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RESUMEN

Durante algunos afios se ha estado caracterizando al operén fixRnifA
B, japonicumn, por encontrarse codificado el activador transcripcional NifA dentro de
éste. Esta proteina reguladora es elemental dentro de la fijacién de nitrégeno en B,
Japoricumy en muchas otras bacterias por su capacidad de activar positivamente la
transcripeién de los genes nffy fix. Trabajos previos de Morett, et aL(1993) han
sugerido la existencia de un doble iniclo de transcripcién para el operén fixRnifA.
Esto llev) a proponer la existencia de un doble sistema de regulacién don;:le uno de

los sistemas es expresado por una proteina activadora y una o’RNA-polimerasa

diferentes de NifA y o%RNA-polimerasa.

En este trabajo probamos la existencia de un doble sistema de regulacitén
para la activacion de a expresi6n transcripcional de NifA que es el regulador central

dentro de la fijacién de nitrégeno. Uno de los sistemas caracterizados es el
depehdlente de NifA y o54, este se expresa exclusivamente en condiciones de

anaeroblosis 5 veces mas que el otro sist El otro sistema, denominado NifA

independiente, se expresa tanto en aerobiosis como en anaerobiosis y esta regulado
por otra proteina activadora distinta de NifA que muy posiblemente se regula por
oxigeno. Este segundo regulador requiere de la region -66 para su expresion, y

utiliza un factor o? distinto de 054. Los sitios de inicio de la transcripcién para estos

dos sistemas estan separados salamente por dos nuclestidos.

Por lo tanto, en la expresién de! operon fixRni{fA se encuentran
involucrados dos sistemas de regulacién que se encuentran solapados sobre la
misma region promotora. Dentro de bacterias fijadoras de nitrégeno no se han
reportado sistemas tan finamente regulados y complejos como el estudiado en éste
trabajo.



FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENQ

El nitrégeno es el principal elemento en la atmésfera donde se encuentra
en forma diatémica (N2), y uno de los principales en la corteza terrestre. Es,
ademas, uno de los elementos mas abundantes que conforman a la gran mayoria de
las moléculas en los seres vivos, formando parte de los aminoacidos, cofactores
enzimaticos, dcidos nucléicos, etc.

Uno de los procesos para la obtencién de nitrégeno asimilable para los
organismos ésta dado por la fijacién biolégica del nitrégeno, que es un proceso de
reduccién enzimatica del N2 atmosférico a amonio por medio de la enzima
nitrogenasa (31). Este proceso es energéticamente muy costoso, utilizando mas de
.16 moles de ATP por mol de N2 transformado en amonio. Por esta razén, los niveles
de regulacién a los que estan sujetos todos los genes involucrados en la fijacién de
nitrégeno tienen que ser bastante finos para evitar un consumo de energia excesivo.

El proceso para fijar nitrégeno se da en una gran diversidad de organismos
procariotes, incluyendo bacterias fotosintéticas, algunas algas verde-azules,
actinomicetos, organismos aerobios obligados, anaerobios facultativos y obligados.
Dentro de estos se encuentran los organismos de vida libre asi como las bacterlas
que viven en simblosis, -como es el caso de algunas Rhizobiaceae, dentro de las
cualesvse encuentra Bradyrhizobium japonicum, simbfonte de la soya (Glycine max.),
la cual se utilizd para realizar este trabajo (30).



Klebslella pneymoninge Y SUGENETICA

Uno de los primeros organismos en 1os que se estudié genéticamente la
fijactén de nitrogeno es Klebsiella pneumonice. La fijacién de nitr6geno requiere de la
expresion de varios genes que se denotan como nif. La denominacién de genes nifse
propuso al encontrar por primera vez algunos genes involucrados en la fijacién de
nitrégeno en K. pneumoniae y de secuenciar posteriormente un grupo de 19 genes
continuos que se encuentran involucrados en el proceso de fijacién de nitrégeno.

Los genes homélogos de otros organismos con los genes nif de Klebstella
pneumoniae, son también denominados como nif. La existencia de otros genes
involucrados en la fijaciéon de nitrégeno, que no presentan homologia con los ya
conocldos nif son denominados como fix.

La expresién de los genes nif dan la capacidad de fijar nitrégeno tanto a
los organismos de vida libre coﬁ:o simbiéticos, mutantes en estos Gltimos genes
presentan fenotipos de formacién de nédulos pero incapaces de fljar nitrégeno.

Los genes nif, por otra parte, son responsables de la sintesis y
“funclonalidad del complejo enziméatico de la nitrogenasa que reduce el N2 en amonio
(2). Esta nitrogenasa estd formada por dos componentes. El componente 2 ltamblén
llamada Fe proteina o dinitrogenasa reductasa), esta codificado por los genes nifH.
Este es un dimero de dos subunidades idénticas, su funcién es la de donar
electrones al componente 1, el cual los utiliza para reducir el N2 a NHa. El
componente 1 {también lamado MoFe proteina o dinitrogenasa), es un tetramero de

dos subunidades a que son codificadas por los genes n{fD y la subunidad p

codificada por nifK. E! ensamblaje de esta enzima se encuentra mediado por el
producto de varlos genes nif y la funcionalidad de este complejo es elemental para 1a
fijacién de nitrégeno.



Promotores sigma 84: La existencia de diferentes factores sigma dan

especificidad a la RNA-pollmerasa. que se encuentra conformada por las
subunidades «2, B y B', para lnferactuar con los promotores y formar ¢l complejo
cerrado de RNApol-o(Eoc)-promotor, para posteriormente iniciar 1a transcripcién.

Existen varios tipos de factores sigma: los primarlos que se expresan
constitutivamente, como es el caso de ¢70 (o primario de E. coli) que esta
relacionado con la expresién de funciones vitales de sobrevivencia, y los sigma
alternativos como 032, 0A, 0B, 054, etc, que se expresan para activar a determinados
genes, los cuales desempenan funciones especificas. Dentro de estos sigma
alternativos se encuentra 054 que es esenclal para la activacién transcripcional de
los genes nifen Klebsiella pneumoniae y otros organismos fljadores de nitrégeno.

Los factores sigma se pueden dividir en dos grupos: 10s factores que en su

secuencias de proteina se relaclonan con la familla de 070 y el factor 654 (codificados

por el gene nirA o rpoN)(28). Los promotores reconocidos por el factor 054 presentan
una regién consenso CTGGCAC -N5 -TTGCA (-24 /-12), upstream del sitio de inicio
de transcripcién, este consenso s€ encuentra en la mayoria de los genes nify fix
(4.33). Estos promotores sigma 54 tienen una clara diferencla con los
correspondientes a 670 que presentan el consenso TTGACA N17 TATACA (-35 / -10)
en la regién upstream del inicio de transeripeién, que son los mas comunes en

bacterlas y dentro de los cuales se encuentran la mayoria de los sigma alternativos
(28). ’



Los promotores para sigma 54, no son exclusivos para la fijacién de
nitrégeno y se han encontrade en una gran variedad de genes con funciones muy
variadas como es el caso de melA en R. leguminosarum que se requiere para la
sintesis del pigmento de melanina o como groESs en Bradyrhizobium japonicum que
codifica para 1a sintesis de una chaperonina involucrada en el crecimiento (6,25).

Estructuralmente, la proteina sigma 54 presenta un HTH (Helice-Vuelta-
Helice) en su dominio carboxilo terminal, el cual estd involucrado en el
reconocimiento de la region -24 del promotor. Se ha propuesto que el
reconocimiento de 1a regién -12, estd dada por dos clerres de leucina, encontrdndose
uno en el amino-terminal y otro en el carboxilo-terminal de la proteina. En el
dominio central, se p;'esenta una regién acida que probablemente estd involucrada
en la apertura de ia doble cadena de DNA, quizas interactuando con ia proteina
activadora (28).



Activador transcripcional NifA: Uno de los activadores transcripcionales
mas ampliamente distribuido entre los organismos fijadores de nitr6geno, es la
proteina NifA, que es un regulador posl'.fvo de la transcripcién y que activa a los
promotores o54 para isomerizar el complejo cerrado de RNApol-c a un complejo )
abierto e iniciar la transcripcién. NifA se identifico inicialmente en K, preumoniae,
Esta proteina, que se encuentra presente en diferentes organismos, tiene una
homologia en secuencla nucleotidica que permitié definir 3 dominios funcionales,
siendo el central el que mayor homologia presenta.

