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Durante algunos años se ha estado caracterizando al operón jlxRnlfA 

B.Japont.cwn, por encontrarse codificado el actlvador transcrlpclonal NlfA dentro de 

éste. Esta protelna reguladora es elemental dentro de la fijación de nitrógeno en B. 

Japonlaun y en muchas otras bacterias por su capacidad de activar positivamente la 

v transcripción de los genes n!fy jlx. Trabajos prevtos de Morett, et aL(l993) han 

sugerido la existencia de un doble Inicio de transcripción para el operón ftxRnifA. 

Esto llevó a proponer la existencia de un doble sistema de regulación donde uno de 

los sistemas es expresado por una protelna actlvadora y una alRNA-pollmerasa 

diferentes de NlfA y cS<RNA-pollmerasa. 

En este trabajo probamos la existencia de un doble sistema de regulación 

para la activación de la expresión transcrlpclonal de NtfA que es el regulador central 

dentro de la fijación de nitrógeno. Uno de los sistemas caracterizados es el 

dependiente de NlfA y as•, este se expresa exclusivamente en condiciones de 

anaeroblosls 5 veces más que el otro sistema. El otro sistema, denominado NlfA 

Independiente, se expresa tanto en aeroblosls como en anaeroblosls y está regulado 

por otra protelna actlvadora distinta de NlfA que muy posiblemente se regula por 

oxigeno. Este segundo regulador requiere de la reglón -66 para su expresión, y 

utiliza un factor cil dlstlnto de <J54. Los sitios de Inicio de la transcripción para estos 

dos sistemas están separados solamente por dos nucleótldos. 

Por lo tanto, en la expresión del operon flxRnifA se encuentran 

Involucrados dos sistemas de regulación que se encuentran solapados sobre la 

misma reglón promotora. Dentro de bacterias fijadoras de nitrógeno no se han 

reportado sistemas tan finamente regulados y complejos como el estudiado en éste 

trabajo. 
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FLJACION BIOLOGJCA DEL NJTROGENO 

El nitrógeno es el principal elemento en la atmósfera donde se encuentra 

en forma dlatómlca (N2), y uno de los principales en la corteza terrestre. Es, 

además, uno de los elementos más abundantes que conforman a la gran mayorla de 

las moléculas en los seres vivos, formando parte de los aminoácidos, cofactores 

enzlmátJcos, ácidos nucléicos, etc. 

Uno de los procesos para la obtención de nitrógeno asimilable para los 

organismos ésta dado por la fijación biológica del nitrógeno, que es un proceso de 

reducción enzlmatlca del N2 atmosférico a amonio por medio de la enzima 

nltrogenasa (31). Este proceso es energétJcamente muy costoso, utilizando mas de 

.16 moles de ATP por mol de N2 transformado en amonio. Por esta razón, los niveles 

de regulación a los que están sujetos todos los genes involucrados en la fijación de 

nitrógeno tienen que ser bastante finos para evitar un consumo de energía excesivo. 

El proceso para fijar nitrógeno se da en una gran diversidad de organismos 

procarlotes, incluyendo bacterias fotosintétJcas, algunas algas verde-azules, 

actlnomlcetos, organismos aerobios obligados, anaerobios facultativos y obligados. 

Dentro de estos se encuentran los organismos de vida Ubre así como las bacterias 

que viven en simbiosis, ·como es el caso de algunas Rhlzoblaceae, dentro de las 

cuales se encuentra BradyrhizoblumjaponJcum, simbionte de la soya (Glycine max.J, 

la cual se utlllzó para realizar este trabajo (30). 
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KJebs(e!IQ pnevman!nqe Y su GENE'flCA 

Uno de los primeros organismos en los que se estudió genéticamente la 

fijación de nitrógeno es KlebsfeUa pneumonlae. La fijación de nitrógeno requiere de la 

expresión de varios genes que se denotan como n!{. La denominación de genes nifse 

propuso al encontrar por primera vez algunos genes Involucrados en la fijación de 

nitrógeno en K. pnelUIWniae y de secuenciar posteriormente un grupo de 19 genes 

continuos que se encuentran Involucrados en el proceso de fijación de nitrógeno. 

