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INTRODUCCION 

La investigación sobre la fijación de nitrógeno ha recibido un fuerte apoyo en todo el mundo 

en los últimos veinte años, que se ha visto recompensado con la generación de una enorme 

cantidad de información tendiente a la solución del problema fundamental: el au~ento de las 

reservas bióticas de nitrógeno. En las condiciones actuales de nuestro planeta, la provisión de 

nitrógeno utilizable es un factor limitante para la mayor parte de los seres vivos. La fijación de 

· nitrógeno es la única forma de generar una ganancia neta de nitrógeno asimilable en la biósfcra, si 

ésta no existiera, todo el nitrógeno del planeta volveria a la atmósfera en cien años. 

Existen métodos industriales para fijar nitrógeno (proceso de Haber-Bosch) que aportan a la 

biósfera alrededor del 20% de la entrada anual de nitrógeno, pero son muy costosos debido a que 

requieren de alta temperatura y presión. Una fracción significativa del resto entra a la biósfcra por 

medio de mecanismos abióticos imposibles de controlar (luz ultravioleta, descargas eléctricas, 

etc.) y el resto proviene de la capacidad de fijar nitrógeno de algunas arqueobacterias y 

eubacterias, que pueden hacerlo en vida libre o en asociaciones con raíces de plantas, ya sean 

simbióticas o no simbióticas. 

La fijación simbiótica de nitrógeno por bacterias del género JU1izobi11111 en asociación con 
" leguminosas llega a suministrar un porcentaje muy importante del nitrógeno utilizable del planeta. 

La evidente importancia económica de este sistema biológico ha impulsado a gran número de 

investigadores a incoporarse al área durante los últimos cuarenta años, de forma que actualmente 

existe un red de instituciones con diferentes enfoques colaborando activamente en el desarrollo 

del tema. 

¿PARA QUE SIRVE EL NITROGENO? 

El nitrógeno es un elemento esencial en la composición de todos los seres vivos. Forma parte 

de las proteínas, los ácidos nucleicos y algunos azúcares. La cantidad total de nitrógeno en la 

tierra está estimada en 5 x 1018 kg y aunque es uno de los elementos más abundantes en la 

atmósfera, ocupa el lugar número 17 en la corteza terrestre. 

En la atmósfera, se encuentra principalmente en forma de dinitrógeno, una molécula casi inerte 

que requiere 226 kCal/mol para disociarse. Esto se debe a que sus átomos están unidos por un 

triple enlace muy estable, donde el orbital de mayor energía es un enlace sigma excepcionalmente 

fuerte. Más de la mitad de la energía necesaria se gasta en romper el primer enlace. 

Dada esta falta de reactividad, el dinitrógeno no puede ser utilizado directamente por todos los 

seres vivos en la formación de moléculas orgánicas, sino que necesita ser convertido previamente 

a cualquiera de los siguientes compuestos: 
NH• HHCN HN2 H NO HN02 H N01 
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Todos estos compuestos son interconvertibles entre sí y las relaciones existentes entre ellos en 

la naturaleza están determinadas por el ciclo del nitrógeno. Se cree que han existido por lo menos 

tres tipos diferentes de ciclos durante la historia de nuestro planeta: el prebiótico, el biológico 

anaerobio y el biológico aerobio. El ciclaje de nitrógeno en la bíósfera consiste en una serie 

suscesiva de reacciones bioquímicas. Estas reacciones se llevan a cabo como parte de un proceso 

equilibrado que permite la disponibilidad de todas las formas de nitrógeno asimilable en los 

ecosistemas. 

P~ra dar una idea del tipo de procesos involucrados, citaré un fragmento de la revisión del 

tema escrita por Mora y Lara (1991): "El ciclo comienza con la conversión del nitrato a amonio 

en las plantas, seguido por la asimilación de este compuesto inorgánico en nitrógeno orgánico. 

Por el proceso de amonificación (que se lleva a cabo en microorganismos), el nitrógeno orgánico 

es reciclado a amonio ... EI amonio producido es oxidado a nitrato por las bacterias nitrificantes y 

de esta manera el cicl~ se completa. La excepción es la presencia de bacterias denilrificantes, que 

convierten parte del nitrato en óxido nitroso y dinitrógeno, los cuales escapan a la atmósfera. Una 

sexta parte del nitrógeno total se pierde por denitrificación y es compensado por el que se fija y 

reduce a amonio por bacterias''. 

El paso limitante del ciclo es la fijación de nitrógeno, que ocasiona que la concentración de 

nitrógeno asimilable en la biósfera se mantenga limitada a pesar de la alta concentración de 

dínítrógeno atmosférico. Como se menciona en el parrafo anterior, el primer paso de la cadena es 

la asimilación del nitrógeno inorgánico por plantas. Con el fin de aumentar el rendimiento y el 

valor nutrícional de algunos cultivos, se ha popularizado el uso de fertilizantes industriales. 

Aunque efectivamente aumenta.n el rendimiento, poseen una serie de incovenientes: su alto costo 

restringe el número de agricultores capaces de ocuparlo (Bohlool, 1990); destruyen el equilibrio 

biótico del área de aplicación; ocasionan contaminación de mantos freátícos y corrientes fluviales 

(Schoot-Uiterkamp, 1990). Para solucionar esto, se han creado· instituciones de enlace con los 

agricultores que motivan el uso de la fijación biológica del nitrógeno como una alternativa 

ecológica para la conservación de la bíosféra. 

LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO 

La fijación de nitrógeno es uno de los procesos más complejos estudiados por la biología 

moderna. En 1888 se demostró por primera vez que un organismo podia ocupar el nitrógeno 

atmosférico como nutriente (ver Quíspel, 1988). A partir de entonces, y sobre todo en los últimos 

50 ~ños, gran cantidad de instituciones de investigación han . consagrado sus esfuerzos al 

entendimiento del proceso (ver Evans y Burris, 1992). 

Para tener una idea de la amplitud de este estudio, en los primeros nueve meses de 1992 se 

publicaron 5269 artículos del tema en revistas científicas. De estos, 1610 se clasifican como 
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ciencia básica. Esta información se obtuvo de Biological Abstracts, versión CD (enero a 

septiembre de 1992) La diversidad de los enfoques utilizados ha motivado la especialización. A 

continuación haré un breve resumen del estado actual de algunas de estas áreas de especialización 

y más adelante profundizaré en aquellos temas relevantes en la discusión de esta tésis. 

Njtrogenasa· Estructura y Mecanismo 

La nitrogenasa es la única enzima conocida capaz de interaccionar con el dinitrógeno 

atmosférico. Su función es reducirlo hasta amonio, asimilable directamente por plantas y 

bacterias. A partir de la primera vez que se detectó actividad de nitrogenasa en extractos 

celulares, en 1960, se ha buscado conocer el mecanismo de reacción de esta enzima (ver Evans y 

Burris, 1992). 

La complejidad de la reacción ha limitado el avance del área, sin embargo, gracias a 

sofisticadas técnicas de estudio de metaloproteinas, se han obtenido resultados significativos. El 

modelo de mecanismo propuesto por Loweffhorneley sobre la transferencia secuencial de 

electrones al sustrato (dinitrógeno) y sus proposiciones sobre la identidad de los intermediarios de 

la reacción, parece ser el más adecuado, debido a recientes evidencias experimentales (Dilworth y 

Eady, ¡"99 ¡; Thorneley et al, 1992). 

Lo que conocemos como nitrogenasa está realmente constituida por dos enzimas diferentes, 

componentes 1 y JI. El componente 1 es una reductasa que provee específicamente de electrones 

al componente II, el cual contiene el sitio activo para la reducción del dinitrógeno. El componente 

I (nitrogenasa re,ductasa) es un homodímero de 60,000 D. Un centro [4Fe:4S] se encuentra 

localizado entre las dos subunidades y es el donador directo de electrones para el componente II. 

El componente II (nitrogenasa) es una complejo o:2p2 de 240,000 D aproximadamente y 

contiene 2 átomos de molibdeno, 32 de fierro y 32 de azufre por molécula. La nitrogenasa 

contiene dos tipos de centros de óxido-reducción: los centros P y el cofactor FeMo. Cada 

molécula contiene dos centros P ([ 4Fe:4S]) unidos entre sí. El cofactor FeMo consta de dos 

centros: [4Fe:3S] y [!Mo:3Fe:3S] unidos entre si y es el sitio activo para la reducción del sustrato 

(ver Yates, 1992). 

Recientemente se estableció la estructura tridimensional del componente I de Azotobacter 

vi11ela11dii (Georgiadis et al, 1992). También se ha avanzado en la determinación de la estructura 

del cofactor FeMo del componente JI, tanto de A. 11i11ela11dii (Kim y Rees, 1992) como de 

Clostridium paste11ria1111111 (Bolín et al, 1990). Estos avances han permitido la correcta 

interpretación de resultados tales como el efecto de la hidrólisis de A TP en el flujo de electrones 

(Thofneley, 1992; Wolle et al, 1992) y el papel del molibdeno en el sitio activo (Kim y Rees, 

1992). 

Otra de las metas buscadas es el incorporar la capacidad de la nitrogenasa para reducir 
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dinitrógeno en condiciones normales de presión y temperatura en el diseño de catalizadores 

inorgánicos que sustituyan al costoso proceso industrial de Haber-Bo:;ch (Newton, 1988). 

Genética Molecular. 

Los sistemas naturales más sencillos para estudiar la genética de la fijación de nitrógeno son 

bacterias que llevan a cabo el proceso en vida libre, tales como Klebsiefla p11e11111011iae o A. 

vi11ela11dii. En estos organismos se ha encontrado que se requiere la expresión coordinada de un 

mínimo de 20 genes específicos, conocidos como genes 11if. La mayor parte de estos genes están 

involucrados con el ensamblaje de los cofactores o con la correcta asociación de las subunidadcs 

de la nitrogenasa (Tabla 1). 

La capacidad de las bacterias de la familia de las Rhizobeaceas de interactuar simbióticamente 

con raíces de leguminosas complica el esquema. En efecto, se requiere también de la actividad del 

producto de algunos genes no presentes en las bacterias fijadoras en vida libre, conocidos como 

genes jix. Esta designación es circunstancial, pues un fenotipo nod+fix- puede deberse a 

alteraciones en procesos no relacionados directamente con la simbiósis, sino que afecten el 

metabolismo basal de la célula (Barbour et al, 1992). 

Esta complejidad queda evidente si tomamos en cuenta que el establecimiento de la interacción 

planta-bacteria y su correcto desarrollo requieren de la expresión de alrededor de 15 genes de la 

bacteria conocidos como genes 11od (Long, 1992) y por lo menos otros 15 genes de la planta, 

todos ellos bajo un estricto control espacio-temporal (Franssen et al, 1992). 

En estos momentos se ha logrado profundizar lo suficiente como para presentar un esquema 

funcional del mecanismo genético en las bacterias fijadoras de nitrógeno en vida libre (Dean y 

Jacobson, 1992). Sin embargo, en el caso de los procesos simbióticos, la complejidad del sistema 

bacteriano y el aún escaso conocimiento de la genética de la planta hospedera, representan 

todavía atractivos retos que vencer. 

Tabla l.- Genes específicos para la fijación de nitrógeno. 

Gene d fi Pro ucto v unción propuesta 

niftl Nitrogenasa reductasa. Se requiere de su producto para la biosíntesis de la 

nitrogenasa en K. p11e11111011iae y en el sistema vnf de A. vi11ela11dii. (Joerger et al, 

1991, Harris et al, 1990) 

11im Subunidad a de la nitrogenasa. 

11ifK. Subunidad B de la nitrogenasa. 

ni!F.' Flavodoxina reductor fisiológico de la nitrogenasa reductasa. 

4 
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11(fJ Piruvato-ílavodoxina-oxidoreductasa. Acopla la oxidación de piruvato a la reducción 

de la ílavodoxina. 

11(/M Requerido para la activación de la nitrogenasa reductasa. Se requiere de su producto 

para la actividad de los tres sistemas de nitrogenasa en A. 11i11ela11dii. (Kennedy y 

Dean 1992) 
' 11ijU No se conoce su función. Se requiere de su producto para la actividad de los tres 

sistemas de nitrogenasa en A. vi11ela11dii. Posible estabilización de la nitrogenasa 

reductasa en A. vi11ela11dii y en la formación de la aponitrogenasa en K. p11e11111011iae 

(Kennedv v Dean 1992 Harris el al 1990) 

11ijS No se conoce su función. Se requiere de su producto para la actividad de los tres 

sistemas de nitrogenasa en A. vi11ela11dii. Posible estabilización de la nitrogenasa 

reductasa en A. vi11ela11dii y en la formación de la aponitrogenasa en K. ¡me11111011iae. 

<Kennedv v Dean 1992, Harris et al 1990) 

11ijV Homocitrato sintasa. El homocitrato es un componente del cofactor FcMo. Se 

requiere de su producto para la actividad de los tres sistemas de nitrogenasa en A. 

vi11ela11dii. (Kennedv v Dean 1992) 

llijE Requerido para la biosíntesis de la nitrogenasa. Forma un complejo con el producto 

de nifN. 

11({N Requerido para la biosintesis de la nitrogenasa. Forma un complejo con el producto 

de nifF.. 

11ifB Requerido para la biosíntesis del cofactor FeMo. 

11ifQ Involucrado en la biosíntesis del cofactor FeMo. El fenotipo 11ifQ· se suprime con 

molibdeno o cisteína. 

11ijW No se conoce su función. Se requiere para la producción máxima de la 

aoonitrogenasa en K. ¡me11111011iae. (Harris el al, 1990). 

llijZ No se conoce su función. Se requiere para la producción máxima de la 

aoonitrogenasa en K. v11e11111011iae. íHarris et al 1990) 

nifA Elemento regulador oositivo. 

ni!L Elemento regulador negativo. 

11ijX No se conoce su función. Posible elemento regulador negativo. (Moreno-Vivian el 

al 1989) 

11ifl' No se conoce su función. Se requiere para la producción máxima de la 

aoonitrogenasa en K. vneumoniae. (Harris et al, 1990) 

11(fP Serina-acetiltransferasa. Se requiere para la actividad completa de la nitrogenasa. 

(Evans el al, 1991) 

5 
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No se conoce su función. Posible estabilización del cofactor FeMo en K. 

11e11111011iae. Harris et al 1990 
NOTA: La información sobre de los genes carenles de referencia se lomó de la revisión de Dean y Jacobson. 1992. 

Procesos simbióticos 

Las asociaciones de bacterias fijadoras de nitrógeno con raíces de plantas proporcionan el 50% 

del nitrógeno disponible en la biósfera (Hardy y Havelka, 1975). Estas asociaciones pue\len ser 

simbióticas con raíces de leguminosas o no simbióticas con raices de pastos y cultivos de cereales. 

En a.rubos casos, la presencia de las bacterias promueve el mejor crecimiento de las plantas y en 

algunos casos incrementos en su productividad (Bohlool, 1990). 

Numerosos grupos de investigación se han dedicado al estudio de la especificidad de las 

interacciones planta-bacteria. Recientemente se han obtenido avances considerables en cuanto a 

los mecanismos de comunicación química entre ambos participantes, identificando algunas de las 

moléculas responsables (Long, 1992). 

En el caso de las leguminosas, la presencia de moléculas-señales provenientes de bacterias del 

género Rhizobi11111, promueve la diferenciación ele un órgano específico en la raíz, llamado nódulo, 

dónde se lleva a cabo la fijación ele nitrógeno. Las proteínas que intervienen en el establecimiento 

y desarrollo del nódulo estan codificadas por los genes 11od. 

