenidas de

tres mutagenesis independienies.

En cuanto al fenotipo de sensibilidad a M5y se lograron
determinar claramente dos  grupos de mutartest unmas cepag en
,las que se reprime por complato @l crecimiento con 25uM de MS
y otrns mutantes gue crecen menos gue 1o ceno silvestre tanto
-en 25 como en S0uM del inhibidor en wmedio solido (Tubla 3).

Caracterizacidn Genética de las Mutantes.

x

¥

_ El +transposén TnS no tiene sitins de reconocimiento para 1a
fendaonucleasa EcoRl, de esta forma, el ndmero de frogmentos de
restriccion generados al digerir con esta enzima el DNA de las

transceonjugantes Kan-r gue hibridicen contra Tndy indica el
ndmero de inserciones de éste clemente en el genoma de las
cutantes. Se purificd INA total de las cepas CIN42 y MS-s vy

fue dJdigerido con EccR1l, los fregmentos de restriccidn fueron
separados por electroforesis en geles de agorosay Lransferides
a nerbranas de nitrocelulosa e hibridizados contra Tnd marcado
‘con 322P, Come puede cbservarse en lua Figuro S , sdla un
{ragmento EcoR1  de cada una de lus cepas hibridiza contra ol
detector radiactivoy estos resultados sugieron gue uanicomente
fue insertado un transposcn en cada wuna de las wutantas

22
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Figura 5 Hibridizacion del DNA de las
Cepas CFN42 y Sensibles a MS vs *ZP pBR
322::Tn5. E1 DNA fue digerido con EcoRl
e hibridizado vs 32P pBR322::Tn5. (a),
CFN42. :(b), EM107. (¢}, EM203, {d), EM
306. (e), EM204. (f), EM205. Los frag-
mentos de restriccién que hibridizaron
vs Tnb son de aproximadamente 18.0, 17.5
14.5, 8.5 y 18.5Kpb vrespectivamente.
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sensibles a MS.

El pldismido pJE3 tiene 1la capacidad de movilizar
marcedores cromosomnles a walta frecuencia, por lo tanto, fue
empleado . para transferir la resistencia 2 Kanamicina,

conferida por 1la insercidn del trarspos6n en el genoma de las
mutantes, o 1la cepa CE3 (derivada Rif-ry Cam-r de 1la CFN42),
Estos ewxperimentos fueron llevados a cabo con el fin de
analizar si el fenotipo MS-s se encuentra 1ligado a2 1na
resistencia al antibibtico. El pliasmido pJE3 fue transferido
por conJjugacidn a 1las cepas matantes, posteriormente fueron
utilizadas como donadoras en cruzas en las gue se selecciond
1a transferencia del transpos6n a la cepa CE3. Las
transcon.ugantes . Kan-r aparecieron o uana frecuencia de 10-46
por receptora. ’

La sensibilidad a MS de las transccen.jugantes antericres

fue determinada. El +total de 1as colonias analizadas
resultaron sensibles a Metionina Sulfoximinay; lo cunl indica
que el fenotipo esta ocasicnado por 1la insercibn del

transpostn en el genaoma de las muitantes,

Actividad de las Glutamino Sintetasas de lans Mutantes MS-s.

El fenotipo ME-s, puede estar ocnsionado por 1la pé&rdidn o
disminucitbn de 1la actividod de una o ambas GS, por una mayor
entrada del inhibidor a las células, o por algina alteracidn
en 1la degradacidén de éste compuesto, que podria ser el
resultado de tener afectada 1a actividad de aminoidcido

@idnsay cistntionasa o transaminasa de glutamina, ya que en
otros cganismos el MS puede ser dizgradado por estas enzimas,
Ln actividand de 1as GS da 1as mutantes fue determinada en
ertractos crudos y en células totales permeabilizadas. . La
GSI se puede distiwguir de la GSII debido a su diferencia en
estabilidad a S0°C 051 Como por s distinta sedimentacidn en
gradientes de sacarosa’l. . e tasl (Dlarrow 19800 . Ccen
respecto a la act1v1uod de las CS, se@ obtuvieron tres tipos de
mittantes:

El primer tipo de mutantes lo constituyen las cepas EM107
vy EM204., La cepa EM107 tiene niveles comparables de actividad
de la GSI vy de la G3TII a los de la cepa silvestre, tanto en
extractltos crudos como en cbBlulas totales permeabilizadas
(Tabla 3). Asimismo, los perfiles de actividad de ambas
cepas en gradientes de sacarosa son muy similares (Fig. 6A vy
6CH . Asimismoy, en todos los experimentos llevados 2 cabo con
e<tractos crudos o c€lilas totoules permenbilizadas de 1la cepa
EM204y, no se aprecia cdiferencia en cuanto a las actividades ce
las dos GS, con las encontradas para 1a CFN42 (Tabla 3). En
1os aqradientes de sncarosa corridos con los extractos de esta
cepn, naungue no se lograron separar claramente los dos picos,



TABLA III,

CEPA

MM

CFN42
EM107
EM203
EM306
EM204
EM205

+ + 4+ + + o+

Las actividades de las Giutamino Sintetasas

ferasa (Bender et al 1977).