Los genes homólogos de otros organismos con los genes n!f de Klebsfella 

pneumonlae, son también denominados como nlf. La existencia de otros genes 

Involucrados en la fijación de nitrógeno, que no presentan homología con los ya 

conocidos nlfson denominados comojlx. 

La expresión de los genes nif dan la capacidad de fijar nitrógeno tanto a 

los organismos de vida Ubre como simbióticos, mutantes en estos últimos genes 

presentan fenotipos de formación de nódulos pero Incapaces de fijar nltrógenó. 

Los genes nif, por otra parte, son responsables de la síntesis y 

-funcionalidad del complejo enzimático de la rútrogenasa que reduce el N2 en amonio 

(2). Esta nltrogenasa está formada por dos componentes. El componente 2 !también 

llamada Fe proteína o dlrútrogenasa reductasa), esta codificado por los genes n!JH. 
Este es un dímero de dos subunldades Idénticas, su función es la de donar 

electrones al componente 1, el cual los utiliza para reducir el N2 a NH3. El 

componente 1 (también llamado MoFe proteína o dlnltrogenasa), es un tetrámero de 

dos subunldades a que son codificadas por los genes n(fD y la subunldad P 

codlflcada por n!/X. El ensamblaje de esta enzima se encuentra mediado por el 

producto de vartos genes nif y la funcionalidad de este complejo es elemental para la 

fijación de nitrógeno. 
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Promotorea sigma 114: La existencia de diferentes factores sigma dan 

especificidad a la RNA-pollmerasa, que se encuentra conformada por las 

subwlldades n2, ll y w. para Interactuar con los promotores y formar el complejo 

cerrado de RNApol-a(Ea)-promotor, para posteriormente Iniciar la transcripción. 

Existen varios tipos de factores sigma: los primarios que se expresan 

constitutivamente, como es el caso de a7o (a primario de E. colt ) que está 

relacionado con la expresión de funciones vitales de sobrevlvencla, y los sigma 

alterrtatlvos como a32, aA, as, a54, etc, que se expresan para activar a determinados 

genes, los cuales desempeñan funciones especificas. Dentro de estos sigma 

alternativos se encuentra a54 que es esencial para la activación transcrlpclonal de 

los genes njfen KlebsteUapneunwnlaey otros organismos fijadores de nitrógeno. 

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

secuenctas de protelna se relacionan con la familia de a70 y el factor a54 (codificados 

por el gene ntrA o rpoN)(28). Los promotores reconocidos por el factor a54 presentan 

una reglón consenso CTGGCAC -N5 -1TGCA (-24 /-12), upstream del sitio de Inicio 

de transcripción, este consenso se encuentra en la mayoría de los genes nlfy flx 
(4,33). Estos promotores sigma 54 tienen una clara diferencia con los 

correspondientes a a70 que presentan el consensoTfGACA N17 TATACA (-35 / -10) 

en la reglón upstream del Inicio de transcripción, que son los más comunes en 

bacterias y dentro de los cuales se encuentran la mayorla de los sigma alternativos 

(28). 
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Los promotores para sigma 54, no son exclusivos para la fijación de 

nitrógeno y se han encontrado en una gran variedad de genes con funciones muy 

variadas como es el caso de me!A en R. leguminosarom que se requiere para la 

slntesla del pigmento de melanina o como groE& en BradyrhlzobiumJaponJcum que 

codlflca para la slntesls de una chaperonlna Involucrada en el crecimiento (6,25). 

Estructuralmente, la proteína sigma 54 presenta un frl'H (Helice-Vuelta­

Hellce) en su dominio carboxllo terminal, el cual está Involucrado en el 

reconocimiento de la reglón -24 del promotor. Se ha propuesto que el 

reconoclmlento de la reglón -12, está dada por dos Cierres de leuclna, encontrándose 

uno en el amino-terminal y otro en el carboxilo-termlnal de la proteína. En el 

dominio central, se presenta una reglón ácida que probablemente está Involucrada 

en la apertura de la doble cadena de DNA, quizás Interactuando con la proteína 

acUvadora (28). 
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AetJvador tnnacrlpclonal NlfA: Uno de Jos actlvadores transcrlpclonales 

mas ampllamente distribuido entre Jos organismos fijadores de nitrógeno, es la 

protelna NlfA, que es un regulador positivo de la transcripción y que activa a Jos 

promotores 054 para lsomerlzar el complejo cerrado de RNApol-o a un complejo . 

abierto e Iniciar Ja transcripción. NlfA se Identificó Inicialmente en K. pneumonlae. 