El mecanismo propuesto para la comunicación química entre plantas y bacterias es el siguiente: 

! .-Compuestos difusibles como esqueletos ele carbono y flavonoides producidos por la raíz de 

la planta interaccionan específicamente con la proteína NodD de la bacteria para activar la 

trans~ripción de otros genes nod. El tipo de compuestos que la planta excreta son especificas de 

su especie y le sirven para identificarse. 

2.-Algunas de las proteinas inducidas participan en la síntesis y modificación programada de 

polímeros de N-acetil-glucosamina. La estructura de esta molécula se encuentra conservada en los 

diferentes organismos estudiados y la espe~ificidad en el rango de infección de las bacterias 

proviene del tipo de modificaciones que sufre: acetilación, metilación, sulfatación, etc. Estas 

moléculas, llamadas factores ele nodulación, inducen la división celular a distancia en la raíz de la 

planta aún en ausencia de bacterias. 

3.-Mientras se llevan a cabo los dos pasos anteriores, las bacterias se adhieren a la superficie de 

pelos radiculares por medio de lectinas que reconocen la pared de las Rhizobeaceas. Las bacterias 

penetran por un hilo de infección hasta alcanzar el sitio de crecimiento del nódulo, donde infectan 

algunas de las células de la planta. 

5 .~Llegando a este sitio, parte de las bacterias se diferencian a bacteroides, lo que implica que 

su morfología se modifica y su metabolismo se enfoca casi exclusivamente a la fijación de 

nitrógeno. A partir de este momento, dependen de los compuestos de carbono que bajen de las 

hojas. No se ha podido demostrar claramente si este estado de diferenciación es terminal o no, 

6 



INTRODUCCION 

Adaptación al medjo ambiente. 

La nitrogenasa es oxidada irreversiblemente por oxigeno molecular en concentraciones 

atmosféricas. Todos los organismos fgadores de nitrógeno aerobios han desarrollado mecanismos 

de protección para la nitrogenasa compatibles con su producción de energía (Postgate, 1981 ). 

Algunos de los mecanismos caracterizados son: 

-Producción de exopolisacáridos que limitan la difusión de oxígeno al interior de Ja colonia, ej. 

Derxia g11mosa (Hill, 1971 ). 

-Formación de una película semipermeable a oxígeno en el exterior de las colonias, ej. 

Azospiril/11111 (Rciner y Okon, 1986). 

-Diferenciación terminal de células especializadas para fijar nitrógeno en heteroquistes, ej. 

A11ahae11a (Golden et al, 1985). 

-Inducción de órganos específicos en algunas plantas, que al ser invadidos protegen a las 

bactt¡rias del oxígeno ambiental, ej. Rhizobi11111 (ver Werner, 1992). 

-Jnactivación reversible de la nitrogenasa reductasa por ADP-ribosilación en condiciones de 

alto oxígeno, ejs. Rhodospiri/111111 (Roberts y Luden, 1992) y Azmpiril/11111 (Zhang, 1992). 

-Rearreglos específicos en Jos genes estructurales para Ja nitrogenasa (Golden et al, 1985). 

-Regulación de la actividad de la nitrogenasa por medio de modificaciones postraduccionales 

en otras enzimas relacionadas (Thorneley et al, 1992); 

-Respiración desacoplada de la producción de ATP, ej. Azotobacter. 

El mecanismo de coordinación de todos los pasos involucrados en el planteamiento de 

condiciones metabólicas o en el desarrollo de estructuras propicias para el establecimiento de una 

fijación de nitrógeno exitosa está aún sin resolver. 

Evolución y Ecología 

L~ capacidad de fijar nitrógeno está restringida a los procariotes y se encuentra tanto en 

eubacterias como en arqueobactarias (Young, 1992). Es un proceso muy antiguo, quizá tanto 

como la fotosíntesis (Sprent, 1992). Siendo tan importante y complejo, resulta atractivo 

reconstruir la historia evolutiva de este proceso. Para esto se han aplicado dos enfoques 

complementarios: 1) La comparación de secuencias tanto de proteínas como de DNA de genes 

involucrados con la fijación de nitrógeno y 2) El análisis de poblaciones de bacterias actuales. 

El primer enfoque se ha basado en el fuerte compromiso funcional de las proteínas que 

componen a la nitrogenasa y su extraordinaria conservación entre diferentes géneros (Normand y 

Busque!, 1989). Esto ha motivado que la secuencia de las proteínas, o la de los genes que las 

codifican, haya sido determinada en numerosos organismos. A partir de experimentos de este 

tipo, se ha propuesto que todos los genes conocidos para la nitrogenasa tienen un origen com(m, 
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a pesar de la gran diversidad de las bacterias que lo portan. Por lo tanto, la fijación de nitrógeno 

parece haber surgido antes de la división entre arqueobacterias y eubacterias (Young, 1992). 

El segundo enfoque, de genética cuantitativa, ha proporcionado evidencias sobre los flujos de 

material genético entre diferentes organismos en nichos ecológicos muy importantes 

agronómicamente (p.ej. la rhizosfera, Young, 1989). El hecho que los genes que participan en la 

interacción simbiótica y en la fijación de nitrógeno se encuentren en moléculas extracromosomales 

ha motivado la discusión sobre qué tipo de indicadores genéticos deben tomarse en cuenta para la 

definición de especies bacterianas, especialmente dentro del género Rhizobium. Los enfoques 

cuantitativos han permitido la caracterización de fenómenos de transferencia horizontal de estas 

moléculas extracromosomales, asi como la detección de diferentes mosaicos genéticos dentro de 

la misma población (Souza et al, 1992; Valdes y Piñero, 1992) 

Conclusión. 

La información obtenida en los últimos diez años ha marcado grandes avances en el área de la 

fijación biológica del nitrógeno y dificihnente pasa un aílo sin que se obtenga alguna conclusión 

relevante. Este conocimiento ha permitido un cambio en la apreciación del proceso, pues ya no se 

restringe al contexto de sus evidentes implicaciones prácticas (impacto agro-económico), sino 

como un sistema biológico complejo que permite la interacción de diferentes enfoques científicos 

en su caracterización. A continuación presentaré algunos temas especialmente relevantes para la 

discusión de esta tesis con mayor profundidad. 
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BIOQUIMICA DE LA FIJACION DE NITROGENO 
La fijación biológica de nitrógeno es catalizada por la metaloenzima nitrogenasa, un complejo 

compuesto por dos componentes independientes llamados nitrogenasa y nitrogenasa reductasa. 

Ambos componentes son indispensables para la actividad biológica del complejo. 

La nitrogenasa reductasa es una donadora específica de electrones para la nitrogenasa y 

obtiene su energía de la hidrólisis de ATP. La nitrogenasa contiene el sitio para la unión del 

sustrato y su reducción. La reducción catalítica del dinitrógeno es indicada por la siguiente 

ecuación 
N, + 8.- + 8H+ + 16MgATP--72Nfü +H2 +16MgADP +16Pi 

Para reducir una molécula de dinitrógeno se requiere que los componentes de la nitrogenasa se 

asocien y disocien varias veces, ya que solo se incorpora un electrón a la vez. Como se muestra en 

la ecuación anterior, se requieren ocho protones y ocho electrones por cada molécula de 

dinitrógeno fijada. También se requiere de un medio ambiente anaeróbico, ya 
1
que ambos 

componentes de la enzima son sensibles a oxígeno. La nitrogenasa puede utilizar otros sustratos 

diferentes del dinitrógeno que también contengan triples enlaces (acetileno, ácido cianhídrico, 

azidas, etc., ver Yates, 1992). 

Recientemente se propuso un modelo de mecanismo para la interacción de los dos 

componentes (Wolle el al, l 992) que implica: 

1.-Al unirse ATP a la nitrogenasa reductasa cambia la conformación de la enzima que expone 

su centro redox al contacto con la nitrogenasa, la cuál obtiene su electrón de una flavodoxina o 

ferrodoxina específica. 

2.-Una vez que se acoplan la nitrogenasa y la nitrogehasa reductasa, se hidroliza el ATP y se 

transfiere el electrón a la nitrogenasa. La donación solo ocurre cuando se encuentran asociadas 

estas dos proteína, evitando la transferencia de electrones a otros receptores. 

3.-Después de la hidrólisis, el ADP cambia de lugar hasta otro sitio específico localizado entre 

las dos subunidades, cambiando la conformación de la nitrogenasa reductasa, lo cuál hace 

irreversible la transferencia del electrón, aunque las dos proteínas se encuentren todavia 

asociadas. 
4.-Después de desacoplarse la nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa, el ADP se disocia y la 

nitrogenasa reductasa adquiere la conformación inicial. En estas condiciones recibe otro electrón, 

une otra molécula de ATP y comienza el ciclo otra vez. Este ciclo requiere llevarse a cabo ocho 

veces para la reducción de una molécula de dinitrógeno. 

Aunque se conocen otros sistemas enzimáticos de nitrogenasa relacionados estructuralmente al 

sistema FeMo, pero codificados por otro tipo de genes, el mejor caracterizado es el que posee 

cofactores de Fierro y Molibdeno y que se conoce como convencional. Los otros sistemas, 

conocimos como alternativos, han sido identificados en bacterias del género Azotobacter y 
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contienen algunos componentes análogos al sistema convencional pero utilizan cofactores Fe Va o 

Fe exclusivamente (Bishop y Premakumar, 1992). 

Lo que parece ser un tercer sistema de nitrogenasa ha sido recientemente identificado en la 

bacteria gram positiva Streptomyces then11oa11/otrophic11s UBTI (Gadkari et al, 1992). Su 

actividad de fijación de nitrógeno se demostró por incorporación de dinitrógeno marcado con el 

isotopo 15N y por incremento de biomasa con dinitrógeno como única fuente de nitrógeno. Se 

distingue de los otros sistemas en lo siguiente: 

l .~Es insensible a tungsteno, lo que indica que no se trata de una enzima que utilice molibdeno. 

2.-Es insensible a acetileno, etileno y monóxido de carbono, todos ellos inhibidores competivos 

del sustrato en los otros sitemas. Esto indica que su mecanismo es completamente diferente a 

todas la nitrogenasas conocidas. 

3.-No se inhibe por altas concentraciónes de hidrógeno, lo que indica que probablemente no 

produzca hidrógeno como un subproducto de la reacción de reducción de dinitrógeno. 

4.-Prefiere utilizar dinitrógeno a una fuente rica de nitrógeno organico, como el extracto de 

levadura, lo que significa que no posee sistemas regulatorios equivalentes a los conocidos. 

5.-Aparentemente no contiene secuencias homólogas a las de los genes de las otras 

nitrogenasas. 

A excepción de este último caso, todas las demas nitrogenasas conocidas, aún las alternativas 

de Azotobacter, poseen suficientes caracteristicas comunes para ser identificadas como 

descendientes de un ancestro común, en apoyo a fa proposición de un origen monofilético. Con 

respecto a la encontrada en S. thermoa11fotrophic11s, serán necesarios más resultados antes de 

tener evidencias sobre su orígen. 

Producción de hidrógeno y su captura 

Una de las características más intrigantes de la actividad de nitrogenasa es su capacidad para 

reducir protones a hidrógeno simultaneamente con la reducción de dinitrógeno, dividiendo los 

electrones disponibles entre los dos sustratos.· Aunque en condiciones de alto flujo de electrones o 

con presiones parciales de dinitrógeno mayores a la atmosféricas se favorece la translocación de 

electrones al sustrato, el límite experimental es una molécula de dinitrógeno por una molécula de 

hidrógeno reducido. 

Este manejo del flujo de electrones implica una eficiencia máxima teórica de la reacción de 

solamente el 50%. Obviamente esta eficiencia es bastante menor en vivo, sin embargo, la 

evolSción de hidrógeno es parte integral de la actividad de la enzima y no hay reducción de 

dinitrógeno sin producción de hidrógeno. Interesantemente, sí se ha encontrado que en presencia 

de altas concentraciones de monóxido de carbono todo el flujo de electrones se deriva a la 

reducción de protones. Adicionalmente, la presencia de hidrógeno como sustrato disminuye aún 
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más la eficiencia de la reducción de dinitrógeno. Este efecto inhibitorio se debe a que el hidrógeno 

externo puede ser utilizado como sustrato, disminuyendo aún más la cantidad de electrones 

dirigidos a la reducción del dinitrógeno. 

Para disminuir la perdida energética intrínseca del sistema, gran cantidad de organismos han 

desarrollado la capacidad de oxidar el hidrógeno producido por la nitrogenasa. Esta oxidación 

devuelve parte de la energía depositada en la molécula de hidrógeno a la célula, que aunque poca 

para ser utilizada como fuente única, aumenta la eficiencia neta de la reducción de dinitrógeno 

(Arp, 1992). La enzima que lleva a cabo esta reacción es la hidrogenasa.Se trata de un 

heterodímero a¡3 con un peso molecular de 100 kD. Aunque se ha determinado la secuencia y 

localización de los genes estructurales para las dos subunidades en Bradyrhizobium japo11ic11111 

(Sayavedra-Soto et al, 1988), aparentemente existen otros genes involucrados que aún no han 

sido ·caracterizados. La expresión de los genes de la hidrogenasa depende de la concentración 

externa de hidrógeno y oxígeno, así como de la fuente de carbono utilizada. No se conoce el 

mecanismo de acción de estos efectores. 

Las bacterias aprovechan la actividad de la hidrogenasa acoplando el poder reductor generado 

a partir de la oxidación de hidrógeno, ya sea a la producción de ATP o a sistemas que reducen 

oxígeno. Al mismo tiempo se aumenta la e·ficiencia de la fijación de nitrógeno al disminuir la 

concentración interna inhibitoria de hidrógeno. Uno de los aspectos más interesantes de la 

actividad de hidrogenasa es que es modulable, probablemente por medio de un factor difusible, 

dependiendo del cultivar utilizado (Bedmar et al, 1983; Bedmar y Phillips, 1984). Esto indica que 

la eficiencia final de la reacción de fijación de nitrógeno puede ser modulada por las necesidades 

de la planta. 

Evidentemente, el funcionamiento de un sistema tan complejo requiere un alto grado de 

organización, tanto estructural como funcional, para alcanzar niveles eficientes. A continuación 

veremos algunos aspectos relevantes de estos niveles de organización . 

.Qrganjzación de los genes nií 
Los polipéptidos que forman el complejo de la nitrogenasa no se sintetizan como unidades 

activas, sino que necesitan ser procesados por otras proteinas específicas. Se ha demostrado que 

ésta es la función del producto de algunos de los genes específicos para ftjación de nitrógeno (11if) 

descritos en la tabla 1. Recientemente se demostró que el ensamblaje de una nitrogenasa activa 

requiere del sistema general de procesamiento de proteínas constituido por los productos de los 

genes groEL (Govezensky et al, 1991 ). 

Los productos de otros genes nif están involucrados con el transporte de electrones a la 

nitrogenasa. También hay algunos genes cuyos productos son responsables de la activación o 

inhibición de la expresión coordinada de todos los genes 11if en respuesta a las condiciones del 
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Fig, 1- Organi1.ición relaliva de los genes de la fijación de nilrógeno en: A) K. pneumoniae; B) B. japonicum y C) 
R. plmseoli cepa CFN42. Todos los genes son nifa no ser que se indique lo contrario. Las flechas indican la 

dirección de transcripción del gene y los puntos(•} los promotores idcnlificados. Los rectaugulos indican genes 
detectados por hibridi1.ición pero aún no carncteri1.idos. NOTA: Los mapas no se encuenlran en la misma escala 

medio ambiente. 