* No Detectado.

MM+MS 25uM

+

+ /-
+/-

CRECIMIENTO

MM+MS 50uM

+

+/-

+/-

ACTIVIDAD Dk

GSI

O K kR B B R

.40
.60
.10
.30
w25
.60

SENSIBILIDAD A METIONINA SULFOXIMINA ¥ ACTIVIDAD DE GSI

GSII

6.30
6.05
ND*
ND¥*
5.60
0.30

¥ GSII

TRANSFERASA

fueron determinadas por el método de trans-

¥4
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muestras fueron tomadas de un cultivo en MM
y sometidas a centrifugac:6n en gradientes continuos
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Sedimentacibén de las Glutamino Sintetasas en Gradientes
las Cepas Sensibles a MS y de la Cepa CFN42.
glutémico

Las
12h

de sacarosa

EM204,




se detecta actividad en las fracciones donde wmigran las GS

(Fig., 6E).

En 21 segundo grupo de mutantes se encuenhtras las cesas
EM203 vy EMIZ06. Estaus cepas tienen actividod de GSI muy
similar v 1o cepa silvestre, Sin emkargoy en ninguna de las
condiciones estudiadne se logrd debtectar actividad de 1o GSII

(Tabla 37, En los grodiente: con extractos de los muatanbes
anteriores, solamente se puede distinguir 21 pico de achtividad
correspondiente o la GSI, el cuzl ss comparable al pico goe
presenta 1o cepa silvestre (Fig. &B v &I,

En el tercer grupo de mubantes e%ﬂa la EM205. En todos
los ensayos pora detrminar laos acbtividades de 1
cepay, s=2 gbhserva gue a diferencia de 1o CFN42y o logra
inducir la wactividad de 1o 8B8II, y 1u oactividad de 1o GSI se

mantiene invariablemente por debajo de los valores obtepnidos
para  esta misma enzima =0 la cepn silvestre (Tabla 3 y Fig.
7EB) . En  los qrﬂ*ientes de gucaroso abilizades para 1n

separacidn de 1las G5 de esta mutante, se delecta la presencia
de ambas enzimas, pero los picos de acltividad son mas peguafing
gque los obtenidos con  los extractos de la CFNSZ (Fig. 6F) .

Como se puda determinar por el anflisis genetics de las
mutantes, el fenoctipe esta causado por la insercidn del
transposdan. Por 1o tantoy, una sola mutaci@in es respoansablae

de reprimir la  induccidn de ambasz G5. Como se muesiroe en 1la
Figura 76, 1la cepa EM20I Liene uana pendisnte de crecimis o
menor gue la cepa silvestre en wmadio winimo con glutdwmico como
fuent2 nitrogenadae y su crecimiento no es  estiaalado pox
glutamina,

Fropiedades Simbidticas de las Mutuntes MS-s.

- Las cepas obtenidaos de 1o wubtagénesis con Tad se
emplearon para ipocular las rafcee dz plantas de frijol para
determinar su capacdidad para podulaer ¥y fijar nitrdgeno. A
los treg dias de haber germinada, las plantas  fuszron

inoculadae con las cepas MS-s. A los 12, 18 v 21 dias despuds
de la infeccifn, - las ralces de las plantos fueren cortodas

para determinar de las actividades de 1o snitroegenasa,

Las cepas EM 107, EMI03 vy EM3ICE tienen nivelss  de
actividad de la nitrogenasa muy similares a leos encoastrvados
para  la  cepn CFN42, fanto 2 los 12 como o los 18 y 21 dfas
despufs de 1a infeccifn (Tabla %), Asimisino, 8N eshtas Ccepais
no se aprvecia ninguoaa diferencia ern 1o nodulacidn en ruhuggﬁn
con la cepn silvestre,

Cuando  se  infectoen - plantus de frijol con la cepa EMI0L,

se producen rmdx los muy  similares en 1o forma y 21 tamefo a
los inducidos por 1o CFN4Z, estos nddulos son dz coleor rosa
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Figura 7 Curva de Crecimiento y Actividad de
GSI y GSII de las Cepas CFN42 y EM205. A Cur-
va de crecimiento en MM glutdmico, (o) CFN42
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TABLA [V, PROPIEDADES SIMBIOTICAS DE LAS CEPAS MsS?