Estructuralmente, NifA presenta un dominio amino-terminal, que en el
caso de K. pneumoniae, regula la interaccién con NifL. En el caso de los Rhizobia,
este dominio no se requiere para la 6ptima actividad de NifA, como se ha visto al
realizar delectones completas en dicho dominio, Actualmente no se le ha atribuido
una funcién especifica (11). El dominio amino terminal se une al dominio central
por un interdominio llamado Q-linker, que es rico en glutamina. La funcién que se
le atribuye es la de unir a los dos dominios con los que limita. El dominio central
presenta un grupo de 238 aminoicidos que se encuentran altamente conservados,

"slendo comiin para todas las proteinas activadoras de promotores 054, La gran
similitud que presenta este dominio en los activadores de promotores -24/-12

sugiere que puede estar involucrado en la interaccion con la RNA polimerasa-¢54

para iniciar la transcripcién. Este dominio tiene una regién con una secuencia que
presenta una aita similitud con los sitios de unién de ATP en varias proteinas (21).
Se ha visto en R.melilotl que el dominio central es suficiente para iniciar la
transcripcién de nifH (21,30).



La familia de NifA se ha dividido en dos grupos: las que son sensibles al
oxigeno por si mismas y las que no presentan esta sensibilidad como es el caso de
NiA de K. pneumontae y A. vinelandii (12). La sensibilidad al oxigeno se relaciona con
la presencia o ausencia de un interdominio de 38 aminodcidos con 2 cisteinas
separadas por 4 residuos aminoacidos entre el dominio central y el carboxilo
terminal. Se ha propuesto que un ion metalico se une a estos dos residuos y que se
oxida en presencia de Oz, dejando a la proteina inactiva (12},

El dominio carboxilo terminal presenta una secuencia que probablemente
se estructura como el tipico hélice-vuelta-hélice (HTH), constituyendo el dominio de
la proteina que interacciona con el DNA. Por medio de experimentos de metilacién
en vivo, utilizando 1inicamente el dominjo carboxilo-terminal de NifA, se ha visto
que éste efectivamente se une a las UAS de nifH de K. pneumoniae, pero por si solo,
no tiene la capacidad de activar la transcripcién (8,32). '



Secuencilas activadoras upstream (UAS): Para que se Inicie la
transeripeién de la mayoria de los genes nifen K. pneumoniae, existen secuencias
donde se unen las proteinas activadoras como NirC y NifA en las regiones upstream

de los pramotores of4 que sirven para activar positivamente Ia transcripcién (8,32).

Estas secuencias conservadas se denominan UAS y se localizan entre -100 y -200
pares de bases upstream del Inicio de transcripcién, siendo funcionales hasta a 2
kilobases (3). Estas secuencias deben de encontrarse en una orientacién

determinada en la hélice del DNA al igual que el promotor o54 para poder ser

funcional la interacctén de las proteinas. Esto se dedujo al introducir deleciones de
5 y 15 pares de bases que alteraban la posicltn relativa de las UAS con respecto al
promotor en la rotacién de la doble cadena del DNA y reducian la actividad del
promotor pero al introducir deleciones de 11 y 20 pares de bases no se vié una
reduccién tan grande en la actividad del promotor nifH de K. pneumoniae (30).

Las UAS para NifA presentan un consenso TGT Njo ACA, que es elemental
para la expresién de los promotores de los genes nif'y fix en la mayoria de los casos,
pero existe excepciones de promotores que no necesitan de las UAS y pueden iniciar
la transcripeion sélo con la interaceion en trans de la proteina activadora y la RNA
polimerasa (21,30).



Modelo de activacion a distancias: Con el estudio de la genética de
K.pneumoniae, se sabe ahora que los promotores g4 dan especificidad para que se

reconozean los genes nif por la RNApolimerasa-a54, ademés de que ¢8 necesaria la
proteina activadora NifA y la presencia de UAS en las reglones upstream para gue se
inicie la activacion de Ja transcripcién. Pero existia la pregunta de como NifA si se
unia en las UAS que se encuentran entre -100 y -200 bases upstream del inicio de
transcripcién tenian la capacidad de activar 1a transcripeitn,

Con estudios realizados en K. pneumoniae se propuso el modelo de
activacion a distaneia por loop que ha permitido comprender de qué manera una
proteina que 5¢ une a segiones upstream de promotores 054 puede activar la
transcripcion a distancia (en cis) como los enhancer de eucariotes (20,26). .

Un ejemplo blen estudiado de este sistema es el nfff de K. pneumoniae.
Este gen presenta un promotor -24/-12, para 6% {5). En su regién upstream -70/-43
presenta un sitio de unién para el iHF [Integration Host Factor). El IHF es una
proteina que se requiere para la infeccién del bacteriofago T4 en E. coll, donde se
ldentifico por primera vez. Esta proteina tiene la capacidad de doblar ¢l DNA y juega
un papel importante en una gran variedad de procesos, incluyendo recombinacion
en sitlos especificos, transposicién, intcio de replicacién de plasmidos y expresion de
genes (20).

La unién del IHF en el promotor de n{fH permite doblar el DNA, facilitando
el acercamiento de NifA, unida a las UAS (-140/-125 pb. upstream) con el promator,

en donde se encuentra el complejo RNApol-054, ¥ con el cual interactia para

isomer{zar e} complejo cerrado a uno ablerto, por medic de la hidrélisis de ATP e
iniciar Ja transcripeién (27)(fig.1).



CTGGTAT N_CCCT GC A
-50 3 -14

. rig. 1
Modelo de regulacién por "loop” en nifH de K.pneumoniae
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REGULACION GENETICA DE LA FWJACION DE NITROGENQ

~

Entre los sistemas mis conocidos de regulacién genética de la fijacién de
nitrégeno se encuentran el de K. prneumoniae y R. mellloti.

K. pneumoniae. Esta bacteria es un organismo diazétrofo, en donde la
regulacion de los genes nif esti sujeta a la disponibiiidad de nitrégeno y a las
condiciones de oxigeno en la célula; ambos afectan la expresién del activador
transcripcional de los genes nify fix, que es la proteina reguladora NifA. El gene que
codifica para NifA se encuentra dentro del operén niflA, el cual presenta un
promotor sigma 54 tipico,

La activacién de la expresion del operén nifLA, en donde se encuentra
codificada NifA, esta regulada por la proteina activadora NtrC. La regulacién de la
actividad de esta altima, se encuentra medjada por el contenido de nitrégeno dado
por la relactén de a-cetogiutarato y glutamina celular. En la regulacion de NtrC se
encuentran involucrados 4 elementos, slendo la Utasa (ginD), el sensor primario de

los niveles de u-cetoglutaralo/glutamiha celular, Cuando esta relacién es alta, esta

proteina uridila a una pegquena proteina efectora (P-1I) tetramérica codificada por
glnB. Esta uridilaciéon (Pll - UMP) promueve la autofosforilacién de NirB que
transflere el grupo fosfato a NtrC y ésta ultima al ser fosforilada queda en su forma
activa,

Cuando los niveles de glutamina aumentan, esta serie de eventos en
cascada se dan de manera inversa, empezando con las desfosforilaciones y
continuando con la desuridilacién del producto de ginB (30).
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A la vez, los niveles de oxigeno en la célula afectan la sintesis y la
actividad de NYfA. Las condiciones de anaerobiosis favorecen el grado de super
enrollamiento de la regién promotora del operén nifLA que permiten su expresitn,
Por otra parte el Oz afecta la actividad de la protcina reguladora NifL, que se activa
a concentraciones altas de oxigeno, formando un complejo proteina-proteina con
NifA, inhibiendo a esta nltima, y por consiguiente, impidiendo la activacién de los
demds genes nif dependientes de NfA, ademas de que NifL también tiene la
capacidad de sensar los niveles de nitrégeno e inactivar a NifA. (Fig.2)(30).

4UMP 4UTP
ulnB)
UR;U"‘I‘[;-. - M

” (uup) 4UPPI}

Ntr8-P

Ntre-P ‘-—-—-——-—-——- NtrC
Activa

}

UAS P nifL nifA

24 .12 &

v

P Genes nif

Fig. 2
Modelo de regulacién de la expresion de los genes en K.pneumoniae
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R. meliloti. En este organismo la regulacién de la fijactén de nitrégeno se
ve mediada por las concentraciones de oxigeno, las cuales son censadas por FixL,
que es una hemoproteina membranal, que al igual que NtrB de K. pneumoniae se
autofosforila. Pero FixL fosforila a FixJ a bajos niveles de oxigeno que ya fosforilada
interactia con la RNA polimerasa para activar la transcripcién de nifA, que a su vez
permitira la transcripcion del resto de los genes nify fix (19). FixJ también activa a
FixK, que es otra proteina reguladora y que es responsable de otra cascada de
regulacién mediada por oxigeno (Fig.3).