En Klebsiella pneumoniae los 17 genes 11if conocidos se encuentran localizados en el mismo 

fragmento del cromosoma junto con tres marcos de lectura aún no caracterizados (fig. 1 A). En 

bacterias del género Azotobacter y Bradyrhizobium también se encuentran en el cromosoma (fig. 

IB). En bacterias del género Rhizobium la mayor parte de los genes involucrados en la fijación ele 

nitrógeno se encuentran en moléculas autorreplicables independientes del cromosoma llamadas 

plásmidos ( ver Martínez el al, 1990). En Rhizobium phaseo/i cepa CFN42, los genes 11if c¡uc se 

han identificado hasta ahora se encuentran dispersos sobre una región de 120 kB del plásmiclo D, 

conocido como plásmido simbiótico (fig. IC; Girard et al, 1991). Esla cepa posee copias 

múHiples de los genes para la nitrogenasa (dos copias de 11ijDK) y para la nitrogenasa reduclasn 

(tre~ copias de 11ijH, Quinto et al, 1985). También han sido identificados otros genes involucrados 

en la regulación de los genes nij, tales como 11ifA y 11ijB (Girare! et al, 1991 y 1993). 

Algunos genes necesarios para llevar a cabo una interacción simbiótica exitosa se encuentran 

en un solo replicón, diferente al cromosoma, esto proporciona una gran flexibilidad genética para 

las poblaciones de bacterias que se encuen°tren en el suelo pues en algunas condiciones, unas 

pocas células que posean la capacidad de nodular cierta leguminosa pueden proporcionarla a olras 

por medio de la transferencia de plásmidos_ Esto se ha demostrado en condiciones de laboratorio, 

donde la transferencia del plásmido simb,iótico de R. tropici a la bacteria Agrobacterium 

t11mefacie11s la capacita para nodular plantas .de frijol (Martlnez et al, 1987). 
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REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO. 

Como ya se mencionó anteriormente, la fijación de nitrógeno es un proceso energéticamcnlc 

costoso que requiere de la hidrólisis de 16 moles de A TP para reducir una mol de dinitrógeno a 

amoniaco. Es, por lo tanto, evidente la necesidad de controlar de manera rigurosa tanto la síntesis 

como la actividad de la nitrogenasa en respuesta a factores ambientales. 

La sensibilidad intrínseca de la nitrogenasa al oxígeno provoca que la concentración de éste sea 

el principal factor regulatorio de todo el sistema (Merrick, 1992). En algunos organismos, 

principalmente los que utilizan el nitrógeno fijado para su propio crecimiento (diazótrofos), la 

disponibilidad de nitrógeno asimilable en el medio ambiente es otro factor importante (flill, 1992; 

Kennedy y Dean, 1992 ). Además, dado que la nitrogenasa es una metaloenzima, la conccntracié>n 

de los metales requeridos para su actividad tiene efectos regulatorios, sobre todo en aquellos 

organismos que poseen nitrogenasas con diferentes cofactores metálicos, p.ej. Azotolwctcr 

(Bishop y Premakumar, 1992). 

Con el fin de preservar la integridad de la nitrogenasa, algunos organismos modulan s11 

actividad por medio de cambios conformacionales reversibles que la protegen de alias 

concentraciones de oxígeno atmosférico, p.ej. Azotobacter (Hill, 1992). En otros organismos la 

enzima se inactiva específicamente en condiciones adversas para reducir el mal uso de la energía, 

p.ej., Rhadaspiri/111111 (Roberts y Luden, 1992). En el caso de las cianobacterias, la actividad de 

nitrogenasa se restringe a solo algunas células especializadas que se diferencian de acuerdo a un 

proceso coordinado finamente, desarrollando una barrera mecánica contra altas concentraciones 

de oxígeno (Golden et al, 1985). 

A pesar de algunas diferencias encontradas entre generos, los esquemas generales de 

regulación de la transcripción de genes nif son claramente comparables, ya que las otras proteínas 

involucradas (FixL, FixJ, FixK, ver más adelante), actuan al nivel del control la transcripción de 

nifA. Por lo que el papel de NifA como regulador maestro de la expresión de los genes 11if se 

encuentra conservado. 

Activación de genes 11ifpor NjfA y RpoN 

La transcripción de los genes 11if se realiza por medio de la activación de promotores 

específicos, que se encuentran en la posición -12, -24 con respecto al inicio de la transcripción. La 

expresión de estos promotores es completamente dependiente del factor específico 054, producto 

del gene rpoN (Kustu et al, 1989). La RNA-polimerasa carece de especificidad intrínseca en su 

unióh a DNA (McClure, 1985) y depende de los factores sigma "o" para acoplarse eficientemenle 

a los promotores (Helmann y Chamberlin, l 988). 

Todos los promotores activables por a54 (RpoN-dependientes) reconocen secuencias de DNA 

muy parecidas, con el consenso TGG-N8-TTGCA en las posiciones -11,-26 con respecto al inido 
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de la transcripción (Morett y Buck, 1989). El funcionamiento de los promotores RpoN

dependientes es dependiente estricto por la distancia de diez pares de bases entre las posiciones -

12 y-24 (Buck, 1986). Modificaciones de los residuos ubicados en las posiciones -12, -13, -14, -

18 y -26 del promotor nifH de K. pneumoniae tienen un efecto negativo en la eficiencia del 

promotor al reducir la afinidad del acoplamiento con RpoN (Buck et al, 1985). Los nucleótidos 

GG-NIO-GC en las posiciones -12,-24 están notablemente conservados, excepto en los tres 

promotores nifH de R. phaseo/i (Quinto et al, 1985), el promotor nifH de R. tr(fo/ii, el promolnr 

nifN
1
de R. meliloli (Merrick, 1992) y el promotor glnH de E. coli (Claverie-Martin y Magasanik, 

1991), que contienen A en lugar de C en la posición -13. 

RpoN se une al promotor y forma un complejo cerrado que es incapaz de isomerizarse en un 

complejo abierto por sí mismo, por lo tanto todos los promotores RpoN-dependientes requieren 

absolutamente de una proteína activadora específica para su funcionamiento (Kustu et al, 1989). 

En el caso de los genes 11((, el activador específico es el producto del gene nijA, aunque pueden 

ser activados por otras proteínas del mismo grupo (p.ej. NtrC, Buck et al, 1985). NifA promueve 

la isomerización del DNA del promotor de un complejo cerrado a uno abierto (Morett y Buck, 

1989). 

La actividad óptima de NifA se obtiene cuando se une a secuencias de DNA especificas 

localizadas entre 80 y 150 pares de bases antes del inicio de la transcripción (NifA

UAS=!lpstream Activator ,Sequences; Buck et al, 1986; Morett y Buck, 1988). Las secuencias 

UAS
1 

contienen el elemento TGT-NIO-ACA, y al igual que en la secuencia de los promotores 

RpoN-dependientes la distancia interna es esencial. Derivados con la secuencia TGT-NIO-ACC 

reducen la actividad del promotor, indicando un pegado débil de NifA a la secuencia (Buck et al, 

1987). 

Se ha demostrado que los promotores RpoN-depcndientes pueden activarse tanto por su 

activador específico, como por otros de I~ misma familia. Esto se debe a la homología de 

secuencia entre las proteínas de este grupo, por la que comparten un mecanismo común (Kustu et 

al, 1989). Por ejemplo, los promotores de los genes nijH o nifU de K. p11e111110111iae se activan 

tanto por NifA como por NtrC, sin embargo los niveles de expresión con NifA son de 20 a 40 

veces más altos. La deleción de la copia única de NifA-UAS de cada uno de estos promotores 

reduce notablemente su activación por NifA, sin alterar la activación por NtrC (Buck y Cannon, 

1989). Esto indica que en ausencia de una secuencia UAS, ambas proteínas activadoras poseen la 

misma capacidad restringida de promover la activación de este promotor, pero cuando la proteína 

específica, NifA, se coloca en una posición exacta en la misma cadena de DNA aumenta 

notableí.1'ente su especificidad. A diferencia de lo que se encuentra en K. p11e11111011iae, el 

promotor nijH de R. meliloti no depende tanto de la unión de NifA a UAS (Huala y Ausubcl. 

1989). El promotor niftl de R. meliloti se a.cerca más al consenso que el promotor nijll de K. 

14 



INTRODUCCION 

¡me11mo11iae, lo que sugiere que la dependencia por los sifios de pegado a NifA puede ser un 

mecanismo de compensación de una unión débil a RpoN. Esto se demostró al modificar lns 

nucleótidos -15 y -16 del promotor nifll de K. p11e11mo11iae, de forma tal que al aumentar su 

homplogía con el promotor 11ifll de R. meli/oti (y con el consenso), se disminuye su dependencia 

por la presencia de NifA-UAS (Buck y Cannon, 1989). 

El mecanismo por el que las NifA-UAS compensan la falta de afin~dad del promotor 11ifl! de K. 

p11e11mo11iae, es mediante la presentación del activador al complejo polimerasa-RpoN-promotnr, 

facilitando su interacción y promoviendo mayor estabilidad en la iniciación de Ja transcripción. En 

el caso de este promotor, la distancia de DNA que separa al promotor de su NifA-UAS es exacta 

para que con un solo doblez ambas proteinas queden presentadas. Sin embargo, la tensibn 

producida por este doblez dentro del DNA no permitiría que fuera suficientemente estable. 

Hoover et al ( 1990) identificaron que la 

proteína IHF (!:lost Integration Eactor), 

conocida por mediar la integración del 

bacteriofago lambda en el cromosoma de E. 

coli, así como otros procesos que requieren 

el dpblamiento de DNA, participa en la 

acti~~ción de promotores RpoN 

dependientes, proporcionandos la 

estabilidad necesaria en su presentación con 

las moléculas de NifA unidas a DNA. El 

efecto de IHF en Ja estimulación de la 

transcripción ha sido demostrado para 

promotores de diferentes organismos, 

incluyendo algunas Rhizobeaceas, por lo 

que aparentemente se trafa de un 

Fig 2.- Modelo de fa activación transcripcional de genes 11if 
La protelna IHF estabili1,1 el doblamiento del DNA 

intermedio entre el promotor y NifA-UAS, permitiendo la 
interacción estable de la protefna activadora NifA con el 

complejo polimerasa-RpoN-promotor. 

mecanismo general. La secuencia consenso para el pegado de IHF (a/tATCAA-N4-TTa/g) se 

encuentra entre el promotor y NifA-UAS, en el caso de las regiones regulatorias de los genes 

11~a y 11{fl!b de R. phaseoli cepa CFN42, aunque no existe una secuencia idéntica al consensn, 

si se·encuentra una región rica en AT alrededor de la posición -125, entre el promotor y NifA

UAS, por lo que es posible que también requiera IHF para su activación. En la figura 2 se 

presenta un modelo para la expresión de genes nif a partir de promotores RpoN-dependientcs 

donde la proteina IHF se une a secuencias intermedias entre el promotor y NifA-UAS, facilitando 

la interacción de NifA con la polimerasa (Hoqver et al, I 990). 

Como ya se mencionó NifA y NtrC son ·similares en cuanto a su función, pues ambos snn 

activadores transcripcionales de promotores RpoN-dependientes, por lo tanto pueden sustituirse 
1 
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el uno al otro, aunque con eficiencia reducida. Esta similitud proviene de un alto grado ele 

similitud entre la secuencia de ambas proteínas. Al comparar la secuencia de estas dos protcínns, 

así como de otras con funciones similares (Drummond el al, 1986), se observó que algunos 

fragmentos estaban organizados como dominios con fimciones específicas: 

1.-EI dominio amino terminal de NtrC está involucrado en la interacción con NtrB y contiene 

el sitio de fosforilación. Este dominio está conservado entre diferentes proteínas del sistemn el" 

dos componentes (DctD, OmpR, NusA, etc.). En el caso de NifA de K. p11e11111011iae, el domini<• 

amino terminal está involucrado e~ la ináctivación por NifL y aunque este mecanismo no existe en 

Rhizobeaceas, existe similitud entre diferentes NifA. La homología entre NifA y NtrC es 11111y 

reducida en este dominio, concordante con las diferencias en los mecanismos de activación. 

2.-EI dominio central está muy conservado entre todos los activadores de promotores RpnN 

dependientes~· se sabe que aún disectado es capaz de activar la transcripción (Morett et al, l 9RR. 

Hu ala y Ausubel, 1989). 

3.-EI dominio carboxilo terminal presenta la estnictura hélice-vuelta-hélice, reconocida por su 

capacidad de interaccionar con DNA y ha sido propuesta como el sitio de unión a las secuencias 

de estabilización (UAS) para Ja interacción con Ja polimerasa. En el caso de NifA, se demostró 

que éste dominio efectivamente se une a la secuencia TGT-NIO-ACA (NifA-UAS; More!! et al, 

1988). 

En K. p11e11111011iae NifA regula la expresión del resto de los genes 11if en respuesta a los 

estímulos ambientales mediante la regulación de su transcripción. Responde a la concentración ele 

oxígeno por medio de Ja interacción con NifL y la expresión de nift . .A está controlada por el grado 

de superenrollamíento del DNA, el cual a su vez es afectado por Ja transición aerobiosis

ana~robiosis. Por otro lado, responde a la disponibilidad de nitrógeno asimilable por medio ele In 

activación de su transcripción por NtrC a partir del promotor RpoN-depencliente 11ijl.A. Esl a 

activación se lleva a cabo de manera cooperativa por la unión de dos moléculas de Ja proteína c11 

dos secuencias NtrC-UAS débiles en la región anterior al promotor. 

Re¡¡ulación de la expresión de genes nifen Rhizohj11111. 

Igual que en K. ¡me11111011iae, la expresión de genes nif en bacterias de la familia de las 

Rhizobeaceas es dependiente de la presencia de las proteínas RpoN y NifA. Sin embargo, Jos 

efectores del sistema regulatorio parecen ser diferentes: en Rhizohium la transcripción de los 

genes nif responde solamente a la concentración de oxígeno disuelto, y es insensible de la 

disponibilidad de fuentes de nitrógeno combinado. Esta diferencia puede tener fundamento en el 

hecho que las bacterias de esta familia fijan nitrógeno esencialmente para ser exportado a la plmll a 

y q~·e éste es inmediatamente transportado lejos del bacteroide, por lo tanto, no hay necesidad de 

que la actividad de nitrogenasa ne·cesite ser regulada por la presencia de amonio o de glutamina. 
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Los elementos que confomian el esquema de regulación de la expresión de genes 11(( en 

Rhizobeaceas se han obtenido del estudio de bacterias de los géneros Bradyrhizohium, Rhizohium 

y Azorhizobi11111. Aunque los tres sistemas comparten gran parte del mecanismo, presentan 

algunas particularidades. Por lo tanto me limitaré a revisar solamente a las especies más cercanas 

a R. phaseoli. Se ha trabajado de manera más completa en R. trifolii, R. meliloti y R. 

legumi11osam111, y se ha encontrado que los elementos regulatorios de las tres especies son 

bastante similares. 