CEPA ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA NODULACION
12 Dias 18 Dias 21 Dias
CFN42 +++ +++ +++ t++
EM107 +++ +++ +++ : 4+
EM203 +++ +++ +++ 44
EM306 +++ +++ +++ +++
EM204 - 5-20% " 5-20% i
EM205 - _ 5% +/-

La actividad de la nitrogenasa fue determinada midiendo la reduccién de
acetileno por cromatografia de gases.,

¥ Solo detectado en alginos experimentos
Porcentage de la actividad de la CFN42

6¢C




pdlido y al determinarles 1a actividod de la niteoganasa, se
observa gue sdlo son capaces de reducir el nitrdgeno moleculor
los nédulos de 18 y 21 Jdias. La nctividad de Lo nibroagenasa
de  esta cepa es en todos los  cosos  msnor al 2040 de lo
encontrado para 1o CFN42 (Tabla 45,

Las nddutlos Formados en loas vratlces de frijol infectodas
con la  ceEpa EHM20%, son mas pequenos que lLos desarroliados por
la  infeccidn  con la CFMAZ, asimicemo, los nddulos son de color
blancaoy 1o cunl es un indicio de deficiencin en 1a fijacion de
nitroueno. Las roices de loe plantos infectodoes con esta

cepa fueron covrtadas a los 12, 18 y 21 dfias despuds de oo

infeccidn para determinar 1o actividod de lo nitrogeansa, En
los primevos dos casos, a0 fue posible 1o  deteccidn de
redurcidn de acetilenosy pero en alganos experimentos con los
nddulos de las roices cortodas a los 21 dias di infeccidn, fue

posible detectar unn actividad muy veducido (Tobla 40
Localizacidn Fisica del Transposdn.

Las bLocterios del género Rhizobiuvm contienen plasmidos de
alto peso molecular que fluctdan antre 100 y 300 Megadalbtons
(Nuti eh al 1977, Cosse ot al 1972), Generalmente los genes
involucrados en @l proceso de la nodulocidny, asf{ como los
genes requeridaoas  para 1o achbivideod de 1o nitroagznoass, seé
encuentran  en wno sdlo de estos meganldomidos. & este
plismido se le ha dencuwinado plosmido Simbidtico (Sim)y puesto
gue contiene informacidn necesaria para Ia nodulacidn y In
fidacidh de nitrdoeno (Nuti el gl 1979)., Lo cepn cilvestre de
K. phoseoli CFN4Z2 tiene seis wegapldsmidos (dencwinados p42a a
paA2f de acuerdo a su orvden ascendente en peso moleculard)., EL
pliswido p4”d ha sido identificadn como el plfsmido Simy
puesto  que las  cepas carados de dste elemento pievden su
capacidad  para nodular (Falacios g1 2l 1983, Leemans el al
19845 . Asimismey Sste plismido contiene tres copios identicos
del gene nifH (Quinto et ol 1982), tambidén s3e ha obhservado gque
al intreduciv el p42d a uno cepa de Agroboctervium tumefocieps
se  logra gue este ovganismo nodule a2 Phaseolus valagoris
{(Leemans v Meg@gias Ccomunicacion personall.

Con el fin de identificar el elemento genéticn en el cunl
el transnosdn fue insertado, lus pldemidos de lns mutantes
fueron separados por electroforésis en  geles de agarosa al
0.7%y transferidos o membronoes de nitrocelialosa e hibridizados
contru el nldsmido pERAPZIIThS, previamente marvcndo con 32F,
Como  se mu=stio en Lo Figura 8y todos los cepas MS8-z obtenidas
de los cunbtro aislamisntos independientesy, conserviaron el
micmo  patrdn de migracidn electrofordticn de sus pldsmidog ouae
el de 1la cepa original., Fl transposdn se integrd &n el
cromosomna en  todas  los  cepas  onaliradasy, o excepacien de 1o
cepa  EM204 en la que el Tnd ce insertd en un plismido de peso
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moleculor muy semedonte ol plﬁamido Sim (Figs, 8)s Como csto
cepn tiene diswinuidao 1Ia actividad de 1o nitrogenasay
originalmente se penso Gue @l teronsposdn se hobin inseviado an
el plfswido 8Sim, posiblemente en un  gens  regulador de 1a
wpresion de - los  genes if, pero posteriormente se chluvo 1a
cepa CFN2Z025 (derivada de 1o EM204 curvada del pidsmido Sim).
Los pliAsmidos de esta matopte fuzron separodos e hibridiwados
ve 32F pBR322:1:TnZ. Como se muestra en la Ffigura By esta c=na
perdid el plismwido Simy sin esborge, el Tnd wigue hibridirandeo
con un plaswido, el cunl resulto ser el pA2ce.

Andlisis del RNA mensojero  poro 1o Milrogeanss de loas Cepos
MS-a. :

En B, meliloti 1lns moleculss del RNA mensajero pors La
nitrogenasa son sintetizadas solamente cuandn éste organismo
se encuentra como  bacteveide, dealro de los nodulos de las
plantas (Sundaresan et al 1983).