Extracelular ~ Senal de O2

intracelular

- Fixd ,  FixJ-P \: (j
NifA  — —_ fixK
'y °y
nifHDKE fixN
fixABCX
nitN
Fig. 9

Modelo de regulacién de la expresién de los g en Rhizobium meliloti
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B. japonicum. El gene que codifica para nifA, presenta regulacién por los
niveles de oxigeno. NifA se encuentra dentro del operén fixRn{fA, el cual presenta un_
promotor con el tipico consenso de 054, Este operén se activa tanto aerébicamente
como anaerébicamente. En esta tltima condicién, NifA se autoactiva aumentando
su transcripeion y por ende, la de los demds genes dependientes de ella como nif, fix
y otros (17). Los datos mas recientes indican que, en condiciones aerébicas, el
operén responde quizds a una activacién en trans por otra proteina regulador.a
diferente de NifA que aGn no se ha identificado, pero se sabe de su unién en la
regién -81 /-50 upstream del sitio de inicio de transcripcién. Esta activacién es

independiente de 054 y NifA, presentando por lo tanto un doble sistema de

regulacién para un mismo operén, (38,35).

14



ANTECEDENTES

La primera evidencia de la existencia de NifA en Bradyrhizobium japonicum
. 8e obtuvo al reallzar pruebas de hibridizacién de n{fA de K. pneumoniae con el
genoma de B japonicum. Ademés se encontré que genes nif en B. Japonicum podian
activarse especificamente por NifA de K. pneumoniae y no por NirC,

Al secuenciar a nifA, se encontré que forma parte de un operén, que se
denominé fixRn{fA. Mutaciones de fixR afectaban en un 50 % la fijacién de
nitrégeno.

Cuando se analizaron las reglones upstream del operdn, se determiné la
presencia de una secuencia que presenta la regién conservada -24/-12, que
corresponde al tipico promotor ¢54. Sin embargo, mutaciones en la regién -24 no
afectaban Ja expresién del operén cohslderablemente, mientras que las mutaciones
en -12 tenian una fuerte influencia en la expresi6én, concluyendo que los dos
nucleétidos (GC} de esta region son esenciales para la éptima actividad de este
promotor (37).

En la regién -124/-109 upstream se encontré una secuencia TGT N10 ACC,
que corresponde quizas a las UAS de NifA en este operén (35). La determinacién de
una regulacién positiva y el posible sitio de inicio de transcripcién, fueron de los
primeros datos que se utilizaron para trabajos posteriores (34).

La activacién del operén fixRnifA se da tanto en aerobiosis como en
anaerobfosis, slendo 5 veces mayor la actlvacién de la expresién en anaerobiosis.

Esto se vi6 con mediciones de B-galactosidasa, producto de la fusién transcripcional

fixR-lacZ. Este dato se utiliz6 para indicar que NifA no es el tnico elemento que
regula este operén, teniendo en consideracion que NifA es sensible al oxigeno, se
propuso que el operdn estaba regulado por otra proteina diferente a NifA y NtrC.
Este dato se corroboré con cepas mutantes en nifA, donde seguian habiendo
actividad en aerobiosis y anaerobiosis (37).
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Al intentar conocer de qué manera se regulaba el operén fixRn{fA, se vi6
que cstaba sujeto quizds a un doble sistema de regulacién positiva, y NifA
autoactivaba su expresién en anaerobiosls actuando en cis. Esto se vié al hacer
integraciones cromosomales de la fus{én transcripcional fixR-lacZ en la cepa silvestre
Y en la mutante nifA.

Por analisis de deleciones en la regi6n upstream del promotor, se
determiné que la regién -80 a -50 era necesaria para la expresién aersbica del
operén fixRnifA, siendo esta regién importante para la activacién del operén y muy
posiblemente el sitio de union para una proteina reguladora. Al analizar estas
deleciones en geles de acrilamida, se cbservé el retardamiento electroforético en la
migracién de fragmentos que tenian por lo menos hasta la regién -50 upstream del
promotor, Esto se observé al ponerlos con extractos crudos de proteinas de un
crecimientos aerébicos de Bradyrhizobium japonicum. Con el mismo andlisis, se vio
que la mutacién puntual de A por C en la posicién -66 impedia el retardamiento de
los fragmentos, ademas se reducia notablemente la expresion aerébica de fixRnifA.

Para corroborar que en esta regi6n existia otro sitio de unién para una
proteina reguladora, se sintetizaron fragmentos de DNA que contenian la secuencia
desde la posicién -80 a -50, y se observo que era suficiente este fragmento para que
existiera un retardamiento en la migraci6n electroforética al ponerlos con extractos
crudos de proteina de crecimientos aerGblcos de B. japonicum (13,38).

' En Bradyrhizobium japonicum existen dos copias del gene rpoN, que

codifican para 054, Con la construccién de una doble mutante rpoNi,2, se encontré
que afectaba totalmente la fijacion de nitrégeno por no presentarse la existencla del
factor 54 que es esencial para la activacién transcripcional de los genes nify fix
involucrados en este proceso. La utilizacién de esta doble mutante sirvié para
sugerir la existencia de un sistema de regulacién NifA y 654 independiente, ya que el
operon fixRn{fA seguia expresandose con la mutante rponi/2 en aerobiosis,
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La proteina reguladora NifA y la copla rpoN1  se encuentran inactivas en
presencia de oxigeno, estando mediada la regulacién de esta tltirna por los genes
SULS. Por Io tanto, la expresién aerébica del operén no esta mediada por NifA y 654,

activandose otro sistema de regulacién tanto aerébica como anaerébicamente para
la expresidn del operdn fixRnifA, como se habia visto anterformente (24).

Trabajos previos de Morett, et al. (1993) han mostrado la existencia de un
doble inicio de transcripcién para el operon fixRnifA, en donde estos transcritos se
encuentran separados tinicamente por dos nucleétidos; esto se observé con cepas
mutantes en NifA, RpoN y en la cepa silvestre,

Con todos los datos anteriores, se ha propuesto un sistema de regulacién
_ que esta dentro de una de las dos cascadas mediadas por oxigeno en Bradyrhizobium

Japonicum (18). La regulacién de la transcripeién del operén fixRnifA esta regulado
por oxigeno en dos puntos (Fig,4.): En NIfA, que activa la transcripcién
anaer6bicamente de los genes nify fix presentando sensibilidad a altas tensiones de
oxigeno (10,23), y por la activacién anaerébica de FixL que permite la fosforilacién
de FixJ. Esta proteina activa la transcripcién de rpoN1, que es esencial para

transcribir fixRnifA en presencia de NifA, siendo este sistema dependiente de NifA y
o54 (Fig.5)(1).
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Fig. 4
Daoble cada de regulacién por oxigeno en la expresién de los genes fixy
nif en B. faponicum

El otro sistema de regulacién es independiente de NifA y 054, conociéndose
unicamente que existe un factor de regulacién positivo que se une en la regién -66,
y que la region -12 es esencial para la transcripcion aerébica del operén. De esta
manera, se propone la existencla de un doble sistema de regulacién transcripcional
siendo uno de ellos dependiente de NifA y 054 expresandose tnicamente en
anaeroblosis y un segundo sistema que se activa por una proteina diferente a NifA y
utilizando un factor o7 distinto de 654(Fig.6)(35).

El objetivo general de este trabajo es entender 1a regulacién a la que esta
sujeta el operdn fixRnifA en condiciones aerébica y anaerébicamente.

El comprender el alto grado de fineza con el que se regula la transcripcién
de este operdn, sera de mucha utilidad para entender los sistemas de regulacién de
otros organismos, a donde se extrapolaran varios de los datos que se encuentren,
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OBJETIVOS

Nuestro objetivo es entender los mecanismos de regulacion transcripcional
a los que se encuentra suieto el operén fixRnifA de B. faponicum, y en qué
condiclones se expresa cada uno de estos mecanismos.

Para cubrir estos objetivos cuantificaremos la expresién de la fusién
transcripcional fixR-lacZ que se encuentra integrada a cromosoma (ver FIG.10), de
las 6 cepas enlistadas en la tabla 1, (ver construcciones Fig.,8,9 y10}, y por otro lado
se determinaran los inicios de transcripcién de las 6 cepas crecidas aerébica y
anaer6bicamente.

Con la correlacién de ambos objetivos pretendemos caracterizar mejor la
regulacién transcripcional del operén fixRnifA, elucidando cuél de los dos inicios de
transcripelén reportados corresponden para el sistema NifA dependiente, al
independiente y en qué condiciones se expresa cada uno de los dos sistemas

propuestos (FIG. 5y 6).
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METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo experimental se utilizaron las cepas que
se muestran en la tabla 1, las cuales tiene una fusién transcripcional de 14 codones
de fixR y el promotor del operén fixRatfA con el gene completo de lacZ que codifica
para la f-galactosidasa. Asi, cuando se activa la transeripeién del operén  fixRnifA,
se transcribe lacZ que utllizamos como gen reportero y podemos ver los niveles de
expresion en las diferentes cepas y condiciones.