En estas tres especies el gene 11ifA está localizado después de fixABC y antes de nijB. 1.a 

transcripción de nifA es a partir del promotor RpoN-dependiente de fixABC o a partir de un 

promotor propuesto localizado entre ambos genes. Este promotor se obtuvo por comparación ele 

las tres secuencias intercistronicas y se determinó corno su secuencia mínima, T AA Ta/tTT, en la 

nifl/DK 
fl<ABC 
nlfN 

JlxNOPQ 
jl<Gll/S 

Fig. 3 Modelo para la activacion transcripcional de 
genes 11ifcn R. meliloli. 

posición -30,-40 con respecto al inicio de la 

transcripción (lisma y Watson, 1989). 

En nódulo, la transcripción de n((A se 

autoregula positivamente, a partir del 

promotor fixABC y se ha demostrado en R. 

meliloti que se pueden alcanzar en cultivo los 

mismos niveles de expresión que en el 

bactcroide si se reduce la concentración de 

oxígeno disuelto (Ditta et al, 1987). Esta 

inducción ocurre aún en presencia de 

nitrógeno fijado y es debida a la activación del 

promotor TAATa/tTT, probable equivalente 

de un promotor cr70 en Rhizohium, por FixLJ 

(David et al, 1988). Estas proteínas 

pertcne'cen a la familia de sistemas reguladores 

de dos componentes, donde FixL fosforila a 

FixJ en respuesta a la concentración de 

oxígeno. La primera evidencia sobre la 

regulación de la transcripción del promotor nifA de R. meliloti por la fuente de nitrógeno, 

aparentemente por medio de las proteínas reguladoras FixLJ fué obtenida recientemente por 

Noonan y colaboradores (1992). 

En las Rhizobeaceas la actividad de NifA responde a la concentración de oxígeno por medio de 

la oxidación de la misma proteína . Aparentemente ~sta sensibilidad es mediada por la presencia 

de la secuencia CXXXXC, donde X puede ser cualquier aminoácido, entre el dominio central y el 

carboxilo terminal. Dado que se requiere de ambas cisteínas y la distancia entre ellas es critica 
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para su función, pero no el tipo de residuos intermediarios, se ha propuesto que se !rala un sitio 

de unión para un metal. En B. japo11ic11111 se demostró que la presencia de agentes quclantes en el 

medio de cultivo impiden la función de NifA (Morctt et al, 1991 ). 

Dependiendo de la presencia de la secuencia CXXXXC se ha clasificado a las proteinas NifA 

conocidas en dos grupos: 1) Las que la contienen: .B. japo11ic11111, R. caps11la111s, R.meliloti, R. 

trifolii, R. leg11111i11osaru111 A. ca11li11oda11s, H. seropedicae, y 2) Las que no la contienen: K. 

p11e11111011iae NifA, A. chroococc11111 NifA, A. vi11ela11dii NifA, AnfA y VnfA. 

Batut y colaboradores (1989) encontraron condiciones en las que FixLJ no bastaban para 

activar la expresión de .fixN en R. meliloti. Esta observación llevó a la identificación de otra 

proteína regulatoria, el producto del gene.fixK. Esta proteína, FixK, no activa la transcripción ele 

nifA, sino que aparentemente la regula negativamente. Por comparación de secuencias, se 

encontró que tiene gran parecido a Fnr, proteína reguladora de la transcripción, sensible a la 

concentración de oxígeno disuelto. La expresión del gene.fixK se autoregula negativamente y es 

dependiente del sistema FixLJ. Se han encontrado homólogos a .fixK en A. ca11/i11oda11s 

(Kamismki et al, 1991) y otras cepas de R. meliloti (Aguilar et al, 1987). En la Fig. 3 se prescnla 

un modelo general de regulación de la trancripción para Rhizobi11111111eliloti en el que se incluyen 

las protefnas conocidas. 
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Gran parte llel conocimiento que tenemos llel proceso lle la fijación biológica llel nitrógeno 

proviene del estudio lle bacterias lle los géneros Klebsiel/a, Azotobacter y Bratlyrhiwbi11111. 

Recientemente se ha comenzallo a prestrar atención al estullio de otros fijallorcs, especialmente 

lle las Rhiwbeaceas, bacterias que fijan nitrógeno en simbiósis. Dentro lle este género, se ha 

trabajallo funllumentalmente en R. meliloti, R. leg11mi11osaru111, A. ca11li11otla11s y B. japo11ic11111. 

En el Centro lle Investigación sobre Fijación lle Nitrógeno, lugar donlle se realizó el trabajo de 

esta tesis, existe un in1erés particular en el cstullio de bacterias que interactúan con frijol 

(Rhiwbium leg11111i11osarum bv. phaseoli, Rhiwbi11m tropici y Rhizobium et/i}. 

Nuestro grupo está compromctillo con el estullio de la fisiología microbiana en general, y de 

la fisiología lle R. phaseoli en particular. El proyecto en el que participo se enfoca al estullio lle 

la lisiológia de la fijación de nitrógeno de R. phaseoli, tanto en villa libre como en simbiósis con 

frijol. La principal justificación para este trabajo lle tesis es la falta lle conocimiento que existe 

sobre la regulación de los genes involucrados en la fijación de nitrógeno en la cepa CFN42 de R. 

phaseoli, lo que complementaría trabajos realizallos en otras arcas. Hasta el momento solo 

existen antecellentes sobre el temu en tres trabajos prollucillos en el Centro de Investigación 

sobre Fijación lle Nitrógeno: 

1) El efecto lle las reileraciones lle los ·genes para la nitrogenasa en la fijación simbiótica 

(Romero et al, 1988). 

2) La activillall transcripcional lle estos genes en nóllulo (Moren et a/, 1988b). 

3) La localizm:ión lle genes relevantes para el proceso (Girarll et al, 1991 y 1993). 

Por otro lado, otros proyectos llesarrollados en este mismo Centro sobre llifcrcntes aspectos 

lle la biología lle R. plwseoli (corresponllientes a 25 artículos publicados), nos proporcionan las 

bases conceptuales necesarias para el llesarrollo lle proyectos ubicallos en la frontera entre la 

genética y la fisiología, tal como el presentado en esta tesis. 

Algunos de los antccellcntes que fundamentaron el planteamiento lle este proyecto se 

encuentran dentro llel enfoque estructural en el estudio del genoma lle Rhiwbium phaseoli. 

Ahora sabemos que la estructura lle su plásmido simbiótico presenta gran cantillad de secuencias 

rcitcrallas que promueven rearrcglos a alta frecuencia en el genoma de este organismo (Romero 

et al, 1991 ). Dentro lle estas secuencias reitcrallas se han illentificallo a los genes 11otlD y 

nijHDK(Girard eta/, 1991). 

La reiteración lle! gene nijH en R. phaseoli cepa CFN42 es especial, en cuanto que las tres 

copias son idénticas, este hecho despertó curiosillall llcsde que fueron identilicallas (Quinto et a/, 

1982). Dos de estas copias están asociallas a genes nijDK y se llemostró que se rcq¿ieren ambas 

para una completa eficiencia simbiótica (Romero et al, 1988). Sin embargo, el porqué se 
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requieren dos copias de nijHDK para hahilitar a Rhizobium plwseoli en un proceso que en 

cualquier otro género se realiza con solo una copia sigue sin conocerse. Aún más interesante es 

la existencia de la tercera reiteración de nifll, pues aparentemente no se encuentra asociada a 

genes nijDK. 

Existen evidencias de la reiteración del gene nifll en otros organismos, A. cau/inodans se ha 

demostrado que una de las copias se activa durante la simhiósis con Sesbania rostrata, mientras 

que la otra se activa en condiciones de vida lihrc. Esta regulación dual es importante parn 

bacterias que nodulan tallo, ya que carecen de las fuentes de nitrógeno que se encuentran en 1•! 

sucio y por lo tanto dependen de su crecimiento diazolrófico hasta el cslahlecimienlo de '""' 

simhiósis efectiva (Norcl y Elmerich, 1987). En C. pnste11rio1111111 se ha demostrado la cxi.•tt•nt·i:i 

de seis homólogos al gene nijll. Uno de estos es el gene estructural para la nilrogenasa 

reductasa, mientras que cuatro de los otros cinco se transcriben en condiciones de limitación d1· 

nitrógeno, aunque no se les ha propuesto ninguna función específica (Chen et al, 1986; Wang. ,., 

ni, 1988). Se ha especulado que pudieran participar en algún sistema alternativo aún 110 

caracterizado. 

Existen resultados previos que sugieren que la tercera copia del gene nifll de la cepa Cí'N-12 

se expresa en nódulo más que las otras dos copias y que inserciones en este gene aparentemente 

no producen modificaciones en la actividad simbiótica de nitrogenasa (Morcu, et al, l 988h). I.a 

diferencia en niveles de expresión no es discutida por los autores dado que los dalos oh len icl11s 

son demasiado dispersos y que algunas de sus cepas sufrieron rearreglos. La falla de fcnnlipo 

simbiótico de mutaciones en esta lercera reiteración fueron corroboradas por experimcnlos 

realizados hajo condiciones más conlroladas por Romero et al (1988). En un trahajo prc\'io 

(Valderrama, 1989), demostramos que contigua a la tercera reiteración de 11(/H se encuentra ntni 

homólogo al gene nif!J de esta misma cepa. Esla nueva secuencia se encuentra conservada t•nln• 

lodos los demás aislados de R. phaseoli que prohamos. 

A partir de estos antecedentes nos planteamos las siguientes preguntas: ¡,Cuál es la relcvam:ia 

fisiológica de una copia independienle del gene 11ifll? ¡,La proteína codificada por la nm•va 

secuencia homóloga al gene 11ifD está involucrada con las proteínas de la nitrogcnasa funci<lll:tl'I 

¡,Las diferencia en secuencias regulatorias entre las reileraciones son reílejadas en su acti\'idad 

transcripcional? ¡,Puesto que están tan conservadas, existe alguna función para las secucnl'ia• 

contiguas a la tercera reiteración? ¡,Cuáles son los mecanismos regulalorios de los genes 11(/ll 

reiterados y cuál es su relevancia en el proceso simhiólico? 

Para responder a estas preguntas, nos planteamos como ohjctivo de este trahajo el an:!li.,is 

fisiológico de los genes que codifican para las enzimas nitrogcnasa (nifDK) y nitrogcnasa 

reductasa (nifl/) en la cepa CFN42 de Rhizo/Jium phnseoli. Para llevarlo a cabo, se utilizaron tlm 

enfoques complementarios: 
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1) La caracterización física de las regiones de DNA adyacentes a las tres copia~ de los genes 

nijll presentes en la cepa CFN42, con 6nfasis en la tercera reiteración, denominada región 11(fl !t:. 

2) La regulación de la transcripción de las copias múltiples de los genes n(fli en condiciones 

de cultivo y en simhiósis con frijol, por medio de la fusión con genes reporteros. 
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Quinto et al. (1985) reportaron simultáneamente con la secuencia nucleotídica de las lrcs 

copias del gene nifH de la cepa CFN42 y la caracterización preli111inar de sus regiones imnedialas. 

En ese trabajo encuentran secuencias homólogas a los genes nif!JK por medio de hibridizacioncs 

con detectores de R. parasponia en las regiones nijHa y nijlib. También confirmaron la extensilin 

de la si111ilitud entre diferentes regiones por medio de alineamiento de heteroduplex. 

En un trabajo previo (Valderrama, 1989) detectamos la prese11cia de una nueva secuencia 

homóloga al gene n!fD de la región 11¡/lib de la mis111a cepa CFN42. Utilizando el gene niJK de• la 

región n;pib como detector, solo encontramos las señales de hibridización reportadas. La nueva 

banda homóloga a nijlJ corresponde en tamaño con la región n¡flic. Al hibridizar contra cada uno 

de los cósmidos que cubren el plásmido simbiótico de Ja cepa CFN42 (Girard et al, 1991 ), 

determinamos que la nueva. señal se encuentra efectivamente dentro del mismo frag111ento cJ,, 
BamHI que el gene n¡flic 

Basados en estas evidencias sobre la presencia de una nueva reiteración del gene 11if/J en la 

región 11ijHc, decidimos llevar a cabo su caracterización. Esta consistió en el desarrollo de dns 

enfoques comple111entarios: 

1) La caracterización fisica de las regiones de DNA adyacentes a las tres copias de los genes 

nifll presentes en la cepa CFN 

2) La regulación de la transcripción de las copias múltiples de .los genes nijli en condiciones ele 

cultivo y en simbiósis con frijol, por medio de su fusión con genes reporteros. 
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CARACTERIZACION FISICA DE LA REGION Niftic 

Conservación de la región 11{0lc en diferentes aislados de Rhizohium phaseoli 

Para determinar la representatividad del patrón de hibridización 11iftiDK encontrado en la cepa 

CFN42 dentro de la especie Rhizohium phaseoli, se utilizaron fragmentos internos de 11ifti y lo• 

fragmentos 120 y 12K de la cepa CFN42, subclonados del plásmido pDEMl2, como detec!Clres 

(Fig. 4A). En la Fig. 5 (panel A, carriles 1 a 3), se presenta el patrón de hibridización de estos 

detectores contra DNA total de la cepa CFN42 digerido con la enzima BamHI. Cuando se utiliza 

nifH como detector (carril 1) aparecen tres bandas de la misma intensidad que corresponden a las 

reiteraciones ele este gene, denominadas niftia, nijHh y niftic (Quinto et al, 1985). Siguiendo la 

nomenclatura propuesta por Girard et al (1991), se trata de las bandas número I, 25 y 13 

respectivamente del plásmiclo simbiótico. 

A 

111 1111 11 
Ellh IXS O "' 

REOION b nlmh un nK 

co~'~--º--}c:::::_;:::::: 
B 

11 1111 1 11 11 
" sxso P ns XB 

REO ION e nifilc l3E 2JF 

~r4~ 
O O CD DO tkb 

l'ig. 4.- Mapa rrsico de las regiones nijHb (panel A) y nifHc (panel B) del plásmido simbiótico de Rlliwbium 
pltaseoli CFN42. l~1s flechas continuas indican Marcos de leclum abirrla locali1.1da.• por secuencia de nucteclli<!o<. 
La.• flectrns disconlimms indican Marcos de Leclum Abierla más probables, ba.•ados en dalos por hibridizacicln. l.:" 
flechas pequeilas sobre el mapa de reslricclón indican la eslralcgia de sccuenciación. Slmbolos: (0) Promolores "~·•. 

. (0) NiíA-UAS. 

c·uanclo se utiliza el fragmento 120 como detector (carril 2) se encuentran las bandas 

correspondientes a las reiteraciones nij!fa y 11iftih, pero aparece una nueva banda más tenue que 

las otras dos y del mismo tamaño de la reiteración nif!ic. Al utilizar al framento 12K como 

detector (carril 3), solamente aparecen dos bandas, correspondiendo a las reiteraciones Úiftia y 
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11ifHh. Un equivalente a este perfil de hibridización se encontró en todos los aislados de R. 

phaseoli que se analizaron. Una muestra de esos resultados son los paneles B-E (carriles 1-3), de 

la Fig 5. Aunque el tamaño de los fragmentos de restricción es característico de cada aislado, es 

evidente la conservación del patrón relativo de hibridización. Es interesante que en todos las 

cepas probadas, la banda más pequeña sea la que no posee copia de 11ifK. No sabemos a que 
puede deberse esta coincidencia. 

También se analizaron cepas no reiteradas que infectan frijol clasificadas como Rhizohium 

lropici (Martínez-Romero el al, 1991 ), así como cepas de otras especies: R'1izohi11111 meliloti, 

Bradyrhizohi11111 japo11ic11111, R'1izohi11111 loti, Bradyr'1izobi11111 fati, Bradyrhizohium -<f'f'·· y 

Rhizohium fredii. En ninguna de ellas se encontró evidencia de señales de hibridización 
adicionales a los genes 11(/HDK (datos no mostrados). 