Con el fin de determinor lo empr&aién de los genss nifi
de aquellas cenns sensibles o M8 gque pressntan menor
actividad de 1o nitrogenesa, e purificd RNA total de las
diferentes cepns w partivr de wun cnltive liquido en 1o fage
estacrionarin de crecimientc. El  RiNA fue dividado Bn dos
clicuotasy wuna  fue tratadoa con 10ug/wml de RNAnsa vy 1a olra so
congell hasta su utilizacidn. Ambas muestros se tronsfirieron
a2 membranas de nitrocelulosa por filtvacidn y se hibridizaron
ve un fragmento que contiene gron pate de 1o secuencia interna
del gene pnifH de Rhizobhium phaseoli (Quinto 21t al en prensad.
Los resultados - se muestran en Lo Figura ¥ ¥
Sorprendentemente, existe transcripeidn del gens nifH en vida
librey nl menos en lo fase estocionario de crecimientoy tanto
en la cepn silvestre, como en todons las mutantes MbS-s (Fig.
2 Este experimento fue disefindo pora delectar RNA en vida
libre puesto que la cepn EM205 no produce ndonlos da tanaho
adecundo para s manipulacidn.

Andlisis de la Organizucidn Gendwmica de 1a Clona pSM204 en
Varias Cepuas MNotivas de R. Fhaseoli.

El concepto de aue an  sdlo pldswido contiens toda ia
infarmocidn para lo nddulocion y 1a fijocida de nitrojeano, tul
vez no se extienda a todus las especies de Rhi=obiuwm. Glovin
Soberon (1983) ha encontrado que 1o perdido de la capacidnd
para nodular  frijol de variaos cepns  de R, phuaseoliy no e
puede correlacivnar  eén bodos  Los cases cen 1o perduds de wun
pldsmido. Como se menciond nreviamente, el pldswidn pa?d de
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Figura 9 Hibridizagidn vs 32p nifH del
RNA de las Cepas MS>, CFN2001, y CFN42
E1 RNA fue purificado como se describe
en la metodologia, t ransferido a membranas
de nitrocelulosa e hibridizado vs el
fragmento interno B del gene nifH de la
Cepa CFN42. (Quinto et al en prensa) (a)
Muestra sin incubar con RNAasa. (b)mues-
tra incubada 15min a 37°C <con 10pg/ml
de RNAasa.
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la  cepa CFN42  ha sido identificndo como el plosmidc Sim, &in
embargoy 1la curocidn  del p42c o una antacifin en el plfsmido
pd42a, como el caso de la cepa EM204, tienen como consecuencin
una  sustancinl  diswinucidn en la actividnd de la nitrogenasn.
Estos resuliados sunierna  que Lo informocidan  porn una
nodulacién  Aptimny, asi como para la fidJocidn de nitrggeno en
1o cepa CFN4R, estn distribuidn en mis de un replicén.

i la mutacién nque Brigineo la disminucitn en Ia actividad
de 1o nitrogeansns en  la  cepa EMR204 se encuentra en un gene
cuyo producto es indispensable para la simbiosisy entonces
este gene deberd de éncentrarse presente en todas las cepos

que nodulen frijol. For otra parte, es de interes deterwinar

5i &zbte gene ez plosmidiano en otras cepasy ya gue los gencse
invalucrados en la simbionsis normalmente se locnlizan  en

pliosmidos. Farna  contestar ostas preguntas, se clond el
fragmento de restriccion FEcoR1l de 8.5Kpb que contiene ol Tnd
de la  cepa EM204 resultando el pliasmido pSM204. Fate

pliswido fue wutilizodo como detector de hibridizacidn en
experimentos en los que los megoplosmidos de unn servie de
cepns  de R, phoseoli de distintos origenes, {fuernn separados
pur  electroforfsis y tronsferidos o membronas de nitroceliulosa

(Fig. 102, Como se muestra en la Figura 10hy, en 1a wayvoria
de= los cepns estudiodnsg 1n hibridizacidn oourre
invayvichlewsnte en alogunn de los plasmidos indigenas, 0

evcencion de Lo CFNRE, sin embargoy en estn cepa si existe una
gecuencia  con ciervta homologian con pSM7, la cunl sa aprecia en
evperimentos del +tipo Souvthern (6, Moreno no publicado). l.a
cepn CFN88 fue aislada en el mismo campo de cultivo que Ia
ChM42 vy al digual que esto ceoa, noduls ¥y fida nitrogenc en Pa

viulgonris.
Mutangenesis con Tn7 de la Cena EMI04,

En las enternbacterins, el gene estructural para la 6% se
encuentra  formando parte de un aperda  Junto can los genes
requladores glinl. v glnG. Este operdn es transcrito
principalmente o partir de uno de los promotores que se
encuentra en  1a  region 57 del gene glnA (Rocha et al, en

prensal, En  la intrvodurcidn se menciond gue mutociones en
glnG, -~ nasi como lns mutnciones polares en glnA de K,
POHEUnOnine,y Causon lu perdido de 1o actividoad de  la
nitrogenas. Con el objgeto de estudior en R. phaseonli 1n
regidn cromousomal andloga o 1o anterviovry se intentoron obtaner
muitaciones polares en el gene que codifica o GSI. na manera

de selecciononr los mutantes antericres, serin por madio de 1a
insercion de un  transposdn  en el  gene para GST de 1a cena