Esta proteína, que se encuentra presente en diferentes organismos, tiene una 

homología en secuencia nucleotidlca que permitió definir 3 dominios funcionales, 

siendo el central el que mayor homología presenta. 

Estructuralmente, NlfA presenta un dominio amino-terminal, que en el 

caso de K. pneunwnlae, regula la Interacción con NlfL. En el caso de Jos Rhlzobla, 

este dominio no se requiere para Ja óptima actividad de NlfA, como se ha visto al 

realizar deleclones completas en dicho dominio. Actualmente no se le ha atribuido 

una función especifica (11). El dominio amino terminal se une al dominio central 

por un lnterdomlnlo llamado Q-llnker, que es rico en glutamlna. La función que se 

le atribuye es la de unir a Jos dos dominios con los que limita. El domlnlo central 

presenta un grupo de 238 aminoácidos que se encuentran altamente conservados, 

siendo común para todas las proteínas actlvadoras de promotores 054. La gran 

similitud que presenta este dominio en los actlvadores de promotores -24/-12 

sugiere que puede estar Involucrado en la Interacción con la RNA pollmerasa-054 

para Iniciar la transcripción. Este dominio tiene una reglón con una secuencia que 

presenta una alta slmllltud con los sitios de unión de ATP en varias protelnas (21). 

Se ha visto en R.melllotl que el dominio central es suficiente para Iniciar la 

transcripción de n!/H (21,30). 
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La familia de NlfA se ha dividido en dos grupos: las que son sensibles al 

oxigeno por si mismas y las que no presentan esta sens~bllldad como es el caso de 

NlfA de K. pneumonlae y A. vinelandll (12). La sensibilidad al oxigeno se relaciona con 

la presencia o ausencia de un lnterdomlnlo de 38 aminoácidos con 2 clstelnas 

separadas por 4 residuos aminoácidos entre el dominio central y el carboxllo 

terminal. Se ha propuesto que un Ion metállco se une a estos dos residuos y que se 

oxida en presencia de O:z. dejando a la protelna inactiva (12). 

El dominio carboxllo terminal presenta una secuencia que probablemente 

se estructura como el típico hélice-vuelta-hélice (1-mi), constituyendo el dominio de 

la protelna que Interacciona con el DNA Por medio de experimentos de metllaclón 

en Vivo, utilizando únicamente el dominio carboxllo-termlnal de NlfA, se ha Visto 

que éste efectivamente se une a las UAS de nlfH de K. pneunwnlae, pero por si solo, 

no tiene la capacidad de activar la transcrlpclón (8,32). 
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Secuenclu acUvadoru upatream (UASJ: Para que se Inicie la 

transcripción de la mayorla de los genes ntfen K. pneumontae, existen secuencias 

donde se unen las proteínas acttvadoras como NtrC y NlfA en las reglones upstream 

de los promotores o54 que sirven para activar positivamente la transcripción (8,32). 

Estas secuencias conservadas se denominan UAS y se localizan entre -100 y -200 

pares de bases upstream del Inicio de transcripción, siendo funcionales hasta a 2 

kilobases (3). Estas secuencias deben de encontrarse en una orientación 

determinada en la hélice del DNA al Igual que el promotor a54 para poder ser 

funcional la Interacción de las protelnas. Esto se dedujo al Introducir deleclones de 

5 y 15 pares de bases que alteraban la posición relativa de las UAS con respecto al 

promotor en la rotación de la doble cadena del DNA y reducian la actividad del 

promotor pero al Introducir deleclones de 11 y 20 pares de bases no se vló una 

reducción tan grande en la actividad del promotor n!fH de K. pneumontae (30). 