A B e D E 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

-·- --- ---- ---- -·- -- - - - ----- - -·-· ··- - -·-- - ·--• - • .. - - -..... • -- - - - -
-·- ·-------- .. ----- -- -·· - ········-- ·---.... 

Fig. 5.- Perfil de hibridi7.1ción de DNA total de cepas de Rhizobium phasco/i colllrn diferentes fragmentos de las ,, regiones nijllh y nijllc provenientes de la cepa CFN42 (ver Fig. 4). 
Cepas ulilli7,1das (panel): CFN42 (A). Nilrngin 825 l (8). CFN227 (C). Vikingl (D). CFN307 (E). 

Detectores (carril): nijll (l). pl2D (2). pl2K (3). p23E (4). p23F (5). 

Para verificar la conservación de la región 11ifllc en cepas de R. phaseoli, se subclonaron los 

fragmentos Sal/ de 0.7 kb (23E) y Sall-EcoR! de 1.1 kb (23F) del plásmido pDEM23. En la Fig.. 

5 (panel A, carriles 4 y 5), se presenta el patrón de hibridización de estos fragmentos contra el 

DNA total de la cepa CFN42. Como se puede observar, cuando se utiliza el fragmento 23E como 

detector (carril 4), la señal más intensa es contra sí mismo, mientras que las señales contra las 

regiones niflla y 11(/Hb son de menor intensidad. Esta imagen es complementaria a la que se 

obtiene cuando se utiliza el fragmento 12D como detector, indicando que el fragmento 23E es el 

portador de la homología. Cuando se utiliza el fragmento 23F como detector (carril 5), solo se 
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detecta la señal contra sí mismo. Como este fragmento se encuentra posterior al sitio de Ra111!1/, 

se trata de la banda 12 del plásmido simbiótico (Girard et al, 1991 ). 

Este perfil de hibridización se conserva en todos los aislados de R. p/mseoli analizados (ver Fig 

5, paneles B-E, carriles 4 y 5). Cuando se utilizó el fragmento 23E como detector contra las otras 

cepas de Rhizohi11111, solamente se revelaron las copias conocidas de nijD. No se detectó ninguna 

señal cuando se utilizó al fragmento 23F como detector (dato no mostrado). Los aislados de R. 

phaseoli que se presentan füeron seleccionados por provenir de diferentes partes del continente y 

estar distantes genéticamente entre si (Piñero et al, 1988), con el fin de demostrar que el perfil ile 

hibridización nifllDK encontrado en la cepa CFN42 no se limita a una región determinada, sinr> 

que se encuentra asociado a la presencia de reiteraciones. 

De este analisis podemos concluir que la presencia del nuevo tipo de reiteración del gene 11(/n 
encontrado en la cepa CFN42 es aparentemente una característica exclusiva de cepas de R. 

phaseoli, que es independiente del sitio de origen y que se encuentra ampliamente conservada. 

~ecuencia nucleotídica de la región próxima a niflic 

A partir de la identificación del fragmento 23E (Fig. 4) como el portador del nuevo homólog<:> 

de niflJ en la región niftlc, se decidió secuenciar los 1847 nucleotidos localizados entre el sitio rle 

Sal/ enseguida del final de niftlc y el siguiente sitio de EcoRI. Dentro del fragmento secuenciado 

identificamos tres Marcos .Abiertos de Lectura: MAL 1, del nucleótido 100 al 312, MAL2. rl<'I 

nucleótido 679 al 1434 y MAL3 del nucleótido 1785 hasta por lo menos el sitio de Eco/U. En In 

Fig. 6 se presenta la secuencia completa de esta región, donde los primeros sei.s nucleotidns. 

corresponden al sitio de Sal/ que marca el final de la secuencia reportada por Quinto et al (1985). 

Determinamos la presencia de algunas secuencias con posibles funciones regulatorias entre los 

MALs: tres secuencias con el consenso mínimo para promotores RpoN-dependientes (GG-NIO

GC, Morett y Buck, 1989): al frente del MAL2 (nucleotidos 150-165 y 292-305) y del MAL.l 

(nucleotidos 1656-1669). También se detectaron dos elementos NifA-UAS: una perfecta (TGT

Nl~-ACA) al frente del MAL3 (nucleotidos 1416-1431) y una imperfecta (TGT-NIO-ACC) ni 

frenie del MAL2 (nucleotidos 301-316). Este último se superpone con uno de los promotores 

(Figs. 4 y 5). Resultados preliminares que indican que el MAL2 se transcribe activamente en 

nódulo y la presencia de las secuencias regulatorias específicas para fijación de nitrógeno esta 

zona, nos indican que al menos uno de los tres marcos encontrados pudiera ser un genefix. 

En 1985 (Quinto et al) se reportó que las secuencias regulatorias de las tres copias de n(fll son 

idénticas por lo menos hasta el nucleótido -100 con respecto al codón de iniciación. Dentro de 

este fragmento de identidad se localizó un promotor RpoN-dependiente en el nucleótido -75. Las 

regiones niflla y h son idénticas por lo menos hasta el nucleótido -200, mientras que la región 

nifllc diverge en el nucleótido -100. Por lo tanto, existe un elemento NifA-UAS consenso en el 

nucleotido -181 es solo en las regiones nijlla y h. En los 550 nucleotidos previos al codón de 
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10 20 30 40 so 60 
Sall 
GTCGACAGGi\CGCGCTGGCCCTTGCGCC/\GCGCGTCCTTCCA/\GAl\l\GCCGCT'l'CGOCGI\ 
CGl\l\CGl\CCTAJ\CCCGJ\l\CCTTGl\1\1\GGGGGCl\GGGGCCATGAGCCT'l'Gí\'M'l\CGl\Gl\l\T 

MSLDYEN 
Gl\Cl\GCGTT'ITGCl\TGJ\1\CAGCTCl\'M'GC(jGJ\l\f:'J'A'T'Tl\'lCQC'l\l\TJ\TCCl\Gl\Cl\l\GGCG 
OSVLHEQLil\F.:VL/\OYPOKA 

GCGJ\l\GCGCCGCA/\G/\l\GCACC'l'CJ\GCGTCGCl\l\CGl\GCGGCGJ\CGJ\GCCTGGCGl\TGl\G 
/\f{RRKKllLSVATSGDEPGDE 

CCGl\J\GGCCCT'J'TCCGl\J\'roCGl\CGTCl\l\l\TCGJ\l\CATCl\AG'fCCl\T'TCCG~ 

PKALSECDVKSNIKS!PGV/\ 

~CC/\J\Tl\GGACCACGC'I"l'TCGl\/\GQ/\l\Al\/\1\1\CGTGTC/\l\1\T/\'M'GT/\TGTGJ\J\CG 

e A o • 
TG/\C/\CGGAC'roCAGGCGl\i\J\GTC'I•r'f'GCGCGCl\CCGTCGTCGT\'l"rrTCG'ITCCGJ\l\Cl\C 
1\.l\l\T/\GCGGGGCGC/\GTTGCCTTGGTAT/\C'l'ATC'l'/\CCCA/\Cl\A.T/\C'/\GGJ\GT'l~M'CTCC 

AG/\AATCGGCGCCCACJ\CTTATGAGCJ\J\'J'GGC'J'Gl\GJ\J\GCCl\GGGT\/\CTG/\'l'G/\CGCTG1' 
CTCGCTCT/\TCTCCJ\C 1\ 'M'CCA 'M'CTGCCGCTCG;\'J'GTGC'I'GG'I'A T1'GTGGTTT1'CCG1\C 
T1\GCATCl\C'J'CG'I'CGGG1\Cl\CTT'I'Gl\'I'l\l\CCGJ\.TTATCTAGCJ\.1\'fCG1'GCGCGAGGJ\J\.J\T 
CCGCCTGGTCGCCG1\GCJ\l\TGCCGCl\GGC1\CTC'l'CCGTGGG'f'Gl\CG1'CC1\CTT'I'GGCGGC 

H P Q 1\ L S V G D V 11 F G G 

GGJ\TCCCCGl\CCJ\TTA'I'GCCl\TCGGC"l\Gl\C'J"l'CC'l'G'l'CGCTl\l\'l'GGAl\CTCC'l'GCGCGGC 
G ~ P T 1 M P ~ h O F L S L H E t, ¡, H O 

CGT'T"I'TGCGCT1'G1\GCG1\GGTGCl\1\CC1\'1'1'GCCG'J"J'G1\GGTCGJ\CCCGCGChCG'I'TC/\CC 
R F 1\ L E R G 1\ T T l\ V E V D P R T F' T 

1\CCGh TA TGGC'CGl\1\GCCC'rl\GÁ/\1\GAl\CCGGTG'l'G/\1\ TCGCGCl\i\GCGTCGGTGTGC l\G 
T D H 1\ E J\ L E R 'I' G V N R J\ S V G V Q 

AGCTTCGJ\1rcccoTcGT1\ChAhJ\hGCGJ\TCJ\J\CCGGi\1'TCJ\Gll.GCGhGGCGCJ\l\GTGATG 
SFDPVVQKAiflRIQSEl\QVH 

ACCGCCGTCGl\Al\ACCTCCGCCTGTATGGGGTC/\GGCGTATCAA'M'TCGACT'J'Gl\TGTTC 
T l\ V E N L R L Y G V R R I U r D f, M F' 

GG1'T'f'GCCGl\1\CCJ\l\l\CCGTCC1\0TCCTGTCTCGJ\G1\GCGCTJ\'I'GTTJ\GCTl\'ITGCGJ\TG 
GLPNQTVQSCLESI\ MLI\ I AH 

co·rccccACCGCC'I'CGCGGT'ITTC'GGT'l'J\T1'CCC1\CGT'T'CCl\TC'ITTTCG1\1\J\J\AATCl\G 
R P D R L 1\ V F G Y S 11 V P S F R t: N Q 

. . . 
CGC'TTGJ\'rl'Gl\CJ\Cl\GCl\GCJ\CTGCCCGl\Tl\1'1\GCCGCGCGl\GCTGl\GCJ\GGCCTCJ\GCC 
RLIDTl\ALPDI.b.1\RJ\EQ.b.S/\ 

1\TGGCCGJ\Tl\COTTl\GTTGCl\GCJ\GGCTl\TCTGCl\AJ\'I'TGGTCTCGJ\CCJ\1'TT'l'GC'M'1'G 
H h D T L V A h G Y L Q I G L D 11 F 1\ L . . . . . 
CC'C:Gl\TGACGJ\GC'TTGCl\1\Tl\OrAC/\0,,(11\f;r1'GG1'('GTC1'r.CGCCGl\1\1\TICGCTTGGT 
PDDEl,A Il\QRAGRf,RRNSLG 

. . 
T/\CTCTGCCGJ\J\1\CCTGCTC1\J\C1'C1TC1\TCGGTTTGGGCCGTCCGCC1\T'l'C'.GTCG1"I'GCG 
Y S A E T C S 1' V ,I G L G R P ,P L V V l\ 

C:CGl\CC'.OT'Tl\CGT'l'Cl\.l\1\1\CGJ\TCTCl\CGCl\1\J\GCTOTTl\Tl\1\CCGGCACA'rl\GCl\TCCG 
1\TVTFKTJSRKJ\VITGT• . . . . . 
GCCGCTTGGCGJ\TCTCl\1\GGGGCTl\CCGT'M'l\GCTl\CCGl\GGl\TCGCGTJ\J\Gl\GCTGCM 
TCATCGAACJ\GCTCATGTGCTACTTGGl\GGCGGACJ\'l'NI'CAGCAl\'J'C1'GTl\CGGCTCAGG 
GA'I'TI'GJ\TCAG/\CCCATCTAGTGl\TTCAGCTAAGCAGCTl\GJ\GATTCTGOCTG/\GGATGG 
Gl\TCG'ITG/\GTTJ'GACAACGGTT'J'AGTCAGTGTGCGO<"ACGhbrQTCGCTCTGCCCTrcc 
CC/\TGTCOCTGCCGCGT'I'CGJ\TGCTT/\TC'I'TGGCCGCCAGCCGATCTJ\GACTGGCJ\1\ACG 
Gl\GGhCCT'I'GGhGTGl\TCl\C'l'Tl\l\TCGJ\GCTCGl\G'M'CGTCGl\Gl\TG'ITJ\GGCl\GGJ\GGC 

MLGRRQ 
, EC0RI 

J\J\GCCCCCl\11.T'I'GCTCGl\T'fTTl\l\1\TCGl\TCGCGGCTGCJ\GGl\l\T'I'C 
APNCSil1NRSRLQEF' 

f'ig. 6- Secuencia completa de los fragmentos p<>steriores al gene nifllc: Los 
promotores propuestos se presentan suhrnyados y los p<>sibles elementos 

, NifA-UAS se presentan resnltmlos. -

26 



RESULTADOS 

iniciación de 11(/Hc solo se encuentra el promotor RpoN-dependiente ya menciormrlo. 

Aparentemente no existen secuencias para el pegado de NifA en esta región (Datos no 

mostrados). 

Secuencia nucleotídica parcial del gene 11iflJh de R. nhaseoli CFN42 

Dado que sabemos que las secuencias de los tres genes 11ifH de la cepa CFN42 se encuentrnn 

reiterados, al encontrar un homólogo a un gene 11ifD en esta cepa nos planteamos la pregunta de 

si esta nueva secuencia sería idéntica a sus equivalentes funcionales dentro del plásrnirl" 

simbiótico. Con el fin de conocer la secuencia del gene 11ijDh, se subclonaron derivados cid 

plásmido pl2D que proviene de la región 11ijHh con la estrategia mostrada en la Fig. 4A T~J 

como se muestra en la Fig. 7, esta secuencia codifica para un marco de lectura abierta ele 986 

nucleótidos, que se inicia en el nucleótido 98 con A TG y no se encuentra codón de terminación 

hasta donde se terminó de secuenciar. 