EM306. Fuesto que esto cepn no tiene actividod de GSIT, las
mutantes se  seleccionarian cowo auxotrofas de glutawinas, El

experimento anterior se llevo o cabo  en  Lreg 0cosionesy
tilizande E e R Tr o el e 5 Lo 4 ” on
utilizando al  transposon nZ comn agente putagenico. Las
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célulns de 1n cruza  fueron plotesdns schre medio sclective,
las transconjugantes Spr apareciernn a unn fraecusnsia de 10-4
por  receptora vy en oprodimadomente O 000 rolonias ey
analizadas, no se encontrn nincun wuwsftenfo de glutamina, Ln
frecuencia de oparicibn do ousftrofes con este métcdy Foun dae
wenos del 0.1%, dier voeces mennor que .o ohtenidn con Ta%, 1o
cunl- sunicre que @l Lronsposon Tn2?  tiene sitios de ultag
afinidad de insercidn en ol dgenoma de B phogenli,

Andlisis de 1las Reiteraciones del Bene RLEY @en 1as Mutaptes
HS_SO

La cepa CFN42 tiene tres copions del gene nifH en e

plasmido Sim (Quinto et al €282, Fetos genes han sido
clonados y su  secuencin deterninoda, Sorprendentencnte, oo
fue encontrada ringuna difersncia en ia zesusencia de las fypog
copins  (Ruinto el al en prensal, Niebido o que 1as CEnae
EN204 y EM205 tienen diswinuida  Ia canacide: pura figng
nitrégeno, 56 decidid ohservar i el paterdn  do o 1aw
reiteraciones del gene  nifH en  eotos TEgas pormenecil sin
alterocidn, Como se musstro en la Figura 11,5 los Frogmanios
de restriccifin  FeoRil que contienen o weste gene ge man buviaron
sin cambic en todas lasg cenas Mf8-s, :
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Figura 11 Hibridizacién del DNA de las
Cepas CFN42 y Sensibles a MS vs 22P pCQ
152. ET DNA fue digerido con EcoRl e
hibridizado vs 32P pCQl152 (a) CFN&Z, (b)
EM107, (c) EM203, (d) EM306, (e) EM204,
(f) EM205.




DIsSCUE

En este trabajo se describe el aislamiento vy
caracterizacidn de una serie de mutantes: de BRe phaseoli
sensibles al inhibidor especifico deg 1la actividad de la GS
L-Metionina D-L-Sulfoximina. Luse mutaciones en estus cepas
fiueron orviginadas por la  dinsercidn del transposin TnS en el
genoma de una derivioda Str-r de la cepa silvestre CFN42, Las
mitaites catariores fuercn aisladas  prara analizar i 1la
nsimilucidn de ameonic y 1o fijuciBn de nitrdgeno en este
Qragainisme estan controladas por  un mecanismo  regulatorio

comiin .

'e los tres evparimentos independientes para la seleccidn
d2 las wmutantes, se obtuvieron cuatro gruposg de cepas de
ncuerdo a0 su fenotipo, Como se puéda apreciar en el
g«perimento en el que loz fragmentos de restriccidn de las
mitantes se hibridizaren contra TnS (Fig. 97 501& ApAreETe uno

banda  de hibridizacidn. lo cual sugiere que hubo unpa sdla
inserciin  de  ecte zlemento 2o cadoe una de las mutanbes., Faor
otra partes la tronsferencin dz 1a rea:stenﬁiq a2 Koanoamicinn de
las  watantass  MS5-3 a la CE2, estd ligada coen 1o sensibilidad a
MS 1o cual indica gue la insevcidn Hel transposdn es lagausa

¥
dal fernobiszo.

En ninguno de  los axperimentos para determinar  las
actividades de GS en las cenas EM203 vy EM30s8, tanto en
extroctos crudos cemo  en células totales permeabilizadas, se
detectd wactividad de 1o GS5II. Los perfiles de octividad de
G5 de estas cepag en gradientes de sacarosay, son idénticos a
los encontrados para la cepa silvestre en las fraccicnes
correspondizntes a 1la migracibn de 1o G35Iy pero en las
fraccionss  donde normalmeste migra  la  GEIIy, no se aprecia

ninguna  actiwvidoed por arriba del nivel boascl, Recientemente,
en el laberatorio de2l Dr, Jdaime Moray, A. EBrave ha debterwinado
lag actividodes enzimfticas de las 68 de 1la cepa EM203, tanto

por el método  de  btransfarasa comd por 2l de zsintebasad al
igual  gue leo  reportado en  este trabajo, no se ha detectado
nctividad de  transferasae de la  (GSII, pero al efrectuar las
determinaciones enzimdticas por el método de sintetasa, i se

encuentra actividad de 1a GSIT. Hastn el momento no ha sido
posible sciteblecer con certezn lag  boses de este

compertomiento, sin embqrﬂu, el fenctipe de estas mittantes
suclere guae las insercaiones pueden enconbtrarse 8n Un gene cuyo
Jroducts e requere puru reprimir 2 unia protafna modificadora
de la GSII. gue normalmente funciona para la represidn de la
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A enzima en ciertos condicionas FisiolBuicias.