Las UAS para NlfA presentan un consenso TGT N10 ACA, que es elemental 

para la expresión de los promotores de lbs genes nify jlx en la mayoría de los casos, 

pero existe excepciones de promotores que no necesitan de las UAS y pueden Iniciar 

la transcripción sólo con la Interacción en trans de la proteína actlvadora y la RNA 

pollmerasa (21,30). 
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Modelo de actlvacl6n a dlatanclaa: Con el estudio de la genética de 

K.pnewnontae, se sabe ahora que los promotores a54 dan especiBcldad para que se 

reconozcan los genes nlfpor la RNApollmerasa-a54, además de que es necesaria la 

proteina actlvadora NlfA y la presencia de UAS en las reglones upstream para que se 

Inicie la activación de la transcripción. Pero existía la pregunta de como NlfA si se 

unía en las UAS que se encuentran entre -100 y -200 bases upstream del Inicio de 

transcripción tenían la capacidad de activar la transcripción. 

Con estudios realizados en K. pneumonlae se propuso el modelo de 

activación a distancia por loop que ha permitido comprender de qué manera una 

proteína que se une a reglones upstream de promotores 054 puede activar la 

transcripción a distancia (en cls) como los enhancer de eucartotes (20,26). 

Un ejemplo bien estudiado de este sistema es el nf11i de K. pnewnonlae. 

Este gen presenta un promotor -24/-12, para o54 (5). En su reglón upstream -70/-43 

presenta un sitio de unión para el IHF (lntegratlon Host Factor). El IHF es una 

proteína que se requiere para la Infección del bacteriófago T4 en E. coll, donde se 

Jdentillcó por primera vez. Esta proteína tiene la capacidad de doblar el DNA y juega 

un papel Importante en una gran variedad de procesos, Incluyendo recombinación 

en sitios específicos, transposición, Inicio de replicación de plásmldos y expresión de 

genes (20). 

La unión del IHF en el promotor de nfj1i pennlte doblar el DNA, fac!Utando 

el acercamiento de NlfA. unida a las UAS (-140/·125 pb. upstreamJ con el promotor, 

en donde se encuentra el complejo RNApol-054, y con el cual tnteractúa para 

lsomerlzar el complejo cerrado a uno abierto, por medio de la hldróllsls de ATP e 

iniciar la transcripción (27)(flg.l). 
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BEGULA.CION GINETJCA DE LA. FIJACION DE NJTRQGENO 

Entre los sistemas más conocidos de regulación genética de la fijación de 

nitrógeno se encuentran el de K. pneunwnlae !J R. melllDtL 

K. pneumonlae. Esta bacteria es un organismo dlazótrofo, en donde la 

regulación de los genes nif está sujeta a la d!sponlbllldad de nitrógeno y a las 

condiciones de oxígeno en la célula: ambos afectan la expresión del actlvador 

transcrlpclonal de los genes njfy jlK, que es la proteína reguladora NlfA. El gene que 

codifica para NlfA se encuentra dentro del operón n!fL/l, el cual presenta un 

promotor sigma 54 típico. 

La activación de la expresión del operón n!fL/l, en donde se encuentra 

codificada NlfA, está regulada por la protelna actlvadora NtrC. La regulación de la 

actividad de esta última, se encuentra mediada por el contenido ·de nitrógeno dado 

por la relación de a-cetoglutarato y glutamlna celular. En la regulación de NtrC se 

encuentran Involucrados 4 elementos, siendo la Utasa (g!nD), el sensor primario de 

los niveles de a-cetoglutarato/glutamlna celular. Cuando esta relación es alta, esta 

protelna uridlla a una pequeña proteína efectora (P-11) tetramérlca codificada por 

glnB. Esta urldllaclón (PU - UMP) promueve la autofosforllaclón de NtrB que 

transfiere el grupo fosfato a NtrC y ésta última al ser fosforllada queda en su. forma 

activa. 