CEPA MARCADOR GENOTIPO
E.coll MC1061
BJaponicum:
8085 Tc, Sp fuRlacz  fig.10
8091 Tc, Sp SxR-lacZ (A -66 por C) fig.10
AB085 Te, Sp, Km SR-lacZ nifAIns Ag.8-10
A8091 Tc, Sp, Km JixR-lacZ (A -66 por C) nifA:TnS fig.8-10
N8085 Tc, Sp, Km, Sm fixR-lacZ rpoN1::aphll rpoN2::Q2 §g.9-10
NB091 Te, Sp. Km, Sm  fixR-lacZ (A-66 por C) rpoN1::aphll rpoN2::Q fig.1d
Plasmido:
PRj7211 Amp JixR-lacZ fig.7
TABLA 1

Las 6 cepas fueron construidas por el Dr.Hans-Martin Fischer para
propésitos de este trabajo (ver construcciones FIG. 7. 8, 9y 10).
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Construccién del pRj7211

Construccién del pldsmido pRj721.l: Este pldsmido se¢ deriva del pMC1403, que presenta sitios de
restriccién EcoRI y BamHI. En estos sitios sc ligd el fragmento de 840 pb EcoRI-Avail del operén
fixRnifA. El sitio Avall fué rasurado y sustituido por un sitio de restriccién BamHI. El producto fué el
plismido pRj7211, con el fragmento del promotor de fixR y 14 codones del aperdn fixRnifA fusionados
con el gene de la P-galactosidasa (facZ), conservando la resistencia a la Ampicilina del pldsmido

pMC1403. (Thony ef al.1987)
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Esta mutante se realizé utilizando el frag del de Bradyrhizobium japonicum bordeado por

los sitios de restriccién EcoRI que s encuentra en ¢l c6smido pLA8-11G. Este fragmento tiene dos sitios
de restriccién Xhol, que estdn internos a nifA, los cuales se utilizaron para cortar esta regi6n y en donde
sc lig6 el gene aphli del Tn5 que conficre resistencia a la Kanamicina. El pL48-11G se digerié con EcoRl
y cl fragmento con ¢l gene aphll en nifA se ligé cn el sitio EcoRI del pSUP202. Este pldsmido se
movilizo a la cepa USDALIO de B.japonicum, en donde se integré por recombinacion hom6loga
perdiendo ¢l vector ¢ integrando la mutante nifA con resi iaalak icina, esta cepa sc le llamé
ASY. (Fischeret al, 1986)
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Fg. 09
Doble mutante rpoN-1/2
Se utilizd e} pldsmido pRj7688 que se deriva del pUC18. En estc dltimo se integrd el fragmento de 4.1
Kb EcoRI-BamH], en donde sc encuentra rpoN). Este pRj7688 se digirié con Sall, este fragmento de
258 pb se substituyé por el fragmento Xhol de 2347pb del Tn5 que tiene el gene aphll que confiere
i iaa Kanamicina (km). El frag de 6.1 Kb EcoRI-BamHI del pRj7688 sc integré en el sitio
EcoRI del pSUP202. Este dltimo se transfirié a Bradyrhizobium japonicum USDA 110 por
recombinacién hom6loga, dando como resultado la cepa N50. Para la mutante rpoNa, se utiliz6 el

pldsmido pUCI8, al cual s¢ l¢ integr6 el fragmento de 9Kb EcoRI-BamHI donde se encuentra la copia
rpoN2 para dar lugar al pRj7722, Este se digerié con Sail y ¢l fragmento intemo dé 258 pb de rpoNj se
sustituy6 por cl fragmento Smal de 2Kb del interposén omega que confiere resistencia a estreptomicina
(Sm). El fragmento EcoRI-BamHI de 10.7Kb se clond en el sitio EcoRI del pSUP202, que se movilizé a
la cepa N50, en donde se integré por recombinacién homologe, dando como resultado 1a ccpa N5097
dable mutante rpoN) 2 con marcadores Km y Sm.(Kullik ef al.1991)(16.22)
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Cepas con Ia fusién fixR-1acZ

Se wiliz6 el fragmento de 3.33Kb EcoR1-Dral del plasmido pRj7256 que ticne 1a fusi6n fixR-lacZ, este
fue clonado en los sitios EcoRI-Smal del plasmido pRjl035, que se intege6 a 1as cepas wt.USDA 110 de

Bradyrhizobium japonicum, A9 (NifA"} y en 1a N5097 112 (RpoN-), por doble recombinacion en las
regiones no esencinles RSa9 y RSf13, dando como resultado las cepas 8085, AB!'85 y N8OBS. En estas

cepas sc inlegrd el marcador a tetraciclina (tet) con la fusion fixR-lacZ. Para la construccién dc las
mutantes en -66, se utiliz6 ¢l fragmento de 840 pb EcoR1-BamH! del plasmido pRj7256 para hacer una
mutagenesis dirigida de A por C en el sitio -66 upstream del sitio de inicio de ranscripcion de fixR-lacZ,
este fragmento se rectono en ¢l pRj7256, ¢l fragmento de 3,33Kb EcoRI-Dral del plasmido pRj7256 que
tiene la fusién fixR-lacZ con la mutante, se¢ iniegré a las cepas 8085, AB0BS y N808S5 por doble
recombinacidn cn las regiones no esenciales RSa9 y RSP3 (16,22), dando como resultado las cepas
8091, ARDI1 y N&(WI.
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Ensayos de -galactosidasa
Las 6 cepas se crecen aerébicamente en PSY (Ap.1} con sus respectivos
antibiéticos, con una agitacién constante de 350 rpm a 309C. Los cultivos se

inoculan en 100 ml de medio en matraces de 500 ml a una absorbancia de 0.05 a
560 nm. Se crecen durante 72 hrs, cuando tiene aproximadamente una absorbancia

de 0.8 a 560nm. Los cultivos se centrifugan a 10000 rpm durante 8 min a 40C. Se
decantan y se resuspenden en 10 ml de buffer de fosfatos (Ap.Il). Se toma 1 ml de
células y se centrifugan a 14000 rpm durante 3 min, se resuspenden en 900 yl de
buffer Z (Ap.I1) y se mide su absorbancia a 600 nm. Las células se lizan con 70 ul de

SDS al 2% y con 30 ul de cloroformo, se agitan vigorosamente por 30 seg. Estas

muestras se incuban 5 min a 300C, la reaccién se inicia con 50 ul de ONPG
16mg/ml agitando unos segundos. Se toma el tiempo de la reaccion hasta que esta
toma un color amarillo claro. La reaccién se para con 250 ul de Na2CO3 2M.
Centrifugar durante 2 min a 14000 rpm, se lee su absorbancia a 420nm. La
producci6n de o-nitrofenol es proporcional a la cantidad de enzima presente (-

galactosidasa) y se reporta en unidades Miller con la sigulente formula (22):
UM= 1000x D.O 420nm/ txVxD.0 600nm
Para determinar la expresién microaerébicamente, se crecen las 6 éepas de
B. jJaponicum sin antibi6ticos en botellas de 160 ml con 155 ml de YEM (AP.IV), Para

que se encuentren en ausencla de oxigeno, éste se desplaza con argén. Los medios

se inoculan a una absorbancia de 0.1 a 560nm. Se crecen a 30°C a 250 rpm durante

48 hrs. La cuantificacién de la p-galactosidasa se realiza como se describié

anteriormente.
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Célylas compefentes de Ca++
La cepa MC1061 se inocula en 25 ml de LA (AP. V), se crecen a 250 rpm a

370C, hasta que alcance una absorbancia de 0.8 a 540 nm. Centrifugar las células 5

min a 5000 rpm {A partir de este punto se mantiene en hielo). Resuspender las
células en 1/2 volumen de inicial con CaClz 0.1 M, se dejan incubando en hielo 20

min, centrifugar 5 min a 5000 rpm y resuspenderlas en 1/10 del volumen inicial con
CaClz2 0.1 M, se congelan a -700C con glicerol al 50%.

Tiansformacién de las células competentes con ¢l plésmido pRI7211

Se utilizan 100 ul de células competentes MC1061 con 0.3 pug del pRJ7211,
se agitan e incuban 20 min en hielo, calentar 2.5 min a 420C sin agitar, ponerlas en
hielo y diluir en 1 ml de LA. Dejar durante 1 Hr a 370C, centrifugar 1 min y retirar
el sobrenadante para resuspender en 100 ul de LA. Se platean en cajas de LA con

Amp 50 pg/ml y se dejan crecer a 370C hasta obtener colonias aisladas de la
MC1061/pRj7211 Amp resistentes.