!O 20 30 40 50 60 70 RO 

SalI 
GTCGl\Cl\GGl\CGCGCTGGCCCTTGCGCCl\GCGCGTCCTTCCl\l\Gl\AAGCCGCTTCGGCGl\CGl\CGl\CCTl\l\CCCG/\/\f'r•¡· 
TGl\l\/\GGGGGCl\GGGGCC/\TGl\GCCT'fG/\TTl\CGl\Gl\/\TGl\Cl\GCGTTTTGC/\TGl\l\Cl\GCTC/\TTGCGGl\/\GTl\TTA'1': 

H S L D Y E IJ D S V L 11 E Q L I 1\ E V L 1\ 
GCl\l\T/\TCCllGllC/\/\Gc1CGGCGAAGCGCCGCl\/\GA/\GCl\CCTC/\GCGTCGCMCG/\GCGGCGACGllGCCTGGCGllT'1/\'1C 

Q Y P D K 1\ 1\ K R R K K 11 l. S V 11 T S G D E P G D E f' 
CG/\/\GGCCCTTTCCG/\l\'fGCGl\CGTCAAl\TCG/\llC/\TC/\/\GTCC/\TTCCGGGCGTGl\TG/\CGl\TCCGCGCGTGCGCCTNI' 

K 1\ L s E e o V K s N r K s r p G V M T r R 1\ e 11 y 
GCCGGTTCClll\/\'JGCGTGGTATGGGGGCCGGTC/\l\GGl\C'I\ TGGTCC/\Cll 7'CTCGC/\CGGGCCGGTCGGTTGCGGTCl\TTfc 
AGSKGVVWGPVKDHVl!ISllGPPGCGl!Y 
TTCCTGGTCGCl\llC'GCCGC/\l\CTllCTl\CGTCGGCCTG/\C'GGGCl\TCG/\CllCG1'TCGTGl\CGCTGCAGTTCl\CCTCl\Gl\<C'I' 

S W S Q R R N Y Y V G f, T G I O T F V T L Q F T S O F 
TCCllGGAl\Al\GGllCl\TCGTGTTCGGCGGCGl\CAl\GllllGC'f'TGl\l\Cl\GGTCATCGACCGl\GATCGl\GGl\GCTT'rTCCCC'r-'f' 
QEKDIVFGGDKKLEQVIDRDRGl\FPP 

Clll\Cl\l\CGGCl\TCAGCG'f'GCl\GTCGGl\l\'l'GCCCGl\TCGCG'l'Gl\TTGGCGl\CGllCA'l'TGl\GGCGGTGTCGCGCl\AGlll\r.r;r. 
QQRl!QRl\DGMPDRVIGDDIEAVSRKK/\ 
Cl\l\GGAGC'l\CGA.~1\1\Gl\C'Gl\TCG'l'GCCGGTl\CGCTGCGl\GGGCTTCCGCGGCGTCTCGCA/\TCGCTCGGCC/\CCllC/\'l'C'r; 
KEl!EK'I'IVPVRCEGFRGVSQSLGlll!J,\ 

C'CllllC'GACGCC'/\TC'C'GTGl\CTGGGTTTTCGl\C/\/\Gl\/\CG/\/\GTCG/\GTTTGAG/\CCGGCCC'l'Tl\CGllTGTCA/\CClTC'1T''. 
IJ D /\ I R D W V P O K IJ E V E F E T G P Y O V N V V 

GGC<JllC'l'l\Cl\llTll'l'CGGTGGCG/\CGCGTGGGCT/\CGCGC'l\'J'TCTl\TTGGllGGllGGTGGGGCTGCGCGTGGTCGGC/\/\C"f''; 
G 11 Y N I G G D /\ W 11 T R I L L E E V G L R V V G r; l·J 
GTC'GGG'l'G/\TGCC/\CGCTC'GCTGllGGTCG/\CGGC'GC'CCG/\l\/\GCGCAl\GCTGll/\CCTCll'l'CC/\CTCGTACCGCTCG/\T/\fc 
SGfll\'J'Ll\EVOGl\RKRKLNLil!SYRSIT 

C1'11('111'CTr1TrGGr/\C/\TGGl\GG/\/\lll\ATl\CGGCllTCCC<:'l'GG/\TGGAATllCll/\T'l'TCTTTGGTCCGTCCCllGllTCC:fc/\f' 
T S V G 'I' W R K IJ T /\ S R G W N T I S ~ V R P R S ~ 

C'l'CCCTGCGCG/\117'/\GCC'/\/\GCl\CT'l'CGGTCCGG/\l\I\ TCGTC'GllC Sal I 
L P /\ R I 11 K 11 F G P E I V O 

Fig. 7- Secuencia nuclenlftlica del gene nijTJb de R. phn.<eoli cepa Cl'N42. 1 .a secuencia tletlucida de 
aminnácitlns se presenta dehajn de la de lns uucle61idos respcclivns. 

Comparación entre las secuencias de las regiones 11iflfh y 11infc 

En la Fig. 8 se muestra el alineamiento resultante de comparar las secuencias obtenidas para el 

gene nijD y para el MAL 1 de la cepa CFN42. Encontramos que los primeros 292 nucleótidos son 

idénticos y que solo difieren en los últimos 15 nucleótidos del MALI ,a partir de donde divt'rgen 

27 



RESULTADOS 

completamente. La proteína codificada por el MALI corresponde a los primeros 70 residuos dd 

amino terminal de la subunidad a de la nitrogenasa, donde los primeros 66 son idénticos ni 

producto de nif/Jh. Los últimos cuatro corresponden a la diferencia en secuencia nucleótidica ni 

final del MALI. A partir de la idéntidad encontrada, designamos al MAL 1 como nifD*. 

La identidad se extiende a la zona entre nijH y ntpJ en ambas regiones, excepto por una 

deleción de un nucleótido de la región 11(/Hh (correspondiente a la posición 63). Como se ha 

demostrado previamente, los genes nijHDK de las regiones ntpfa y 11(/Hh están organizados 

como operones (Segovia, 1989). Dado que la región intercistrónica de la región nifllc es idénlirn. 

es razonable considerar que los genes 11ijHD* también estén organizados en una sola unidnd 

transcripcional, muy probablemente regulada por el promotor RpoN-dependiente anterior n 

nifllc. 
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10 20 30 40 so 
Sal! 

Db GTCG/\C/\GG/\CGCGCTGGCCCTTGCGCC/\GCGCGTCC'M'CCA/\GA/\IV"JCC 
o• ................................................. . 
Db GCTTCGGCGACG. l\CGJ\CCTl\l\CCCGf\1\CCTI'GAJ\AGGGGGCl\GGGGCCJ\ 
o• ............ A ••••••••••••••••••• , ••••• , ••• , •• ,, ••• 

" 
Db 'fGl\GCC'J'TGl\'M'/\CG/\Gl\l\TG/\CAGCG'I"l"I'TGC/\TOAACl\GCTCl\TTGCG 
o• ................................................. . 

SL.DYENDSVLHEQLIA . . . . . . . . . . . . 
Db Gl\/\GTl\'I'T/\GCGCA/\T/\TCC/\Gl\Cl\/\GGCGGCGl\l\GCGCCGCAAG/\/\GC/\ 
o• ................................................. . 

E V L /\ Q Y P D K /\ l\ K R R K K 11 . . . . . . . . . . . . . . . . 
Oh CCTCl\GCGTCGCl\l\CGl\GCGGCOl\CGl\GCCTGGCGl\'I'Cl\GCCGJ\J\OGCCC 
o• ................................................. . 

LSVATSODEPGDEPK/\L 
' ' t t t t t • • • ' • 

Db T'M'CCGl\I\ TGCGl\CO'l'Cll.1\1\ TCGll.ll.CI\ TC1\l\GTCCll. T1'CCGGGCG'f'OI\ TG 
D' •••.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• • TGGCI\ 

SECDVKSNIKSIPGVH 
•• ' • • • 1\ 

Ob J\CGl\TCCGCGCG1'GCGCCTl\'T'GCCGGT'J'CCA1\1\GGCGTGGTATGGGGGCC 
D' TGTGC • • 1\l\Tl\. 

T I R 1\ e 1\ y 1\ e s K G V V w G p 
C A Q -

Ob GGTC/\l\GGl\Cl\TGGTCCl\C/\TCTCGC/\CGGGCCGG'l'CGG'J"I'GCGG1'CA1'T 
V K D M V lf 1 s 11 G r p G e G 11 y 

Ob 1\TTCCTGG1'CGCl\/\CGCCGC/\l\CT/\CTACGTCGGCCTGACGGGC1\TCOAC 
S W S Q R R N Y Y V G L T G I O 

Oh l\CGTTCGTGACGCTGC/\G1'TC/\CC1'CJ\GACT'I'CCl\GG/\1\A/\GGAC/\TCGT 
1'FVTLQFTSDFQEKD IV 

Db GTTCGGCGGCGACl\l\Gl\1\GC'ITGl\11.C1\GG'I'C1\1'CGl\CCGl\Gl\TCGi\GGl\G 
FGGDKKLEQVJDRDRGI\ 

Db CT'TT'l'CCCCCTCJ\1\Cl\.1\CGGCl\TC/\GCGTGC/\G'rccal\1\'f'GCCCG/\TCGC 
FPPQQRllQRADGHPDR 

Ob G1'GATTOGCGACG1\CATTGAGGCGGTGTCGCGC/\AG1\1\GGCCAAGG1\GC/\ 
V IGOOI E/\VSRK K/\K Ell 

[lb CGl\1\/\1\Gl\CGl\TCGTGCCGGTl\CGCTGC'Gl\GGGC'J"I'CCGCGGCGTC'l'CGC 
EKTIVPVRCEGF'RGVSQ 

flb l\l\TCGC1'CGGCC1\CC1\C1\TCGCCl\1\CGl\C'GCC1\TCCG1D1\CTGGGT'IT'l'C 
S L G !f 11 I 1\ N O i\ I R O W V F 

nn Gl\("}\1\Gl\l\CG11.AGTCGl\GT'T''1'G1\(';1\('CGGCCCTT1\CG1\'f'OTC1\l\CG'1'CGT 
D K N E V E F E T G P Y D V N V V 

Oh C'GGCG1\CT1\C1\1\T1\TCGGTC'.OCG1\CGC'C:1\:;GGCT/\CGCGCll.TTCTA'J"roG 
GOYNIGGOAWl\TRILLE 

Dh 1\GGAGGTGGGGCTGCGC'GTGGTCGOC'l\l\C'T'OGTCGGGTGl\TGCCACGCTC 
EVGLRVVGNWSGD/\TL 

l:'lh GC'1'GJ\GGTCGl\CGGCGCCCG/\11.l\GCr.C'1\l\GC'l'Gl\l\CCTC1\TCC1\C'l'CG'rl\ 
1\ EVDGl\Rf\RK LNLIU SY 

Ob CCGCTCGJ\TJ\1\CTAC1\TCTG1COGCl\C1\TGGl\GGJ\1\l\A1\Tl\CGGC1\TCCC 
R S I T T S V G T W R K N T l\ S R 

Db GTGGATGGl\1\Tll.CAAT'T"fC't"TIY"'IJTCCGTCCCAG/\TCGl\1\CC'rcccTGCG 
G W N 1' I S L V R r R S N L P A 

Oh CGAATAGCCAl\GCACTTCGGTC'CG'1,-11\1\TCGTCGJ\C Sal I 
Rll\KlfFGPEIVO 

Flg. R.- Compamci6n del gene nijl)/J y de la secuencia nijl)*. Las 
secuencias de aminoácidos deducidas se presentan debajo de las de 

nuclcótidos. 
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CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA REGION nijlfc 

Análisis de expresión de las füsiones 11iflfa·:/acZ y nillic::lacZ en cultivo. 

Para cubrir el segundo objetivo, sobre el estudio de la regulación de la transcripción de los 

genes para la nitrogenasa, construimos fusiones transcripcionales de los genes niflia (DEM 1.51 a) 

y 11ijlfc (DEM233c) con el gene reportero lacZ, que codifica para la enzima p-galactosidasa (Fig. 

9; Material y Métodos). Se escogió este reportero por su fácil ensayo de determinación, y sohre 

todo, para poder comparar directamente con los resultados de trabajos equivalentes en otras 

especies de Rhizohium (Virts et al, 1988; Huala et al, 1989; Noonan et al, 1992) 

10\ 
CFN42 DEM151a DEM233c 

Fig. 9.- Posición rclali\'a de las tres regiones nifll en el plásmido simbiótico de la cepa sil\'estre CFN42. Las 
flechas indican la dirección de transcripción de cada uno de los genes. Los triangulos representan las íusiones con 

el gene /ncZ en los genes 11ijlla (DEM15la) y nijllc (DEM233c). Ambas inserciones son polares. 

La nitrogenasa es extremadamente sensible a daño por oxidación, por lo tanto, la 

concentración de oxígeno disuelto es uno de los principales reguladores para estas enzimas (Dean 

y Jacobson, 1992). Se sabe que este es uno de los efectores más comunes para la regulación cid 

inicio de la transcripción de genes 11{( (ver Introducción). Considerando lo anterior, analizar la 

expresión de los genes con fusiones transcripcionales en las cepas DEM233c y DEMI 51 a en 

diferentes concentraciones de oxígeno disuelto era obvio. Para lograr esto, se implementó la 

metodología necesaria para la exposición de cultivos de R. phaseoli a diferentes condiciones 

atmosféricas. Después de realizar una serie de experimentos preliminares, decidimos restringir el 

presente estudio a la medición de la actividad de p-galactosidasa durante el crecimiento en medio 

minimo adicionado con succinato y cloruro de amonio. En la Fig. 1 O se presenta la actividad ele ~

galactosidasa de las cepas CFN42, DEM233c y DEMl S 1 a a las 8 horas de crecimiento bajo 

diferentes concentraciones de oxígeno. La actividad basal de la cepa silvestre se mantuvo siempre 

a niveles despreciables, mientras que las actividades de las fusiones fueron significativamente 

dife~entes. 
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Fig. JO •• Aclividad lranscripcional de los promolores nifllc (DEM233c) y nif/la (DEM l 5la), derivados de la cepa 
silveslre Cl'N42. El nivel de 1ranscripci611 se cuanlific6 por medio de fusiones con el gene lncZ. La actividad ele 

p-galaclosidasa se delcnnino tal corno se explica en Malcrial y Mélodos a las 8 horas de crccimicn10 en la 
conccntrnci6n de oxígeno indicada. 

Como se puede observar en esta figura, la actividad de 13-galactosidasa en Ja cepa DEM233c se 

induce exclusivamente en bajas concentraciones de oxígeno (1%), mientras que la actividad en la 

cepa DEM151a es independiente de la concentración de oxígeno utilizada. La actividad basal en 

ésta última cepa es dos a tres veces más alta que la de la cepa DEM233c, desde las cero horas en 

medio mínimo. La actividad en la cepa DEM233c mantiene una pendiente constante durante 12 

horas de crecimiento en estas condiciones (Fig. 11), como sabemos que a las doce horas de 

cultivo comienza a terminarse el oxígeno disuelto, detuvimos la determinación de la actividad en 

este tiempo (datos no presentados). 

Fenotipo de las cepas DEM233c y DEMJ5la de R. phaseo/j en simbiósis 

Para realizar el análisis de las cepas CFN42 y sus derivadas con fusiones en el gene nijll 

DEM233c y DEM 151 a en simbiósis, se inocularon semillas de frijol (Phaseolus 1'11/garis cv 

Negro Jamapa). Como se muestra en la Fig. 12A, los extractos de nódulos producidos por la cepa 

DEM233c presentan una actividad de 13-galactosidasa diez veces mayor que los producidos por la 

cepa DEMl51a en todos los tiempos probados. La actividad basal presente en los nódulos de la 

cepa silvestre es 100 a 1000 veces menor que la de los nódulos de las cepas con fusiones. 
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e 

'"' ~ ~;e-:11 ,g}. 
DEM,!)la DEM2.3Jc 

3 6 

TIEMPO (HS) 

Fig. 11.- Actividad de ¡J-galactosidasa en la cepa silvestre CFN42 y en 
sus derivadas con fusiones transcripcionales en los genes n;plc 

(DEM233c) y nift/a (DEM ISia) duraJllc el crecimiento b:tjo diferentes 
conccn1rucioncs <.le oxígeno . 