Cuando los niveles de glutamlna aumentan, esta serle de eventos en 

cascada se dan de manera Inversa, empezando con las desfosforllaclones y 

continuando con la desurldllaclón del producto de glnB (30). 
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A la vez, los niveles de oxigeno en la célula afectan la síntesis y la 

actividad de Ni!A. Las condiciones de anaeroblosls· favorecen el grado de super 

enrollamlento de la reglón promotora del operón n!JLA que permiten su expresión. 

Por otra parte el 02 afecta la actividad de la proteína reguladora NllL, que se activa 

a concentraciones altas de oxigeno, formando un complejo proteína-proteína con 

Nl.fA, Inhibiendo a esta última, y por consiguiente, Impidiendo la activación de los 

demás genes n{f dependientes de NlfA, ademas de que NilL también ·tiene la 

capacidad de sensar los niveles de nitrógeno e lnactlvar a NlfA. (F1g.2)(30). 

+ ::·· -Y,:::::. x4UTP _J\_I (glnD) 

J1 f · P 11 (UMP) 
4 

4UPPI 

NtrB·P 

NtrC·P 
Acll .. 

•------- NlrC 

UAS e!:, nlll nllA 

·24 ·12 

P GenH nlf 

l'lt· 2 

g flí1 

Modelo de re¡ulacl6n de la e:spre1l6n de lo1 ¡ene1 en K.pneumoniae 
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R. melllotf. En este organismo la regulación de la fijación de nitrógeno se 

ve mediada por las concentraciones de oxigeno, las cuales son censadas por FlxL, 

que es una hemoproteína membrana), que al Igual que NtrB de K. pneumoniae . se 

autofosforlla. Pero FlxL fosforlla a FlxJ a bajos niveles de oxigeno que ya fosforllada 

Interactúa con la RNA polimerasa para activar la transcripción de nifA, que a su vez 

pennltira la transcripción del resto de los genes nify jlx [19). FixJ también activa a 

FlxK, que es otra proteína reguladora y que es responsable de otra cascada de 

regulación mediada por oxigeno (Flg.3). 

Extracelular .11!""" Señal de 02 

e~---
Intracelular 

~ 
FlxJ y FlxJ·P"' og 

nlfA g • flxK 

<>~ <>~ 
nlfHDKE 

flxABCX 
nlf N 

l'I&· 3 

flxN 

Modelo de re¡utacl6n de Ja ezpre1l6n de 101 ¡ene1 en Rhkoblum melllotl 
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B. Japonlcum. El gene que codifica para nifA, presenta regulación por los 

niveles de oxigeno. NlfA se encuentra dentro del operónjh'.RnjfA, el cual presenta un 

promotor con el típico consenso de a54, Este operón se activa tanto aeróblcamente 

como anaeróblcamente. En esta última condición, NlfA se autoactiva aumentando 

su transcripción y por ende, la de los demás genes dependientes de ella como n!(. jlx 

y otros (17). Los datos más recientes Indican que, en condiciones aeróbicas, el 

operón responde quizás a una activación en trans por otra proteína reguladora 

diferente de NlfA que aün no se ha identificado, pero se sabe de su unión en la 

reglón -81 /-50 upstream del sitio de Inicio de transcripción. Esta activación es 

Independiente de a54 y NlfA, presentando por lo tanto un doble sistema de 

regulación para un mismo operón, (38,35). 
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ANTECEDENTES 

La prlmera evidencia de la existencia de NICA en Bradyrhlzobtwnjaponlcwn 

se obtuvo al realizar pruebas de hibrldlzaclón de n!{A de K. pneumonlae con el 

genoma de Bjaponlcum. Además se encontró que genes n!f en B.Japonlcwn podían 

activarse especiflcamente por NICA de K. pneumon!ae y no por NtrC. 

Al secuenciar a n!{A, se encontró que forma parte de un operón, que se 

denominó jlxRn(fA. Mutaciones de flxR afectaban en un 50 % Ja fijación de 

nitrógeno. 

Cuando se analizaron las reglones upstream del operón, se determinó la 

presencia de una secuencia que presenta la reglón conservada -24/-12, que 

corresponde al típico promotor a54, Sin embargo, mutaciones en la reglón -24 no 

afectaban la expresión del operón considerablemente, mientras que las mutaciones 

en -12 tenían una fuerte Influencia en la expresión, concluyendo que los dos 

nucleótldos (GC) de esta reglón son esenciales para la óptima actividad de este 

promotor (37). 