Extraccion del plésmido pRi7311
Inocular la MC1061/pRj7211 en 500 mi de LA con Amp durante una noche
a 370C con una agitacién de 250 rpm. Centrifugar las células 8 min a 10000 rbm.
decantarlas y resuspenderlas en 50 mi de una solucién fria de GET (AP. V1) con 400
g de lisozima, dejarla 5 min a temperatura ambfente, agregar 100 ml de SDS 1%y

NaOH 0.2N, agitar invirtiendo e incubar 5§ min en hielo, Agregar 75 ml de Ac de K
(AP, VII) y centrifugar 10 min a 10000 rpm. Tomar el socbrenadante y precipitar con
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0.6 volumenes de isopropanol al 10036, dejando a -700C durante 20 min, centrifugar
8 min a 10000 rpm, limpiar el exceso de sal con etanol al 70%. secar y resuspender
en 10 m! de agua, tratar con RNAsa 200 pug/ml durante 1 hr a 370C, Extraer con un

volumen igual de fenol agitando, centrifugar 10 min a 10000 rpm, tomar el
sobrenadante y ponerle un volumen igual de cloroformo, agitar y centrifugar 10 min
a 10000 rpm, Tomar el sobrenadante y precipitar con 1/10 del volumen intcial con
AcNa 3 M y 2 volumenes de etanol al 100% dejando a -70°C durante 30 min.
Centrifugar 8 min a 10000 rpm, decantar y lmpiar con etanol al 70%, secar la
pastilla del DNA y resuspender en 1 mi de agua desfonizada.

Purificacién del pRi7211 por gradicnte de CaCla

Tomar 500 p! del plismido y aforarlos a 8 ml con agua deslonizada,

agregar 8 gr de CsClz quedando aproximadamente en 11 mi, agregar 880 pl de
bromuro de etidio 10 mg/ml. Poner en 4 tubos de 5§ mi para gradiente. Los tubos, en
caso de ser necesario se llenan con una solucién de CsClz y bromuro de etidio que
tenga una densidad final de 1.55 gr/ml, Centrifugar con el rotor VTI50 a 50000 rpm
durante 16 hrs. Sacar la banda de DNA circular.

Limpiar el DNA del plasmido con un volumen igual de isobutanol,
agitando para centrifugar 5 min a 3000 rpm, esto se realiza 4 veces. Precipitar
agregando 3 volumenes de agua y 2 volumenes finales de etanol al 100% dejando 30

min a -70°C. Centrifugar 8 min a 10000 rpm, decantar y limpiar la pastilla con
etanol al 70%, para secar y resuspender en 200 ul de agua desionizada. EI DNA se

checa digiriéndolo con 10 u/ul de las enzimas de restriccién EcoRI y BamHI y

corriendo por electroféresis en un gel de agarosa al 1% (AP. VIII).
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Extraccién de RNA
Las cepas se crecen aerébica y microaerébicamente de la misma manera

como se describe para realizar los ensayos de P-galactosidasa. Centrifugar las

células de los cultivos 10 min a 10000 rpm, decantar y ponerlas en hielo. Las células

se resuspenden en 3 ml de buffer de fosfatos (AP.II}, centrifugar, decantar y
resuspender en 400 pl de RIB (AP.IX) y agregar 500 pl de fenol 4cido. Ambos deben de
estar a 65°C. Dejar incubando 5 min, centrifugar 10 min a 14000 rpm, tomar el

sobrenadante y extraerlo con un volumen igual de cloroformo, centrifugar 10 min a
14000 rpm. tomar el sobrenadante y extraerle el RNA con el RNaid Kit de Blo 101,

Inc. Se ponen 3 volumenes de NaClO4 con el sobrenadante de la lisis y 6 pl de resina
para RNA dejando 5 min a temperatura ambiente, agitando constantemente.
Centrifugar 1 min a 140000 rpm, decantar, resuspender en 500 pl de solucién de
lavado para RNA con etanol al 100%, centrifugar 1 min a 14000 rpm, decantar y
resuspender en 60 pl de agua desionizada tratada con DEPC 0.1%, dejar incubando
5 min a 55°C, centrifugar 2 min a 14000 rpm y tomar el sobrenadante con el RNA

total en disolucién. El RNA se checa corriendo por electroféresis en un gel de
agarosa al 1% tratado con DEPC 0.1%.



Secuencia del pRI7211

Se utiliza el método de Sanger et al. (1977) con el kit de secuenasa versién
2.0 de USB Biochemical. El DNA se desnaturaliza tomando 5 pl del pRj7211 (20 ug)
y se lleva a 10 ul con agua, se le agrega 90 jl de NaOH 0.22 N y 1 yl de EDTA 20
va' se callenta 2 min a 90°C, se baja la temperatura con hielo, agregar 10 yl de
NaAc pH4.5 y 200 ul de etanol al 100%, precipitar poniendo 30 min a -70°C,
centrifigar, det;,anta.r y limpiar con etanol al 709, secar y resuspender en 7 pl agua.

Al DNA se le agregan 2 ul de Rx buffer (AP.X) y 1 pl de oligo marcado
radioactivamente con 32P (ver marcacién de oligos). Calentar 3 min a 80°C y dejar
descender la tempt;.ratura lentamente hasta 379C para que hibridice el templado con
el primer. Adiclonar 1 pl de DTT 0.1 M, 1 pul de Mn buffer {(AP.X1), 3 pl de aguay 0.5
ul de secuenasa 13 u/pl. Se toman 3.5 pl de esta mezcla y se ponen en 4 tubos con
2.5 pl de las siguientes mezclas;

ddG- dGTP 80uM, dATP B0uM, dTTP 80uM, dCTP 80uM, ddGTP 8uM y NaCl 50mM.

ddA- dGTP 80uM, dATP 80uM, dTTP 80uM, dCTP 80uM, ddATP 8uM y NaCl 50mM.

AadT- AGTP 80uM, dATP 80uM, dTTP 80uM, dCTP 80uM, ddTTP 8uM y NaCl 50mM.

ddC- dGTP 80uM, dATP 80uM, dTTP 80uM, dCTP 80uM, ddCTP 8uM y NaCl 50mM.
Se incuban 30 min a 3%0c . la reaccion se detiene con 4 pl de solucién

stop (AP.X11), se cargan en un gel de acrilamida 6% (AP.XIIl) y se corren 3hrs a
TOW.
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Extensién de] primer

Se toman 18 pl de RNA, adicionarles 0.8 ul de NaCl 5 M, 0.66 pl de Tris 1M
pH8 y 1 pl de oligo marcado con 32P, La hibridizacién se hace calentando a 90°C
durante 3 min y se deja descender la temperatura lentamente hasta 400C. Las
reacclones de extenslé;x se hacen adicionando 0.5 ul de RNAsa inhibidor 100 u/ul,
7.2 pl RT buffer (AP.XIV}, 3,7 ul DTT 10 mM, 3.7 ul BSA 1mg/ml, 1 pl dNTP's 40 mM
y 0.5 JIRT RAV-2 18 ﬁ/ul. Incubar 1 hr a 429C. Se precipita con 10 pl de NH¢ Ac 10
M, 100 pl de etanol al 100% y dejar 30 min a -70°C, centrifugar y limpiar con etanol

al 70%, secar, resuspender con 6 pl de aguay 4 ul de solucion stop. Correr en PAGE
636 3hrs.

Marcaje de Oligos

Los oligos EM33, lac 3 y lac 4 (Tabla.2) se fosforilan utilizando 5 pl de
oligo (5pmol); se mezclan con 2 ul de PNK buffer 5x {AP. XIV), 2.7 ul de Y32P ATP

(5.4nmol} y 0.3 ul de PNK 8 u/pl, incubar 1 hra 37°C y 10 min a 70°C,

Los oligos se purifican con las columnas NENSORB 20, la columna se
hidrata con 1 ml de metanol 100% y se estabiliza con 2 ml de buffer A {AP.XV1), se
pone el oligo marcado y se pasa por la columna con 3 m! de buffer A para quitar la
marca no incorporada. Se eluye el oligo marcado cdn 1 ml de n-propanol al 209, se
toman alicuotas, se éecan y resuspenden en 10 ul de agua. Estos oligos limpios se

utilizan para las reacciones de secuencia y extension del primer.
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OLIGOS SECUENCIA

EM33 5 TCATTTGGCAGATCGAGACCCACGACCGCCTCC 3°

lac 3 5 CAAGGCGATTAAGTTGG 3°
lac 4 5' AGTTGGGTAACGCCACGG 37

TABLA 2. Oligonucleétidos sintéticos.
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Se ha propuesto que el operén fixRnifA presenta un doble sistema de
regulacién, siendo uno de ellos independiente de la proteina reguladora NifA. Se ha
visto que la mutante de A por C en la posicibn -66 upstream del inicio de
transcripeién disminuye la expresién del operén fixRn{fA en condiciones aerébicas,
dicha regién -66 esta propuesta como sitio de unién de un factor regulador que se ve
afectado por la mutacion. La expresién de estas mutantes han sido observadas
unicamente en plasmido. El otro sistema mas caracterizado, presenta una
regulacién por NifA la cual es inactiva en presencia de oxigeno y en bajas
concentraciones de este elemento el operén es regulado positivamente por NifA
(autoregulacion) (Thdny et al. 1989).