actividad de  est

La interpretacibn anterior esta basada principalmente en dou
esultndos) por wun ladoy la actividad de sintoetasa de la GEX
de 1a EM2CZ es mfis sensible a2 la temperatura gue la de la

enzima de la cepa silvestre, vy por ohbra Ju“th al mezciar
wtractos de ambas cepasy disminuye 1o ncbtividad de lo GEID de
1a silvestre (A, EBravo vy J. Mora, comenicacidn personalls =1
fenotipo de estas mutantes sugiere que  las mutaciones se
localizan en  un gene gu2 reglla la actividad de 1o 3871, paro
no es reguerido para ia activided de 12 BG8I ni para 1o
”prnvﬁGn de los qgenss gue parbicipan =2n la fijacidr de
nitrdgeno. Los transposones en estas mutantes se encuentran
separados por O.6Kph (8. Morena co pmunicacitn DETBENQL 2

Al igual que las cepas EMI0Z vy EMI0&. las mulaciones gue
s0loc oafectan la actividad de 11 GSIT de Bhizgbium 25 na
alteran la fijacidn de nitrdgeno udwig 19805 .

-
-

La cepn EM20%, tLtiene niveles reducidoszs de nctividuf te
las dos GS, los nobdulos formados al infectar las rafces de
frijol con esta  cEpa sGh MY peguenosy de color blanzo vy ocon
nctividad de nitrogennss apenas defectuble o los 21
despuds de la infeccifing, Los nGdulos f-xmadJ- en las rafces
de nlfalfa infectadas con las cepne de R, peli: i uxotroetas
de glutamina (Kondorosi et al 19770, usf comz con la mutante
en el gene andlogo a pifa (Zismermaon et al 12330, son muey
seme.jantes en  cuanto a nfmercy color vy tamafico, o lo: formados
con la EM20%5.

Estos resultados  dindicoan  gue  en Lo cepn EM y
transposdn  se . encuentra insertodo en un gene cuvo producto eg
indispensable para @l desarrclle normol de la Simdlu:xav 262
como para  1la regulacidn de 1o wusimilacibn de umonioc. Cono se
menciond en la introduccilng ]33 rasuitados obhtesidss oor
Ludwig (1980 vy por Kondoros {1977),  sugiersn gue en
Rhizobium, a regulaciin de la amimilariér de amonio ¥y da 1la
fijacidn de nitrdgeno podrian estar relacionadas peros. 0o
diferencia de este trabajo, exzbtos aubtores no  pudieron
demostrar el nimerc de mutaciones gue causaron su fenotipo.

Loy 10 o |
Eﬁ‘.."\..’ L
1

\

.-

En este mismo laboratorios G. Espin aisld Ul miaton b
fenotipo similar o la EM20Z. Egstn cenay al igual g
mutantes reportados en este Lrabagoy, fus aislada como seﬁsr

na M8 v la mutacidn fue originrada por la o PCidn de Tn i
genoma de la cewsa CEZ, El fragmento ELoRl auns 1lhv- 5
resigstencin  a  Kanamicina conferide  pov el Tnd fue ol ¢ 3
utilizado para recupsrear d3 on Baaco de gena Tde R, shassoli
en el fago KRICT® Ia seciencia  silvewlre. Del EvpEr LmEAT O
anterinr  rasultd el pldswmide HS5M7 el cual es on decivalns de
pBR327 gque lleve cloncdo un #rugmento Erqﬁi de 13 Kpl.,
hibridizar este plismido contia ana digestiln de TNA Loto!l de
12 cepa silvestre con EgoRl, se ob erva el  froamento
correspondiaent: a 13Kpny el cual desupoarece cuando  se

>
-l

p=s




hibridiza pidsmido wve INA de la GER o de 1o EM205, v en
lLugur de fragmantn, s&  ohserva una banda de 18.5 Kpb
(Fig e 11C)» que s la wisma gue i hibridizayr contra
Tud (Fig., 1A) . Estos  resuliados  indican que ambas
midtazionss - mopean  en  4n mismo fragmento EcaRl, pero dado el
tamano  de  este  fragmentos no se  puede  concluir gue  las
inserciones en ambus cepas e encuentren en un mismo gene.
Fare. determinar la proximidad de loas insercicnes, se repitid
2l experimentc pero ahora s& digiric IINA de ambas cepas con
BamHLl, El Tr3 tLtiene un s56lo gitio de reconocimienta para
esta enzima en la  region central de su secusnciay por lo
tantoy ol digevir INA total con esta enzima e hibridizarlo
contra Tng, deben de observarse dos bandas. Los fragmentos
de  restriccidn gznerados por la digestidn con EBogHl del [NA de
los  cepas EM20S y GEZ2 fueron hibridizados vs 32F pBR3IZ221(Tna.
Como se observa en 1a Figura 11By,  1a  suma de los pesos
moleculares de los  dos  bandas gue uaparecen en cada cepa son
igualess, 1o cual indicao gue las insercionss del Tnd en ambas
cepas  se  encuentran en un mismo fragmento E;mHl, ASImismoy e
puedﬁ concluir gue los sitios de insercidn de este elemento
estan separados por C.2 o por 1.2Kpb.