En la reglón -124/-109 upstream se encontró una secuencia TGT NlO ACC, 

que corresponde quizás a las UAS de NICA en este operón (35). La determinación de 

una regulación positiva y el posible sitio de Inicio de transcripción, fueron de los 

primeros datos que se utilizaron para trabajos posteriores (34). 

La activación del operón jlxRnlfA se da tanto en aeroblosls como en 

anaerobiosls, siendo 5 veces mayor la activación de la expresión en anaeroblosls. 

Esto se vló con mediciones de (l-galactosldasa, producto de la fusión transcrlpelonal 

jlxR-lacZ. Este dato se utilizó para· Indicar que NICA no es el único elemento que 

regula este operón. teniendo en consideración que NICA es sensible al oxigeno, se 

propuso que el operón estaba regulado por otra proteína diferente a NICA y NtrC. 

Este dato se corroboró con cepas mutantes en n!fA, donde seguían habiendo 

actividad en aeroblosls y anaeroblosls (37). 
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Al Intentar conocer de qué manera se regulaba el operón jlxRnifA, se vló 

que estaba sujeto quizás a un doble sistema de regulación positiva, y NlfA 

autoactlvaba su expresión en anaeroblosls actuando en cJs. Esto se vló al hacer 

Integraciones cromosomales de la fusión transcrlpclonaljlKR·lacZ en la cepa silvestre 

y en la mutante nlfA. 

Por análtsls de deleclones en la reglón upstream del promotor, se 

determinó que la reglón -80 a -50 era necesaria para la expresión aeróbica del 

operónjlxRnifA, siendo esta reglón Importante para la activación del operón y muy 

posiblemente el sitio de unlon para una protelna reguladora. Al analizar estas 

deleclones en geles de acrllamtda, se observó el retardamiento electroforétlco en la 

migración de fragmentos que tenlan por lo menos hasta la reglón -50 upstream del 

promotor. Esto se observó al ponerlos con extractos crudos de protelnas de un 

credmlentos aeróbicos de Bradyrhlr.obú.unjapontcum. Con el mismo análisis, se vio 

que la mutación puntual de A por C en la posición -66 lmpedia el retardamiento de 

los fragmentos, además se reducía notablemente la expresión aeróbica dejlxRnj{A. 

Para corroborar que en esta reglón exlstla otro sitio de unión para una 

proteina reguladora, se sintetizaron fragmentos de DNA que contenlan la secuencia 

desde la posición -80 a -50, y se observó que era suficiente este fragmento para que 

existiera un retardamiento en la migración electroforétlca al ponerlos con extractos 

crudos de protelna de crecimientos aeróbicos de B.Japonlcum (13,38). 

En Bradyrhlzoblum japonlcum existen dos coplas del gene rpoN, que 

codifican para a54, Con la construcción de una doble mutante rpoN1¡2, se encontró 

que afectaba totalmente la fijación de nitrógeno por no presentarse la existencia del 

factor (154 que es esencial para la activación transcrlpclonal de los genes nify jlx 

Involucrados en este proceso. La utlllzaclón de esta doble mutante sirvió para 

sugerir la existencia de un sistema de regulación NlfA y 054 Independiente, ya que el 

operonftKRnlfA seguía expresándose con la mutante rpon112 en aeroblosls. 
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La proteína reguladora NlfA y la copla rpoN1 se encuentran Inactivas en 

presencia de oxigeno, estando mediada Ja regulación de esta última por los genes 

jlxLJ. Por lo tanto, la expresión aeróbica del operón no esta mediada por NlfA y a54, 

actlvandose otro sistema de regulación tanto aeróbica como anaeróblcamente para 

la expresión del operónjlxRnifA, como se habla visto anteriormente (24). 

Trabajos previos de Morett, et al. (1993) han mostrado Ja existencia de un 

doble Inicio de transcripción para el operan jlxRnl[A, en donde estos transcritos se 

encuentran separados únicamente por dos nucleótldos; esto se observó con cepas 

mutantes en NlfA. RpoN y en la cepa silvestre. 