Nosotros determinamos la expresién del operén fixRnifA utilizando las 6
cepas de B, japonicum (Tabia.1), que presentan la fusién de la regién promotora y 14
codones de fixR con el gen reportero lacZ que se encuentra integrada al genoma
(Fig.10) para ver en qué condiciones se expresaba cada uno de los sistemas
propuestos.

La expresién de la fusion lacZ se midi6 al crecer las cepas aerébicamente
en PSY, ya que la induccién de la expresién de la fusién en YEM no se veia
claramente. La actividad de f-galactosidasa expresada en unidades Miller de las

cepas 8091, A8091 y N8091, es afectada por la mutacién en la region -66,
comparandola con la 8085, ABOSS5 y N8O85 respectivamente tanto en aerobiosis
como en anaerobjosis, como se ve en la Tabla 3.

La expresion de las cepas 8085, AB085 y N8085 en aeroblosls es casi la
misma siendo 5 veces menor comparada con la 8085 en anaeroblosis, dicha
expresién debe de pertenecer a la activacion del sistema NifA independiente por ser
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el NifA dependiente inactivo en aeroblosis, por otro lado las cepas 8091, AB091 y
N8091 con la mutacién en -66 no presentan expresién, debido a que esta mutacién
afecta al sistema NifA independiente como lo habla reportado Thény et al.1989 (Ver
tabla 3).

EXPRESION DE LA FUSION fixR-lacZ EN UNIDADES MIILLER DE

B-GALACTOSIDASA
CEPA GENOTIPO Aerébico Microaerébico
8085 fixR-lacZ, silvestre 271 1690
8091 fixR-lacZ, A-66 por C 9 1200
ABOBS fixR-lacZ, nifA” 193 230
AB091 fixR-lacZ, nifA", A-66 por C 6 41
NB8085 fixR-lacZ, rpoN- 140 735
N8091 fixR-lacZ, rpoN-,A-66 por C 6 32
TABLA. 3.

La induccién en la expresion de la fuslén. JSixR-lacZ en anaeroblosis se logré
al crecer las cepas en YEM con KNOs como aceptor de electrones. )

La expresion en anaeroblosis de 1a cepa 8085 fué 5 veces mayor en
comparacién con las cepas que se expresaron en aerobiosis. La cepa 8091 con
mutacién en -66 tuvo una expresién de 4 veces mayor en comparacién con las
aerébicas, estd disminucién de la expresién se debe a que el sistema NifA
independiente no se activa por la mutacién en -66 y por lo tanto toda la expresién
de la cepa 8091 es debida al sistema NifA dependiente y en la 8085 la expresién es la
suma de la activacion de los dos sistemas tanto del NifA dependiente como
independiente.
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En la cepa AB085 la expresién es 5 veces menor en comparacién con la
8085, ya que el sisterna NifA independiente es el unico activo por ser la cepa
mutante en nifA. En el caso de la cepa AB091 no se ve expresién porque los dos
sistemas estin mutados, tanto en NifA como en la regién -66.

La cepa NB0B5 en condiclones anaerdbicas tiene una expresién 3 veces
mayor en comparacién con las cepas aerébicas. Esta expresién debe de pertenecer al
sistema NifA independiente ya que la cepa es mutante en 054 y por lo tanto el
sistema NifA dependiente no se activa. El mayor nivel de expresién en anaerobiosis
comparado con el de aerobiosis nos suguiere que el activador del sistema NifA
independiente esta sujeto a una regulacién por oxigeno. En el caso de la cepa N8091
no hay expresién de ninguno de los sistemas por encontrarce mutados, tanto en 054
como en la region -66.

Estos resultados sugieren la existencia de un doble sistema de regulacion
para el operén fixRn{fA, donde el sistema NifA independiente se expresa tanto
aerébica como anaerdbicamente, siendo la region -66 esencial para su actlvacién y
donde participa un regulador positivo que quizis es sensible al oxigeno y otro factor
sigma distinto a 654 como se ve en la expresion anaerébica de la cepa N8085. En
cambio el sistema NifA dependiente solo se expresa en anaerobiosis y la mutacién
en -66 no lo afecta como se ve en la expresion anaerdbica de la cepa 8091; contrario
a lo que pasa con mutaciones en la proteina NifA y en el factor 654, ambos
necesarios para activar la expresion del sistema NifA dependiente en anaerobiosis
como otros que ya se han caracterizado. Los ensayos de p-galactosidasa se llevaron

acabo por lo menos 5 veces en experimentos independientes.
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Mapeo de inicio de transcripeién

Tenlendo en cuenta los datos de p-galactosidasa y los resuitados previos
de Morett et aL(1993) de los dos iniclos de transcripci6n, realizamos el mapeo de
inicios de transcripcién para determinar cual de los dos inicios de transcripcion
reportados se utllizan para cada uno de los dos sistemas de regulacién gue se han
propuesto para la expresién del operon fixRnifA.

Para hacer el mapeo de inicio de transcripcion de las 6 cepas crecidas
tanto aerébica como anaerébicamente, se obtuvo primero la secuencia del plasmido
pRj7211 (Fig.7) que se utllizé como marcador del iniclo de transcripeilén. La
secuencia se hizo utilizando 25 ug del pR{7211 purificado por CsClz, el cual se
checé al digerirlo con las enzimas EcoRI y BamHI, de donde se obtuvo un fragmento
de 0.84 Kb que corresponde al promotor e inicio del operén fixRnifA y el resto del
vector de 9.9 Kb (FIG.11).

A B (o]
FIG. 11.
Digestién del plasmido pRj7211

Ladder de 1 Kb (A), pRj7211 digerido(B) y pRj 7211 sin digerir (C).
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Los inicios de transcripcion se determinaron por extensléﬁ del primer con
transcriptasa reversa, utilizando el oligo lac 4 como primer y los RNA's de las 6
cepas crecidas en aerobiosls y anaerobiosis como templado para la extencién
(FIG.12).

BRE-BCERm

FIG.12.
RNA’s purificados de imientos aerébicos y anaerébicos
A) Ladder de 1 Kb, B) RNA“s acrébicos y C) RNAs anacrébicos. En B y C las cepas presentan el
siguiente orden: 8085, 8091, A8085, A8091, NS035 y N8091.
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El oligo EM33 se utiliz6 para obtener la sccuencia del pRJ7211 desde la
posicién 16 downstream del inicio de transcripclén hasta la posicién 153 upstream
del inicio de transcripcion, El oligo 383 lac 3, se utlliz6 para secuenclar desde la
posicién 115 bases downstream del inicio de transcripcién en donde esta la fusién
fixR-lacZ (Fig.13).

-153 5 TCGCEGAACTTACEGTAGCAGAGTCACC

-127 ATCGCITGTCAGAAAGCTCACCTCCGC

-101 CETCTTGAATGCGLCAAARACATTCCGC
-66 ’

-75 GTGCGCGACATTAGGACGCRAAAACGSG

’ -24

-49 AAGCGCATTTACGTACATCGCAGIGSG

-12 +1 2

-23 CGCAAATCCTGCTACGCGTGCGCGGE

+4 CGCAAAAGTAGAGGAGGCGGCCGTGG

+30 GPTCTCGATCTGCCAAATGACAATCTG

BamHI

+56 ATCCGAGGTCCGGATCCCGTCGTTT

+82 TACAACGTCGTGACTGGGAAAARCCGT
+108 GGCGTTAC - lacZ &
Fig. 13.