Para conocer el efecto de 

estas mutaciones sobre la 

eficiencia simbióticá, se midió 

la actividad específica de 

nitrogenasa en plantas 

inoculadas con la cepa silvestre 

o con las derivadas con 

fusiones a los 13, 18 y 24 días 

(Fig. 128). La cepa CFN42 

presenta la cinética normal de la 

nitrogenasa en nódulos de 

frijol, teniendo un máximo de 

actividad a los 18 días (Hungria 

el al, 1991 ). La actividad de 

nitrogenasa en R. phaseoli es el 
¡ 

resultado de la expresión de las 

dos copias de los genes 

niflJDK, donde cada una aporta 

la mitad de la actividad (Fig. 9; 

Romero el al, 1988). La cepa DEM151a contiene solamente la copia niflJDKh funcional, por lo 

que se esperaba una actividad de nítrogenasa menor que en la silvestre. En la Fig. 128 se puede 

observar que esta cepa mutante alcanza solamente el 40% de la actividad de la cepa CFN42 a los 

18 días después de inocular. La cepa DEM233c presenta la misma actividad de la cepa silvestre a 

los 18 y 25 días. La diferencia de actividad a los 13 días no es significativa, según se demostró en 

experimentos posteriores (Fig. 13). 

Sobre los resultado obtenido del estudio de las cepas con fusiones en los genes nijHa y ni/He, 

podemos concluir: 

l.- Los genes niflib y nifllc son dispensables durante el crecimiento en cuhivos líquidos, tanto 

en medio rico como en ·medio mínimo bajo cualquiera de las concentraciones de oxígeno 

estudiadas. 

2.- La expresión a partir de la región promotora del gene nijlla no parece estar regulada por la 

concentración de oxígeno disponible. 

3.- La expresión a partir de la región promotora del gene uijHc está regulada finamente por la 

concentración de oxígeno disponible. 
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4.- Durante simbiósis, la expresión a partir de la región promotora del gene nifllc es diez veces 

mayor que la del gene 11ijHa. 

1 ID 
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Fig. 12.- A)Actividad de J}-galactosidasa en n6dulos 
producidos por las cepas CFN42, DEM233c y 

DEMl51n durante el desarrollo del nódulo. 
D)Aclividad de nitrogenasn en plantas nodulada por las 

cepas CFN42, DEM233c y DEMl51a 
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Fig. 13 - Efecto de mutaciones polares en los genes 
nijlfc (DEM233c) y nijlfa (DEMl51a) sobre la 

actividad de nilrogenasa en nódulos jóvenes, 
comparados con la cepa silvestre CFN42. 



DISCUSION 

En esta tesis se presenta la organización fisica y el análisis funcional de las diferentes copias del 

gene niftl (nitrogenasa reductasa) de Rhizobi11111 phaseo/i cepa CFN42. La reiteración de los 

genes para la nitrogenasa es una característica común entre poblaciones de R. phaseoli (Martinez 

et al, 1985). Se ha demostrado que la cepa CFN42 requiere que ambas copias de los genes 

nift!DK sean funcionales para desarrollar una capacidad simbiótica total (Romero et al, 1988; 

Morett et al, l 988b), No se saben las razones por las que se necesitan dos copias de los genes 

para la nitrogenasa en R. phaseo/i, mientras que en la mayor parte de los demás organismos 

estudiados basta con una sola. Una alternativa es que debido a baja actividad catalitica de la 

nitrogenasa se requiera una mayor concentración de proteína, esto es poco probable debido a la 

alta similitud entre las proteínas NifH y NifD con las de otros microorganismos, pero no podemos 

descartarlo, pues nunca se ha purificado la nitrogenasa de esta cepa. 

Una segunda alternativa es que los genes nijHDK reiterados posean una baja tasa ele 

transcripción intrínseca, y como compensación, se requiera aumentar la dosis génica para tener la 

misma actividad que en otros organismos. Tal como se mencionó en la Introducción, todos los 

pro~otores RpoN-dependientes conocidos comparten una secuencia mínima, y mientras más 

parecidos sean al consenso, mayor es su afinidad por el factor a54 y menor su dependencia por 

NifA-UAS. Al alinear el promotor nift! de R. meliloti, el de las tres copias del gene nift! en la 

cepa' CFN42, y las secuencias homólogas preesentes en la región contigua al gene niftlc 

(mostradas en la Fig. 6), encontramos que el promotor nift! y el localizado en la posición 1656-

1669 son suficientemente homólogos al consenso ( 15/17 y 14/17) como para ser promotores 

fuertes (Fig. 14). Sin embargo, debido a que los datos disponibles como referencia sobre la 

expresión del promotor nift! de R. meli/oti fueron obtenidos en situaciones artificiales, en 

plásmidos multicopia o con sobreexpresión de nifA, y por lo tanto no podemos comparar 

directamente las tasas de expresión. 

Consenso C/T T/G G G C/T A/C C/T G/A G/A C/T CAT T/G T/C T/C G C/A A/T 
Rme ·nifH e T G G e A e G A e T T T T G e A 
Rph 'nifll A T G G e A e G G G T T T T G A A 
150-165 G e G G A A G T A T T A G e G e A 
292-305 e e G G G e G T G e A T G T G e e 
1656-1669 G e G G e A e G A A e G T e G e T 

Fig. 14.- Comparación de la secuencias consenso y del promolr nljll de R. melilotl (Morell y Buck, 1989), con los 
promotores detectados en los genes nljlf de R. phaseo/i cepa CFN42 o en la r~gión contigua al gene nlfllc (Quinto 

el al, 1985 y Fig. 6). Los residuos homólogos al consenso est:ln resaltados. 
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Organización de la región 11iUic. 

Basados en observaciones preliminares sobre la existencia de una tercera secuencia homóloga 

al gene 11ifD (subunidad IX de la nitrogenasa, Valderrama, 1989), ·se subclonaron los fragmentos 

de DNA posteriores al gene 11iftíc. En un primer acercamiento, se demostró que estos fragmentos 

se ericuentran extensivamente conservados en aislados de R. phaseoli provenientes de diferentes 

puntos del continente (Fig. 5, Martinez et al, 1985). No detectamos señales homólogas en cepas 

provenientes de otras especies o de otros géneros. Esto nos permite concluir que el perfil de 

organización de los genes para la nitrogenasa entre aislados provenientes de difernntes lugares del 

continente y lejanos genéticamente entre si (Piñero et al, 1988), no se conserva solamente en 

cuanto a la presencia de reiteraciones, sino en cuanto al ligamiento fisico de otras secuencias (el 

gene 11ifD* y los MALI y 2). 

Para completar el análisis estructural, se determinó la secuencia nucleotídica de los fragmentos 

contiguos al gene 11¡fllc (ver Fig. 6). Analizando esta secuencia se infiere la existencia de tres 

marcos abiertos de lectura. El primero es un gene 11ifD truncado, con potencial para codificar los 

primeros 70 aminoácidos del dominio amino terminal de una subunidad IX de la nitrogenasa. Dada 

la idéntidad de secuencia entre las regiones intercistrónicas 11ift!Dh y 11ijHD*, proponemos que 

tam~.ién estos últimos se cotranscriben, y ya estamos llevando a cabo los experimentos necesarios 

para demostrar la existencia de la proteína NifD*. 

La presencia del gene 11ifD* es interesante, no solo debido a su idéntidad con respecto al gene 

11ifDb (Fig. 8), sino además, porque como una consecuencia de la expresión diferencial de los dos 

promotores 11ijH en algunas de las condiciones aquí estudiadas, se obtendría una alta 

concentración relativa de las proteínas NifD*/NifD. Considerando lo complejo del ensamblaje de 

una nitrogenasa funcional, tal como se describió en la Introducción, altas concentraciones de 

NifD* podrían competir con NifD en la forinación de los tetrameros (1X2p2) con el potencial de 

generar multímeros hibridos (1X•2p2 ó 1X1X*fl2). Se ha descrito que combinaciones con monómeros 

tnmcados tiene un efecto modulador sobre la actividad de complejos enzimáticos en otros 

sistemas (Nakabepppu y Nathans, 1991; Andrew et al, 1991). Sin embargo, aunque se ha 

demostrado que mutaciones polares en 11ijHc no tienen efecto en la actividad de nitrogenasa en 

simb¡ósis (Romero el al, 1988; Morett el al, 1988b), es de esperarse que un fenómeno de 

competencia como el que proponemos solo pueda observarse cuando exista un exceso de NilD*. 

Dado que no hemos podido encontrar la condicion natural para demostrar esto, estamos 

realizando construcciones que nos permitan sobreproducir NifD* en nódulo. 

Los otros dos MALs detectados en la región nijHc se transcriben en la misma dirección que 

nijHD* (Figs. 4 y 6). Al frente de ellos ·,se encuentran secuencias semejantes a secuencias 

regulatorias típicas de genes involucrados e.a la fijación de nitrógeno (promotores a54 y NifA

UAS). Resultados preliminares indican que el MAL2 se transcribe en nódúlo. Con el fin de 
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asignarles identidad, se buscaron secuencia homólogas a estos dos genes y a las proteínas que 

codifican en fas bases de secuencias GenBank y SwissProt. Se detectó un fragmento de 520 pares 

de bases que contiene a los genes nodABC de R. ji·edii y que presenta una homología de 70% con 

el MAL2 (Krishnan y Pueppke, 1991). Este fragmento de R. fredii también se encuentra 

representado en 8.japo11ic11111 y A. t11111efacie11s. Los autores del trabajo proponen que esta región 

pudiera tener una función de mobilización dada la presencia significativa de secuencias repetidas, 

que recuerdan las encontradas cerca de elementos transponibles. El fragmento homólogo en la 

comparación de ambas secuencias corresponde tanto a la región previa como a la porción 

codificadora del MAL2, por lo que no podemos interpretar nuestros datos de la misma manera, 

pues implicaría dividir al MAL2. 

Regulación transcripcional de los genes niflfa y 11ifHc. 
Los promotores RpoN-dependientes, del tipo de los encontrados en la cepa CFN42, requieren 

de uha proteína activadora para llevar a cabo la iniciación de la transcripción de los genes que 

regulan (Kustu et al, 1989). El factor de transcripción 054 acopla especlficamente Ja RNA

polimerasa a la secuencia de promotores RpoN-dependientes, pero no basta para llevar a cabo la 

separación de la doble cadena (Morett y Buck , 1989). En el caso de los genes para fa 

nitrogenasa, se sabe que fa proteína activadora de la transcripción es el producto del gene n((A 

(Merrick, 1992). 

La función de NifA es el controlar la expresión de los genes involucrados en la fijación de 

nitrógeno en respuesta al nivel de oxígeno disuelto (Merrick, 1992). En R. phaseoli se ha 

determinado la localización de un homólogo de 11ifA de K p11e11111011iae en el plásmido simbiótico 

(Girard et al, 1991 ). Recientemente se aisló y se demostró su funcionalidad al complementar una 

cepa nifA- para la expresión de un gene dependiente de NifA (Girard et al, 1993). 

Todos los genes para la nitrogenasa encontrados en eubacterias están bajo el control de un 

pro"?otor RpoN-dependiente que se activa por NifA. Como consecuencia, la tanscripción ele 

todos ellos responde a la concentración de oxígeno del medio, tal como ha sido demostrado en 

algunos organismos (Noref y Elmerich, 1987; Virts et al, 1988; Huala et al, 1989). En diazótrofos 

los genes de la nitrogenasa también responden al estado nutricional de la célula (ver Merrick, 

1992), aunque esto es a través de Ja regulación de la expresión de NifA.por la proteína NtrC. Solo 

se conocl un caso equivalente dentro de la familia de las Rhizobeaceas, recientemente reportado 

para R. meliloti (Noonan et al, 1992). 

En Khizobium phaseoli cepa CFN42, las copias funcionales de los genes para Ja nitrogenasa, 

11ifHDKa y nijHDKb contienen las secuencias regulatorias ya mencionadas (Fig. 4; Quinto et al, 

1985): un promotor RpoN-dependiente (ATOOCACGGGTTTTQAA) en la posición -74 y una 

NifA-UAS perfecta (TGT-NIO-ACA) en la posición -178. La tercera copia, nijHc, difiere de las 
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otras dos en que solo posee el promotor RpoN-dependiente y no contiene NifA-UAS, por lo 

menos hasta el nucleótido -550. Como mencionamos previamente, este promotor es homólogo en 

15/ 1 7 nucleótidos con el promotor consenso, y por lo tanto es probable que sea un promotor 

fuerte, o sea, que su activación sea parcialmente independiente de NifA. 

Para llevar a cabo el análisis de expresión de los promotores 11ijH, construimos dos derivadas 

de la cepa silvestre CFN42 conteniendo fusiones transcripcionales en los genes 11iflla (DEM 151 a) 

o niflic (DEM233c) tal como se muestra en la Fig. 9. Se probó la capacidad de expresión de ~

galactosidasa de estas cepas en microaerobiosis en medio mínimo (Fig. 10). En estas condiciones 

encontramos que la cepa DEM233c presenta una cinética de inducción dependiente de la 

concentración de oxígeno, con un pico máximo bajo una atmósfera al 1%. Sin embargo la 

actividad basal de la cepa DEMI 51 a no es sensible a las diferencias en concentración de oxígeno. 
Nosotros esperábamos que la actividad de ~-galactosidasa de la cepa DEMISla respondiera a 

la concentración de oxígeno y que la de la cepa DEM233c fuera insensible a la concentración de 

oxígeno. Este comportamiento resulta contradictorio dado el tipo de secuencias regulatorias 

presentes en las regiones previas a cada uno de los dos genes. Algunas alternativas sobre el 

mecanismo de regulación de la expresión del promotor nifHc en cultivo en función de las 

secu'encias regulatorias encontradas y de proteínas que sabemos participan en otros sistemas son: 

1 .- Activación cruzada. Cuando un promotor RpoN-dependiente, cuya transcripción se 

estimula normalmente por un activador específico, es susceptible de expresarse cuando se 

encuentra en presencia de altas concentraciones de otra proteína activadora del mismo grupo 

(NtrC, NifA, DctD, etc; Ninfa et al, 1988). ·Esto se ha demostrado en K. p11e11111011iae, donde 

NtrC promueve la transcripción del promotor 11ifH en ausencia de su NifA-UAS (Buck y Cannon, 

1989). Sin embargo, una activación cruzada no alcanza los niveles de la legítima y solo funciona 

con respecto a su propio estímulo ambiental. Dado que las únicas proteínas de este grupo que 

responden a la concentración de oxígeno son NifA y FixJ, y ésta última no se une a promotores 

RpoN-dependientcs, la única que cumple con los requisitos para inducir la expresión del promotor 

11ijHc es NifA. 

2.- Activación por NifA libre. Aunque se puede activar la transcripción de promotores RpoN

depe.~dientes por asociación libre de NifA con el complejo de la RNA-polimerasa, la actividad 

óptima se obtiene cuando NifA se une a secuencias específicas de DNA (TGT-NIO-ACA), 

ubicadas alrededor de 100 nucleótidos antes del promotor (Morett et al, 1988; Huala y Ausubel, 

1989). Si la activación del promotor nijHc fuera por asociación con NifA libre, esperaríamos que 

el promotor nijHa presentara una mayor expresión, puesto que este sí contiene una NifA-UAS en 

la posición correcta. Los resultados presentados en las Figs. 10 y 12A demuestran que esta 

condición no se cumple. Por lo tanto, en el caso que NifA fuera el activador responsable, debería 

tener un mecanismo diferente. 
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3,- NifA como represor. Una función represora de NifA sobre promotores RpoN-dependientes 

cuando se encuentre presente una NifA-UAS (nifHa y nijHb), mientras que en ausencia de esta 

secuencia, funcionara como activador (nijllc), explicarla algunos de los resultados encontrados. 