Con todos los datos anteriores. se ha propuesto un sistema de regulación 

que está dentro de una de las dos cascadas mediadas por oxigeno en Bradyrhlzoblum 

japonlcum (18). La regulación de la transcripción del operónjlxRnifA esta regulado 

por oxigeno en dos puntos (Flg,4.): En NlfA, que activa Ja transcripción 

anaeróblcamente de los genes nify .ftx presentando sensibilidad a altas tensiones de 

oxigeno (10,23), y por la activación anaeróblca de FtxL que permite la fosforllaclón 

de FlxJ. Esta proteína activa Ja transcripción de rpoN1, que es esencial para 

transcribir jlxRnl[A en presencia de NlfA. siendo este sistema dependiente de NlfA y 

a54 (Ftg.5)(1). 
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Doble cascada de re¡ulacl6n por old1eno en la ezpreal6n de loa 1enea jb: y 
· n(f en B. Japonlcum 

El otro sistema de regulación es Independiente de NlfA y o54, conociéndose 

únicamente que existe un factor de regulación positivo que se une en la reglón ·66, 

y que la reglón -12 es esencial para la transcripción aeróbica del operón. De esta 

manera, se propone la existencia de un doble sistema de regulación transcrlpclonal 

siendo uno de ellos dependiente de NlfA y a54 expresándose únicamente en 

anaernblosls y un segundo sistema que se activa por una proteina diferente a NlfA y 

utlllzando un factor rfl distinto de a54(Flg.6)(35J. 

El objetivo general de esté trabajo es entender la regulación a la que está 

sujeta el operón]U'.Rn!(A en condlclones aeróbica y anaeróblcamente. 

El comprender el alto grado de fineza con el que se regula la transcripción 

de este operón, será de mucha utilidad para entender Jos sistemas de regulación de 

otros organismos, a donde se extrapolarán varios de los datos que se encuentren. 
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QBJETIVOS 

Nuestro objetivo es entender los mecanismos de regulación transcrlpclonal 

a los que se encuentra sujeto el operón jlxRnifA de B. japonlcwn, y en qué 

condiciones se expresa cada uno de estos mecanismos. 

Para cubrir estos objetivos cuantificaremos la expresión de la fusión 

transcrlpclonal jlxR-lacZ que se encuentra Integrada a cromosoma (ver FIG.10), de 

las 6 cepas enllstadas en la tabla 1, (ver construcciones F!g.,8,9 ylO), y por otro lado 

se determinarán los Inicios de transcripción de las 6 cepas crecidas aeróbica y 

anaeróblcamente. 

Con Ja correlación de ambos objetivos pretendemos caracterizar mejor la 

regulación transcrlpclonal del operónjlxRn!fA. elucidando cuél de los dos Inicios de 

transcripción reportados corresponden para el sistema NlfA dependiente, al 

Independiente y en qué condiciones se expresa cada uno de los dos sistemas 

propuestos (FIG. 5 y 6). 
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METODOLOGIA 

Para Ja realización de este trabajo experimental se utllizaron las cepas que 

se muestran en Ja tabla 1, las cuales tiene una fusión transcrlpclonal de 14 codones 

de jlxR y el promotor del operón jlxRnifA con el gene completo de lacZ que codifica 

para Ja Jl-galactosldasa. Así, cuando se activa Ja transcripción del opcrón jlxRnifA. 

se transcribe lacZ que utilizamos como gen reportero y podemos ver los niveles de 

expresión en las dtfcrentes cepas y condiciones. 