Sccuencia del promotor fixR con la fusién lac-Z. Las secuencias subrayadas upstream son posibles sitios
de unidn para la protefna NifA. La regitn -66 es donde se realizd el cambio de A por C para construir las
cepas mutantes en el si de regulacién NifA independi Las regi -24y-12p el tfpico

consenso para promotores sigma 54, Los inicios de transeripeion estdn sefialados como 1y 2. El sitio
BamHI denota el linker donde se encuentra la fusién con lac-Z.
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Al utilizar el oligo EM 33 para realizar la extencién del primer se
observaron claramente los 2 iniclos de transcripcién pero sin poder diferenciar a qué
sistema de regulacitn pertenecia cada uno de los transcritos como se observaen la
fig.14, ya que este oligo es complementario tanto a la copia genémica de fixRnifA

Fig. 14.
Secuencia det pRI7211 utilizado como marcador de inicio de transcripcién (A), inicios de transcripcién

de las cepas 8085, 8091, ABOBS, A8091, NB08S5 y N8GS1, de crecimientos acrébicos (B), utilizando el
oligo EM33 como primer.
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Para realizar el mapeo de transcritos de nuestras 6 cepas utilizamos el
oligo lac 4 que es complementario tinicamente a la fusién transcripcional fixR-lacZ.
En la figura.15 se muestran los inicios de transcripeién junto a la secuencias de Ja
regién promotora del operén fixRnifA que utilizamos como ladder, en el panel B se
encuentran los iniclos de transcripcién de las 6 cepas crecidas anaerébicamente, La
intensidad del transcrito mas largo {denotado como 1), en comparacién con el que
es dos nucledtidos mas corto (denotado como 2) de la cepa 8085, nos hace pensar
que el inicio de transcripeion del sistema NifA dependiente es el mas largo y el corto
pertenece al sistema NifA independiente tomando en cuenta los datos de B-

" galactosidasa y que NIfA autoactiva su transcripeién en anaerobiosis. Esto se ve
mas claro con los transcritos de la cepa 8091, donde s6lo se presenta el transcrito 1
que tiene que corresponder al sistema NifA dependiente ya que la mutante en -66
inactiva al sistema NIfA independiente. ’

El transcrito 2 de la cepa ABO85 presentan una mayor intensidad que debe
pertenecer al sistema NifA independiente, aunque se ve también el 1 con menor
intensidad. Esto puede deberse a que el sistema NIfA independiente pueda iniciar la
transcripcion inespecificamente en este lugar. Al hacer los mapeos con la cepa
AB091 no se cbservd ningan transcrito, interpretandose que la mutante en -66
afecta totalmente la expresién del sisterna NifA independiente (Thony et al. 1989} y la
mutante en NifA afecta al sistema dependiente de ella.

En el caso de de la cepa NBO85 se ve una mayor intensidad para el
transcrito 2 que debe pertenecer a la activacion del sistema NifA independiente y que
por lo tanto debe de utilizar otro factor ¢ diferente de 054 para su expresién. El

transcrito 1 que se observa puede deberse a lo mismo que pasa en la cepa AB085 de
un inicfo inespecifico de! mismo sistema. En el mapeoc de la N8091 no se observé

ningun transcrito por encontrarse mutados los dos sistemas.
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En el caso del mapeo de transcritos de las 6 cepas crecidas aerébicamente
se observa el mismo patrén para la 8085, ABOB5 y N8085, donde el transcrito 2 es
mas intenso y debe de pertenecer a la activacién exclusivamente del sistema NifA
independiente, ya que el sistema NifA dependiente no se activa en aerobiosis, Esto
es clare en la cepa mutante NifA en donde no se ve una diferencia en los transcritos

con respecto a la mutante 54 y la silvestre . El transcrito 1 se debe a un inicio

inespecifico del sistema como se habia observado en las cepas AB085 crecida
anaerébicamente. En el caso de las cepas 8091, A8091 y NB091 que presentan la
mutacién puntual en -66 y que afecta la exprestén del sistema NifA independiente,
no se observé ningun transcrito. '
La diferencia en la intensidad del transcrito 2 de la cepa N8085 crecida en
anaeroblosis, en comparacién con el transcrito de aerobliosis, puede deberse a una
regulacién por oxigeno del factor regulador que se une en la reglén -66, presentando
una mayor activacién en anaeroblosis. Otro factor que puede impedir la activacién
del sistema NIfA independiente en anaerobiosis puede ser la competencia por la
misma regién promotora entre el a54 y el o del sistema NifA independiente. Esto se
ve en los transcritos anaerdbicos de 1a cepa NBO85 donde el transcrito 2 es bastante
intenso por no encontrarse el 654 y por lo tanto, no existiendo una competencia por

la misma regién promotora, esta competencia se podria estar viendo en el mapeo de
transcritos anaerébicos de la cepa 8085 donde el inicio de transcripcién 1 es mas

intenso que el 2 por encontrarse 654 presente.
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Fig.18
Iniclos de transcripcitn
Secuencia del promotor fixR (A), inicios de transcripci6n de las cepas crecidas anacrébicamente (B) y
aergbicas (C), las cepas presentan el siguiente orden: 8085, 8091, A808S, AB091, N808S y N8091,
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Los dos inicios de transcripcién que determinamos son diferentes a los
propuestos inicialmente por Thény et al 1987, donde se reporta un solo inicio de
transcripcién y se encuentra desplazado 2 bases upstream de los transcritos que
encontramos, siendo uno de los transcrito dos bases mas grande al segundo inicio
que también determinamos {fig.15 y16).

24 -12
ATTTACGTACATCGCAGTOGCGCAAATCCTGCTACGCGTGCGCGGE fixR
i
ATTTACGTACATCGCAGTGECGCAAATCCTGCTACGCGTGCOCGGG £ixR
3

1= Iniclo de transcripcién del sistema NifA dependiente.
2= Inicio de transcripeion del sistema NIfA independiente.
3= Inicio de transcripcién propuesto por Thony et al.(1987)

Fig. 16.
Region promotora del operon fixRnifA de
Bradyrhizobium japonicum
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Los promotores de ginA y fbeH presentan dos reglones con homologia
localizadas en -35 y -10, que muy posiblemente son reconocidos por un factor o
primario en B, japonicum, y no son reconocldos por g54. Al comparar la secuencia

promotora de glnA y fbcH con el promotor del operon fixRnifA se observé que
presenta una homologia en la regién -10 y que carece de ella en la regién -35
(Fig.17). Ademas el operén fixRnifA presenta las secuencias concenso para el

reconocimiento de 054 en -12 y -24. Por lo tanto, este promotor tiene dos reglones de

reconocimiento en -10 y en -24/-12 para dos factores ¢ distintos, solapandose
ambos sobre 1a misma region promotora. Esta homologia existente en la regién -10,

asf como los datos de expresién de P-galactosidasa y mapeo de transcritos de la
cepa que es doble mutante en 054, sugleren fuertemente la participacién de otro

factor o diferente a 654 en la activacién del operdén fixRn{fA.



Bradyrhlzoblum Japonicum

=35 -10

AATCCGGGCTGGACGCTATCTGAGCCGGETGCTATCCCGCATTTTG glnA
TTAGCGGGCTTGCGCTCGCCCGECAAGGGTGCCAATAGAACGATTG fbcH
ATTTACGTACATCGCAGTGGCGCAAATCCTGCTACGCGTGCGCAGE fixR

ATTTACGTACATCGCAGTGGCGCAAATCCTGCTACGCGTGCGCAGE fixR
-24 -12 23

1= Inicio de transcripcién del sistema NifA dependiente
2= Inicio de transcripcién del sistema NifA independiente

Fig.17.
Alineamiento de diferentes promotores en

Bradyrhizoblum japonicum
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Por lo general, cuando varios genes se encuentran dentro de un operdén
estdn relacionados con una funcién comun, asi Ia existencia de un doble sistema de
regulacién para el operén fixRnifA nos sugiere que el producto de fixR presenta una
funcién especifica dentro de la fljacién de nitrégeno o que tenga alguna relacién ‘
dentro del sistema. Hasta el momento solamente se sabe que fixR presenta una alta
homoldgia con deshidrogenasas y mutantes en fixR presentan una disminucién del
50% en la fijacién de nitrégeno.

Nosotros pensamos que quizas el sistema NifA independiente sirve para la
expresion de fixR tanto en aeroblosis tomo en anaeroblosis y que esta proteina tiene
la funcién de reducir a NifA cuando se encuentra oxidida al estar en contacto con el

" oxigeno, sirviendo FixR como parte de un sistema de seguridad para mantener a
NifA activa aunque el sistema NifA dependiente no se cxbrese al existir pequenios
camblios en la concentracitn de oxigeno y por lo tanto no existe una nueva sintesis
de NifA.

La existencia de un sistema de regulacién tan fino y complejo para el
operdn fixRnifA se puede deber a que el proceso de la fijacién de nitrégeno es
energéticamente muy costoso. El activar y desactivar de nuevo la sintetisis de todas
las proteinas y cofactores enzimaticos involucrados en este proceso, requeriria de un
gasto de energia bastante alto para la célula, lo que seria bastante dificil de sostener
tomando en cuenta que este organismo de vida libre y con capacidad de entrar en
simbiosis esta sujeto a cambios microambientales en su nicho ecolégico, que
podrian llevar a la inactivacién de NifA por oxidacién o que existan senales falsas
para activar todo el proceso de fljacién de nitrégeno. De ahi que la expresién del
activador central del la fijacion de nitr6geno que es NifA tenga que ser tan
finamente regulada.
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CONCLUSIONES

La relaclén de la existencla de 2 sitios de iniclo de transcripci6n con los

resultados de los ensayos de B-galactosidasas, asi como la homologia existente entre
los promotores de ginA, fbcH que son independientes de 654 con el de fixR en la

regién -10 y la homologia entre el consenso de un promotor 054 con fixR, apoyan la
propuesta de un doble sistema de regulacién, donde el Inicio de transcripcién corto
es producto del sistema NifA independiente que se expresa 5 veces menos tanto
aerébica como anaerébicamente en comparacién con el sistema NifA dependiente y
se encuentra muy posiblemente regulado por oxigeno. El otro inicio de
transcripeién, dos nucledtidos mas largo, pertenece al sisterna NifA dependlente que
solamente se expresa en anaeroblosis y es 5 veces mayor al otro sistema, siendo

dependiente para su activacién tanto de 054 como de NifA, Por lo tanto, la regién

promotora del operén fixRnifA tiene el solapamiento de 2 sitios de unién para dos

factores sigma distintos, siendo uno de ellos ¢54 y el otro desconocido, aunque

proponemos que pueda ser el ¢ primario de B. japonicum. Ademds, en la activacién
de este operén fixRnifA existen dos proteinas activadoras siendo NifA una de ellas y
la otra aun desconocida, estando regulada por oxigeno.