Este tipo de dualidad de función ha sido demostrada para algunas proteínas reguladoras ele 

promotores a7º-dependientes, pero no para promotores RpoN-dependientes, aunque no existen 

impedimentos mecanísticos para ello (Collado-Vides et al, 1991 ). Sin embargo, este 

comportamiento de NifA no nos explicaría el nivel basal de transcripción del gene n(flfa, 

encontrado en todas fas condiciones probadas, inclusive bajo concentraciones de oxígeno del 

20%. 

4.- Otros elementos regulatorios. Finalmente solo queda suponer que las secuencias 

regulatorias que encontramos no son funcionales, sino que fa transcripción se esta promoviendo a 

partir de otro(s) promtor(es) y está siendo regulada por otra(s) proteína(s) aún no 

caracterizada(s). 

Las tres primeras alternativas consideran la participación de las secuencias y moléculas qne 

conocemos en otros sistemas, sin embargo son notablemente más complejas que la última, donde 

solamente se requeriría la participación de una proteína reguladora o una secuencia aún 110 

caracterizadas. No podemos descartar en este momento la presencia de otros promotores, pues 

carecemos de evidencias sobre cuáles son las secuencias involucradas en la iniciación de la 

transcripción de estos genes. Con respecto a la existencia de otra proteína regulatoria diferente ele 

NifA, una de las predicciones sobre su fimcionamiento es que debería ser capaz de activar 

promotores RpoN-dependientcs en respuesta a la concentración de oxígeno. También se esperaría 

que no pueda activar un promotor idéntico si existe una secuencia de pegado para NifA en fa zona 

regulatoria (p.ej. 11iftía). Para poder definir la responsabilidad de NifA en la expresión diferencial 

que encontramos, estamos trabajando en la construcción de cepas que nos permitan estudiar el 

efecto de una deleción del gene nifA sobre la actividad de p-galactosidasa de las fusiones en 

n;pin y nijHc. 

Sin embargo, cualquiera que sea el mecanismo de activación del promotor nijHc no nos 

explica la falta de respuesta del promotor nijlla a la concentración de oxígeno, por lo qne 

aparentemente se trata de dos fenómenos diferentes. Aunque existe una copia funcional de n(fA 

en la cepa CFN42 (Girard et al, 1993), el perfil de expresión del promotr nijHa no se comporta 

como su equivalente en R. meliloti (Virts et al, 1988; Huala et al, 1989). La falta de respuesta de 

este promotor en nuestro sistema podría deberse a que no haber encontrado las condiciones 

óptimas para su expresión. Por ejemplo, recientemente se demostró que el promotor n[fll de R. 

meliloti se transcribe tres veces más en glutámico como única fuente de nitrógeno que en amonio, 

que es la fuente que estamos utilizando (Noonan et al, . 1992), pero esto es por medio de la 

regulación de la expresión de nifA por la fuente de nitrógeno. El perfil de expresión de nifA nos 

38 



DISCUSION 

ayudaría a delimitar si existe una correlación con el de niflia o de niflic, así como definir si su 

expresión esta controlada de alguna manera o si conserva la sensibilidad intrínseca a oxígeno 

que se encuentra en NifA de otras Rhizobeaccas. 
Para completar el análisis de expresión, se determinó la actividad de p-galactosidasa en 

nódulos producidos por las cepas DEM233c y DEM151a. Para una bacteria del género 

Rhizobium, la condición de máxima inducción para los genes de la nitrogenasa es dentro de 

nódulos maduros (en frijol, de 18 a 20 días después de la inoculación). En estas condiciones 

vemos claramente una cinética de inducción del promotor niflia dependiente del estadio de 

desdrrollo del nódulo (Fig. l 2A), que corresponde con la obtenida para la actividad de 

nitrogenasa en nódulos producidos por la cepa silvestre CFN42 (Fig. 128). La posibilidad de 

monitorear simultáneamiente las actividades de p-galactosidasa y de nitrogenasa se debe a que la 

cepa CFN42 posee dos copias funcionales de los genes 11/fHDK, que se expresan 

coordinadamente (Fig. 9; Romero et al, 1988; Morett et al, l 988b). De esta manera, si se abole la 

expresión de una de las copias, la segunda copia basta para obtener nódulos capaces de producir 

50% de la actividad de nitrogenasa silvestre. 
Al monitorear la actividad de p-galactosidasa a partir del promotor niflic, encontramos que 

sigue la misma cinética del promotor nijlia, pero diez veces más alta. Esto nos indica que la 

fusión construida sobre el gene niflia es perfectamente inducible, y que sus reguladores (o las 

condiciones efectoras necesarias) se encuentran presentes en nódulo. Si la expresión del promotor 

nijlic estuviera siendo activada por NifA, esperaríamos encontrar la misma actividad que del 

promotor nijlia. Inclusive menor, por la carencia de secuencias para el pegado de esta proteína, 

per¿' de ninguna manera mayor. 

En un reporte previo (Morett et al, l 988b) se realizó un estudio trahscripcional de las tres 

copias del gene niJH en la cepa CFN42, donde demuestra que las tres copias se transcriben 

activamente en nódulo, aunque las interpretaciones de las actividades de p-galactosidasa se 

complican por la presencia de rearreglos en el plásmido simbiótico. Dada su estructura genómica, 

los plásmidos simbióticos de R. phaseoli pre~entan rearreglos genéticos a alta frecuencia (Romero 

et al, 1991 ), por lo que durante el desarrollo de este trabajo evitarnos la presencia de 

amplificaciones al seleccionar las cepas con~truidas en bajas concentraciones de kanamicina (15 

µg/ml). Una vez seleccionadas, se checaron rutinariamente para asegurar su estabilidad genómica. 

Al montar las condiciones de expresión de los genes de la nitrogenasa en cultivo buscabarnos 

encontrar una en la que simularamos lo que pasa dentro del nódulo, lo que nos permitiría llevar a 

cabo una serie de observaciones que serían dificiles de realizar aún con bacteroides aislados. El 
1 

patrón de expresión que observamos en nuestros cultivos en bajo oxígeno semeja el que se 

encuentra en sirnbiósis, y aún más, nos ha permitido la detección de una interesante expresión 

diferencial de los genes reiterados nijH, así como la identificación de otras secuencias con 

39 



DISCUSION 

probable incidencia dentro del proceso de ftjación de nitrógeno. Los resultados presentados en 

esta tesis nos proporcionan evidencias de una nueva modalidad para la regulación de copias 

múltiples de la nitrogenasa en bacterias del género Rhizobi11111, que presenta características no 

encontradas en otros organismos. 

Sin embargo, quedan todavía una serie de preguntas interesantes que trataremos de responder 

muy pronto: ¿Porqué se requiere de tres copias del gene 11ijH? ¿Cuál es el significado fisiológico 

de la proteína NifD*? ¿Cuáles son las moléculas involucradas en la expresión diferencial de los 

promotores niflla y 11ifllc? ¿Cuáles son los mecanismos de esta expresión diferencial? ¿Cuál es la 

función de los otros genes encontrados en la región 11ifllc? 
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Cepas bacterianas plásmidos y medios de cultivo 

Las cepas de R. phaseoli CFN42 y demás aislados (Martínez et al, 1985) se crecieron en 

medib rico PY o en medio mínimo Y (Bravo y Mora, 1988) a 200 rpm y 30°C. Las cepas de E. 
coli se crecieron en medio rico LB (Ausubel et al, 1989) a 37ºC. Cuando se requirió, se utilizaron 

los siguientes antibióticos: ap 200 µg/ml, sm 200 µg/ml, rif 50 µg/ml, nal 20 µg/ml, km 15µg/ml. 

La construcción de plásmidos se detalla en el texto. 

Mam~jo de DNA recombinanJe. 

Todo el trabajo se efectuó con técnicas de rutina tal como se describe en el libro "Curren! 

Protocols in Molecular Biology" (Ausubel et al, 1989). El DNA purificado fue digerido siguiendo 

las indicaciones y utilizando las mezclas de reacción provistas por el fabricante de las enzimas de 

restricción (Amersham Corp.). Algunos fragmentos de restricción se recuperaron de geles de 

agarosa de bajo punto fusión (Sigma Chem.) y se fundieron a 65ºC. Posteriormente se extrajeron 
una vez con fenol saturado caliente, dos veces con fenol/clorofonno/isoamilico caliente, y una vez 

con ploroformo/isoamilico a temperatura ambiente. Se precipitaron con etanol absoluto y sulfato 

de a\nonio 3M pH 5.4 en proporción de 1 :20. Las transformaciones de E. coli se hicieron de 

acuerdo al protocolo de Chung et al (1989). 

Análisis por hibridización 

Las muestras de DNA total digerido se ajustaron a una concentración aproximada de 5µg por 

carril y se separaron por electroforésis en geles de agarosa (Sigma Chem.) al 1% toda la noche a 

4°C en buffer TAE. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond C-Extra, 

Amersham Corp.) por capilaridad. Las membranas se prehibridizaron por 2hs y se hibridizaron 

toda la noche a 65ºC en la siguiente mezcla: 5X SSC, buffer de fosfato de sodio O. 1 M pH 6. 7, 

1 OX Denhardt, 100 µg/ml DNA de timo de ternera. Las membranas se lavaron con O. 1 X SSC + 
0.1 % SDS a 55ºC por tres períodos de 30 minutos, finalmente se secaron al aire y se expusieron. 

Los .. detectores se marcaron con nucleótidos radioactivos usando los reactivos para "Nick 

Tran~slation" de Amersham Corp. 

Determinación de secuencias nucleotídicas 

Los fragmentos de restricción 120, 23E, 23F y 23G, fueron subclonados en Jos plásmidos 

pUCl9 y pBluescript 11 SK y KS, utilizand~ la estrategia indicada en la Fig. 4. Se secuenciaron 

por medio del método publicado por Sanger ~/al (1977), utilizando el sistema Sequenase 2 (USB 

Biochemical). 
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Análisis de secuencias de DNA por computadora. 

Todo el análisis de secuencias se llevo a cabo en una computadora MicroVax 3300 usando los 

programas del Genetics Computer Group (Devereux et al, 1984). Los alineamientos múltiples se 

realizaron con el programa Pileup. La búsqueda de secuencias homólogas se efectuó sobre las 

bases de secuencias nucleotidicas Gen EMBL y Gen Bank. 

Clonación del gene niflJ de R. p/mseoli CFN42 

Los fragmentos del plásmido simbiótico que llevan las tres copias del gene 11if/I se aislaron 

previamente (Quinto et al, 1985; Fig. 4). A partir del plásmido pDEMl2 se aisló el fragmento de 

1.1 kb flanqueado por sitios de Sal! que hibridiza contra el gene nijD de B. japo11ic11111, pero no 

contra 11ijK (Valderrama, 1989). De la misma manera se aisló el fragmento que contiene a nifK y 

a un fragmento interno de nijll. Todos estos se subclonaron y fueron utilizados como detectores 

de hibridización. La clona que contiene a 11ij7Jh de la cepa CFN42 se subclonó posteriormente 

para' obtener su secuencia. 

Construcción de füsiones transcripcionales nifll: :lacZ en Rhjzohium phaseoli 

Las regiones nifHh y e se subclonaron en el plásmido pSUP205 (Simon et al, 1983). Se 

digirieron con la enzima Bgl!! y se ligaron a un interposón que contiene el gene estructural para la 

enzima fl-galactosidasa y un gene que confiere resistencia a kanamicina (Kokotek y Lotz, 1989). 

Se analizó el patrón de restricción de todas las derivadas resistentes a kanamicina para confirmar 

que el interposón estuviera clonado en la orientación correcta. 

La cepa CFN42 de R. phaseoli se utilizó como recipiente para la obtención de recombinantes 

que.!ncorporaran las fusiones a sus plásmidos simbióticos. Se obtuvieron dobles recombinante en 

un solo paso de los plásmidos respectivos por el método del vector suicida (Hahn y Hennecke, 

1984). La cepa derivada DEM23Jc contiene una fusión en el gene 11ijHc y la cepa DEM!Sla una 

en el gene nijHa. Todas las cepas derivadas se analizaron regularmente para asegurar su 
1 

estabilidad genómica (ausencia de rearreglos). 

Condiciones de crecimiento de plantas y determinación de la nitrogenasa 

Semillas de frijol (Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa) fueron esterilizadas con una solución 

comercial de hipoclorito de sodio al 30% y germinadas en oscuridad por 3 días. Las plántulas se 

trasplantaron a macetas con vermiculita estéril como soporte. La inoculación se efectuó en una 

campana de flujo laminar y se regaron con soluciones estériles. El crecimiento de las plantas se 

·llevó a cabo en invernadero. La actividad de reducción de acetileno se determinó incubando los 

sistemas radiculares aislados en 1/160 (v/v) de acetileno por dos horas. La producción de etileno 
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se cuantificó usando un cromatógrafo de gases marca Varian 3300. La actividad específica se 

reporta como el promedio de las nanomolas de etileno producido por gramo de nódulos de cada 

planta por hora. 

Determinación de la actividad de p-galactosidasa 

Se desprenden algunos nódulos de cada planta (5 a 1 O) y se muelen en buffer Z frío (Ausubcl 

et al, 1989), se agregan dos gotas de cloroformo y se agitan en el vortex. Los extractos se 

centrifugan 15 minutos a 4ºC. La actividad se determina como el incremento de absorbancia a 
420 nm en presencia de 30 ¡ti de ONPG (8 mg/ml, Sigma Chem.). Una unidad de actividad 

especifica corresponde a la enzima que se requiere para producir 1 mM de ONP por minuto por 

microgramo de proteína en el extracto. 
Para los cultivos, se toman diferentes volumenes, dependiendo de la densidad optica, y se 

centrifugan en frío. Las pastillas se resuspenden en 1 mi de buffer Z, al que se agregan un par de 

gotas de cloroformo, se agitan muy bien en el vortex. La actividad se determina como el 

incremento en la absorbancia a 420 nm después de agregar 30 µI de ONPG (13.3 mg/ml) a 30ºC. 

La reacción se detiene con 0.25 mi de carbonato de sodio 2M y las muestras se centrifugan 15min 

a te?"peratura ambiente antes de medir. Una unidad de actividad específica corresponde a la 

cantidad de enzima que se requiere para producir 1 mM de ONP por minuto por microgramo de 

protefna en el cultivo. Las unidades Miller se determinaron según Ausubel et al (1989). 

Cultiyos bajo atmósferas definidas. 

Se inoculan las cepas a analizar en 5 mi de PY, de preferencia de cajas frescas. Al siguiente día 

se inoculan 100 mi de PY con 0.2 mi del precultivo y se incuban durante 12 hs. Este tiempo es 

crítico para la actividad y no debe excederse, hay que procurar que todos los cultivos tengan la 

misma densidad al final. Las células se centrifugan y se lavan con MgS04 JOmM. 

Se inocula medio mínimo Y con succinato 10 mM y cloruro de amonio IOmM, a una densidad 

optica inicial de 0.05 a 540nm. Se inyectan 30 mi de los cultivos en botellas de 160 mi con 

tapones de goma nuevos estériles. La atmósfera de las botellas se cambia la noche anterior 

haciendo pasar varios volúmenes de la mezcla de gases pertinente. Se recomienda dejar una 
' presión positiva dentro de las botellas para evitar contaminaciones con aire. Las muestras para 

determinación de p-galactosidasa y de proteína se toman con jeringa, procurando no picar más de 

cuatro veces cada sello. 

Para controlar la concentración de oxígeno inyectada, se usaron tanques de mezclas de gases: 

oxígeno 1 % y 5 % en argón, argón 100 % y aire. Las mezclas fueron certificadas a un error <0.5 

% por el fabricante (Linde de México). 
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