For otra partey el patvyén de pldsmidos de 1la  cepa
silvestre fue hibridizado wvs pSM7, vy pusde apreciarse que

diczho plismido tiene homclegfn con los plismidos pa2a y pa2d.
La  secuzncia homlloga en el plisamido p42a no eg indispensable
para  1la simbv"uiz, opussto  gua las  cepas curadns da esh2

plésmido nodulan y fijan nitrbgeng iguol que 1a cepn silvesire
(Leemans 2% ol  1934), El popel de la secuencia howbloga a

pEM?  en el plinmldO Simy no ha sido aclarados para estudiar
sta  reqgidny es necesaria la construczién de un banco de ganes
de! pldsmido Sim de 1la cepa silvestre. Este banco _se
hibridizariao vs pSM7 vy las clonas QU\;.LVIB 5@ recuperarian
pava mutagenizarles y reintroducieclas a 1a cepa silvestr2 parn

determinar  su funcidn, La secuencia del poM? gue hibridiza
con el pldsmido p4Z2dy  podrin ser la correspondiente nul gene
mutadny, pero debids ol grun tnmuﬁu d:m datectory 29 posible
cue N0 ses esta la secuencia ponf ble da la hibridizacidn.

Ecte Lanco gseria  tambidn da  gran wtilidad para poder
determinar si  en el plismido Sim existe walgan gene  con
homologia a nifA de K., poneumaning.

Como =2 menciond =n la introducceidne lus mutaciones en

los genes ¢glnG vy glioF de K. gumecniage  alteran tanto la
asimilocidn  de amonic como 1o fijgecidn de nitrogeno. Las
muhantes F" y EM2CE tisnen un fenobtipo similoy a las muitantes
Ntre  de K, Lo i por lo tanto, el Tnd podria encontrarse

e un gene  and

lego o 1os geness gla de este orcanismni. EL
plismide »rM12 1lleva 1a regidn glnS v glol de K. pnevmoniae
(Eﬁp'n gt ol 1982, vy Ffue utilizado como detector  de

ridizacidn contvu DNA  total de 1a cepa CFNAZ. En estos
EwchLmeHLOb se detectan doo feagnentas EooRly pero ningdno
ceincide  con el Fragmento EcpR1 de 13KbLp matudo en luos cepas

D
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Figura 12 Hibridizacion de DNA Total de las Cepas CFN42
EM205 y GE2 vs 32Pp pBR322::Tn5 y vs 32P pSM7. E1 DNA de
las cepas CFN42, EM205 y GE2 fue purificado y digerido
con EcoRl1 ( Ay C ) o con BamHl1 ( B ). E1 DNA fue sepa-
rado por electroforesis, transferido a membranas de ni-
trocelulosa e hibridizado vs 32P pBR322::Tn5 ( Ay B )
o vs 32p pSM7 ( C ). '
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con menar actividad de  las G5 v de Lo nitrogena

tantoy, 1o mutacidn de las  cepoz EMR20T vy GERZ no E‘hu an un
gene hom@Glogoe = @lafG de [ poeuyngriga. Fara determinar si
las mutaciones en las cepas EMZ0S v GEZ eglon 2n ua geng con
homolugfa o glaF, se clond 1o mutacion de E. ¢oli MAR483
(glnF:iTnS) (9scorio et al 1984) con EcoMl para utilizar 2l
gene @lnF como detector de hibridizocidn en experimenios noms
el anterior. El pldismido obtenido contiene un inserto de
20Kpb  gue resulte demasoado grﬂndn sare la obtercidn e
resultados c¢laros, por lo tantoy, es necezariae la subeolenacidn
de este pldsmido pava tratar de dwterm;nur i ewishe homoslugi.

con &1 gencma de By, phaosenli.

La cepa EM204 no tiene ningdne alieracibn en la sintesis

de glutamina, pero tiens rsducida sustoncialmentes Ia cooooidoed
para Ffijar nitrdgena, En estn cepa 1o insercidn  dal
transposbn mapen en el pliswido 42z, wun megaplasaido
dlfarent“ al ‘simbidtico. Asimismoy. @n  la cepa JFNM42 ol
plusmldo p4Z2c =e encusntra involucrado en 1a simbiosisy puasto
que cepas curadas de este pldswmido nodolan y fijan ménos qus
la cepa silvestre (J, Leemans no publicadol. For tal motivoy

se puede concluir gue -zn la cesa CENAZ2 de Baph
.genes involucrados en las funciones ;in“i&ticoa £/
cuande ménos en  cualro elemeniss gendlicos difesoente
el momento la naturaleza d=  ests wubonte noe es clura, fue
aislada  como sensible a ME pero no lLie cltrrndﬁ: las GE vy

sin embargo, si fue afectado su Fenutipo SLmD 1ut1LJ. Esta
mutante - puede  egtar  Bn un gene  cuyd Drodus no estho
directamente relacionodo cun Ios geoes nif, LQ|Q que E0ETZ LN
efecto pleiolrdrice sabve euluis GRIED. En el lators T

sido naislada otra sutante, 1o GEAC, tieng feunotipo sintilar

y tambien mapen en el plismids paZe,

~

Como se menciond en los resultados, el Ffragmento Egofl
que contiene al transpesdn en 1a ceoa EMZE04 fus clonado v

utilizado como detector de hibridizocido, con el fin da
analizar si  esta secuencio s encuentra en pldemidos o en =l
cromosoma  en  otbtr2s  cepas natives de R, ghaseslii. Los
resultados  obtenidos indican gue en btodas las cepas euh