Finalmente, en este trabajo describimos dos sistemas de regulacién
positiva solapados sobre la misma regién promotora en donde interviene dos

proteinas reguladoras, dos factores ¢ distintos y quizids dos RNA polimerasas

distintas para activar la expresion del operén fixRnifA. En bacterias fijadoras de
Nitrégeno no se han reportado dobles sistemas de regulacion como el descrito en
este trabajo. El entender el aito grado de fineza en la regulacién de este organismo
nos permitira comprender mejor el complejo sistema de fijacién de nitrégeno y la
compleja regulacion a la que esta sujeto éste y otros procesos.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo, en el que continuo trabajando para obtener el grado de
Maestro en Investigaci6n Biomédica Basica con sede en el CIFN-UNAM bajo el
asesoramiento del Dr. Morett, forma parte de un proyecto mas amplio que se realiza
en colaboracién con los Drs. Hans-Martin Fischer y Hauke Hennecke del Instituto
de Microbiologia en Zurich Suiza.

En posteriores trabajos, se tratara de idenuﬁcar a la proteina involucrada
en la activacién del sistema NifA independiente asi como su posible regulacién por
oxigeno y funcionalidad en la regulacién de otros genes.

Prosiguiendo con el andlisis de la regién promotora del operon fixRn{fA, se
determinaran los sitios de unién para la proteina del sistema NifA independiente y
de NIfA, asi como los sitios de unién para la RNA-polimerasa-sigma del sistema NifA
independiente y el de la RNA-polimerasa-o54, estos experimentos se llevaran acabo

utilizando la técnica de footprinting que sirve para identificar sitios de union de
proteinas a DNA en vivo.

Para probar Ia existencia de dos sistemas de regulacién involucrados en la
expresién del operon fixRnifA en diferentes condiciones, se tratara de separar los dos
sistemas geneticamente, mediante mutagénesis oligo-dirigida por PCR en los
nucleétidos de la region -10 del promotor.

Por ltimo, se tratara de identificar y relacionar la funcién del producto de
fixR con la existencia de un doble sistema de regulacién, para poder explicar la
existencia de una regulacién con alto grado de fineza para el operén fixRnifA.
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PSY
KHgPO4
NaHPO4-12H20
MgS04-7H20
CaCl2-2H20
Extracto de levadura
Peptona de caseina

Elementos traza
Vitaminas

Elementos traza
ZnS04-7H20
MnS04-H20
CuS04-5H20
NaMnO4-2H20
NaaNO4

NaScO3

Vitaminas
Riboftavina

Biotina
Thiamina-HCl
MyO-Inositol

P-Acido aminobenzoico
Ac’Nicotinico

Calcium Pantothenato

Cyanocobalamina

APENDICE 1
1 litro
03¢gr
07gr
O.lgr
0.01 gr
lgr
3gr
1ml (Stock 1000X)
1ml (Stock 1000X)

100ml (1000X)
0.4399 gr
0.077 gr
0.015! &
0.024: gr
2.1 mM
0.5 mM
100 ml (1000X)
2gr
12gr
8gr
48gr
08¢r
Sgr
8gr
10ug
58



Buffer fosfatos
NaCl
KzHPO4

KH2PO4

Buffer 2
NazHPO4-12H20
NaH2PO4-4H20
KCl

MgSO4
2-Mercaptoetanol

YEM

Manitol

Extracto de levadura
Sol. A (Stack 100X)
Sol, B (Stock 100X)
Solucién A, 100X
K2HPO4

NaCl

H20

APENDICE II
1 litro 20X
8.76 gr
6.96 gr
2.99¢gr
Ajustar pH=7.2

APENDICE Il
100 ml
2.14gr
0.55gr
0.07
0.01 gr
349 ul

APENDICE IV
1 litro

10gr

lgr

10 ml

10 mi

Solucién B, 100X

5gr MgSO4 2gr
1gr H20 100 ml
100 ml
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APENDICE V

LA 1 litro

Peptona de caselna ’ 10 gr

Extracto de levadura Sgr

NacCl 10gr
Ajustar pH=7

APENDICE VI

GET 50 ml

Glucosa 99gr

EDTA 84¢r

Tris-Cl 7.88¢gr

APENDICE VIO

Acetato de Potasio 100 ml
Acetato de K 60 ml 5M
Ac’acetico Glacial 11.5ml
H20 285
APENDICE VIII
TAE 1 ltro BOX
Tris-base 242 gr
Ac’acetico glacial 51.1 ml
EDTA ' 100ml  0.5M pH=8
TAE 50X 2mien 98 ml de H20

Agarosa lgr
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RIB (RNA Isolation Buffer)

NaAc
SDS
EDTA
H20

Rx Buffer 8X
Tris-HCl

DIT

BSA

Mn Buffer
Isocitrato de Na+
MnCla

Solucién stop
Formamilde

EDTA

Azu! de bromo fenol
Xylene cyanol

S

APENDICE IX

200 ml
14ml 3M pH=5
10ml 10%
400ul 0.5 M pH=8
188.2 ml

e

APENDICE X
10mM pH=7.5
5mM
0.5 mg/mi

APENDICE XX

0.15M
oM

APENDICE XII

95%

20 mM
0.05%
0.05%



ESTA TESs

SR BF 14

) APENDICE X1
PAGE 6% (Poliacrylamida Gel Electroforesis)
Acrylamida-Bis 40% 9mi
Urea 315gr
TBE 5X 12ml
H20 10 ml
APS 10% 360 ul
TEMED 60 ul
‘TBE BX (Tris borato) 1 litro
‘Tris base 54 gr
Acido borico 27.5gr
EDTA 20ml 0.5M

APENDICE XIV
PNK (Polinucleotido Kinasa} 10X ’

Tris-Cl 0.5 M pH=7.6
MgClg 0.1 M

DIT 50 mM
Spermidina-HCl 1 mM

EDTA 1 mM pH=8

APENDICE XV
PAGE 18% (Poliacrylamida Gel Electroforesis)

Acrylamida-Bis 40% 22 ml
Urea 31.5¢gr
TBE 5X _ 12ml
APS 10% 360 ul
TEMED 60 ul
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APENDICE XVI

Buffer A

Tris-Cl 0.1M
Triethylamida 10mM

EDTA 1mM pH=7.7



PRODUCTO O FUNCION CONOCIDA

28 B

S§Egze

Citocromos b y ¢1

Subunidad del complejo de transferencla de electrones

envuelto en la actividad de la nitrogenasa.

Subunidad del complejo de transferencia de electrones
envuelto en la actividad de 1a nitrogenasa.

Subunidad del complejo de transferencia de electrones
envuelto en la actividad de la nitrogenasa,

Proteina activadora que responde a oxigeno.
Proteina que regula negativamente la expresion de NifA y
relacionada con Frry Crp.

Fosfatasa sensora que responde a oxigeno.

Subunidad 1 de la oxidasa del citocromo ¢ en bacteroides.
Posible oxidoreductasa dependiente de NAD.

Proteina del transporte de electrones como la ferrodoxina.
Glutamino sintetasa 1.

Proteina efectora tetramerica involucrada en la asimilacién
de nitrégeno.
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groES4

melA

§§%

nifN

Uridil transferasa involucrada en la asimilacién de nitrégeno,
Chaperonina 10.

Tirosinasa requerida para la sintesis del pigmento melanina.
Proteina de regulacion positiva de los genes fixy nif.
Subunidad « del componente I de la dinitrogenasa.

Proteina involucrada en la biosintesis del cofactor de MoFe de
la dinitrogenasa,

Componente II de la dinitrogenasa.
Subunidad B del componente I de la dinitrogenasa.

Proteina de regulacion negativa sobre NifA que responde a

oxigeno,

Proteina involucrada en la biosintesis del cofactor de MoFe
de la dinitrogenasa. ‘

Factor sigma 54 (rpoN).
Fosfatasa sensora del sistema de regulacion para la
asimilacion de nitrégeno.

Proteina activadora del sistema de regulacién para la
asimilacién de nitrégeno.

Factor sigma 54.
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