4

4 #
wiste wuna  secuencin  howbluge o pSH204, v gue este gers se
encuentra pricipalmente =2n plismidos. ‘

La mutante EM107 no tiene olterada la sinlesis do
glutamina ni 1o capocidad pave Fijar nitrdasnc, Por 1a formo

de seleccidn empleada, ce esgerabe epnconbtrar mutantes do exte
tipo, ya que la sensibilidad o MS puede estar oeaclionade oor
otros factores distintos a la diseminuciln de ln actividod de

GS; por ejemplo! menur capncidad de dogvadacidn de MS. asi
como por un transporte mis eficients de ec COMDUBSTO .

4

Los exper"mun.us Tlevados o cabn con el fin -
seleccionar auxdtrofos de glutamina o partiv fde la copa FM2046,
0 - .
no diaran  1lns resultados  @sperados. El nuwero reducido de
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¢  obtenidos por 1o muatogenssis con TnZy sugierve que

auxdtrofo

este e&lemento  puedz tener sitios de alta afinidad para su
integracidn. Recientemente, en este mizwo Inboratorio, M.
Flures encontrd gue las inserciones de TnZ en el plidsmido pa2d
se obltienen invarioblemente en un  misro  froagmento de
rp5*“1cci5n. Hastn el momentd se desconoce si esta s 1la

inice  secuencia  de alta afinided para TnZ en =1 gencma de 1n

CFN42, For otra parte, dado gue la mebants EM203 tiene el

wismo fenotipo gue 1o EM3Cé, y conciderando gue la EM203 tiene
actividad de sintetansay, posiblemente no  se encontroron los
nuxdtrofos de glutamina porgue la cepn gue fue mutagenizada
conservia adn la actividad de sintetasa de nmbhas GS.

Los resultados obtenidos del experimento de h1br1d1 acidn
del R de  las  cepas CFN42, CFNZ2001 y MS-g¢ contran Z2F nifH,
indican  que este gene esta u‘endo trangcrito en vida libre.

Debido n gue el experimanto fue s6lo cualitativo, no es

posible determinar el grado de expresidn de pifH. Sin
embinrgo, se  puede conpcluir guey, al menos en vida libre,
ningung maatante perdid por completn 1a  capacidad de
transcribir dicho gene. For otra parte, este experimento
chre  la posibilidad de poder seleccionar mutantes regulatorias
diz 1o expresidn de los genes nif en placa. Fara pocder

ezarvrollar lo anteriory, es necasuarina 1la construccidn de
fusiores del gene pifH con lncZ, Con las fusicnes en la cepa

silvestie, se podria mutagenizar vy seleccionar las colonias
gue perdieran  la actividad de B ogalactosidaga. En esate
momentio, 5e tiene devarvolleday en @1 laboratorio 1la

metodologle necesaria para s construccidn,

El mEtodo de obtencidn de2  las wutantes permite la
gelecciln  de cepas con alteracionzgs simbidticas, sin tener que
seleccionarlas por 21 anpaligis del fenotipo en planta.

Con el fin de determinar de unag manera directa i en R

i existen genes fisicaumente wndlogos o los genes gln de

las  entercbacteriasy, vy si estos reglilan de algidna maners la
expragidn  de la nitrogenusa en este ovganismo, es necesario
contar  con los detectores adecuados para la identificocin de

lag gacuencics  de  interves por medio de “perimentos de
hibridizacifn dael tipo Southern, For @) momento exishten en

el lavoratovrio pldsmidos gue contienen a los genes glnl vy GInG
tanto de E, colid come dao I, posgmoniagny, acimismoy se bioene yo

clonadsa LN ingercibn de Tng en el gene glnF de E. ¢goli. FEn
algunous  experimentes previos s han  logrado detectar dos

r
fragmentos de EcoR1 del gencmu de  Ia CFN42 que hibridizan
contre el plismido pMMLIZ2. uno de estos fragmentos se encuentreo
en el pliswido Sim vy el otro posiblemente sea cromosowals
estos  resultados  sugisven gque  en B.s phaseoli pueden exwistirn
genes  homdélogos 2 @laG y o nifa, por 1o tonto, se trataran de
recapsecary estas secdencias  del banco de genes én X 1059 pora
matugenizarlas vy reiontroducirlas  en 1o cepn silvestire con el
ob.Jjetn de analizar si estos ge2nes participan en la requlocidn
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de 1a asimilocidn y de la fijocidn de nitrdgenc en KL
phasenli.
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