CEPA 

E.eoll MC1061 

BJaponlrum 

MARCADOR 

8085 Tc,Sp 

8091 Tc,Sp 

A8085 Te, Sp, Km 

A8091 Te, Sp, Km 

GENOTIPO 

jlxR-lacZ flg.10 

jlxR-lacZ (A -66 por CJ flg. l O 

jlxR-lacZ nifA::Tn5 flg.8-1 O 

.flxR·lacZ (A-66 por C) nifA::Tn5 flg.8-10 

N8085 

N8091 

Plasmldo: 

pRj7211 

Te, Sp, Km, Sm jlxR-lacZ rpoNl::aphlI rpoN2::n fig.9-10 

Te, Sp, Km, Sm .flxR·lacZ (A-66 por C) rpoNl::aphlI rpoN2::n flg.lC 

Amp .flxR·lacZ flg. 7 

TABLA 1 

Las 6 cepas fueron construidas por el Dr.Hans-Martln Ftscher para 

propósitos de este trabajo (ver construcciones FJG. 7, 8, 9 y 10). 
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Operón f/xRnlfA 

E A S X 

1 !' 
1

ft11A ¡' 
X E p 
1 1 

nllA 

..... 7 
Con1tn1ccl6n del p~7:111 

BamHI 

Construcción del plJ!smido pRj721°l: Este pJJ!smido se deriva del pMCl403, que presenla sitios de 

restricción EcoRI y BamHI. En es1as sitias se ligó el fragmento de 840 pb EcoRl-Avall del operón 

flXRnifA. El silio AvaU fué rasurado y sustituido por un sitio de reslricción BamHI. El produc10 fué el 

plllsmido pRj721 I, con el fragmento del promolorde fixR y 14 codoncs del opcnln lixRnifA fusionados 

con el gene de Ja fl·galaclosidasa (/acZ), conservando la resislencia a la Ampicilina del plásmido 

pMCl403. ('l"Mny et a/.1987) 
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pL -11 
nodABC ntfA lllA - -

.... 

Ff&. 8 
Mutante NlfA· 

Esta mu!Jlnte se realizó utiliW1do el fragmento del genoma de Bradyrhiwblumjaponicum bordeado por 

los sitios de restricción &:oRI que se encuentra en el cósmido plA8· l IG. Este fragmento tiene dos sitios 

de restricción Xhol, que esuln internos a nifA, los cuales se utili7.aron para cortar esta región y en donde 

se ligó el gene nphll del TnS que confiere resistencia a la Kanamicina. El p!AS-110 se digcrió con EcoRI 

y el fragmento con el gene aphll en nifA se ligó en el sitio EcoRI del pSUP202. Este plásmido se 

movilizó n In cepa USDA 110 de B.japonicum, en donde se integró por recombinación homóloga 

perdiendo el vector e integrando la mutante nifA con resistencin a la Kannmicina, esta cepa se le llnmó 

A9. (Fischerrr al.1986) 
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.... 9 
Doble mutante IJION-1¡2 

Se uiÍUzó el pldsmido pRj7688 que se deriva del pUCl8. En este Oltimo se inlcgró el fragmento de 4.1 

Kb EcoRJ-BamHI, en donde se encuen1ra rpoN 1. Eslc pRj7688 se digirió con Sall, este fragmento de 

258 pb se substiluyó por el fragmento Xhol de 2347pb del TnS que tiene el gene aphll que confiere 

resister.cia a Kanamicina (km). El fragmenlO de 6.1 Kb EcoRl-BamHI del pRj7688 se inregró en el sitio 

EcoRI del pSUP202. Este Oltimo se transfirió a Bradyrhizobium japonicum USDA l IO por 

recombinación homóloga, dando como resullado la cepa NSO. Para la mutanle rpoN2. se utilizó el 

pl:lsmido pUCl8, al cual se le integró el fragmcnlo de 9Kb EcoRJ-BamHI donde se encucnlra la copia 

rpoN2 para dar lugar al pRj7722. Es1c se digerió con Sall y el fragmento interno de 258 pb de rpoN2 se 

susii1uy6 por el fragmenlo Smal de 2Kb del intcrposón omega que confiere resis1encia a eslreplomicina 

(Sm). El fragmenlo EcoRl-BamHI de I0.7Kb se clonó en el sitio EcoRI del pSUP202, que se movilizó a 

la cepa NSO, en donde se inlcgró por recombinación homologa, dando como resultado la cepa NS097 

doble mulantc rpoN 112 con marcadores Km y Sm.(Kullik et al.1991)(16,22) 
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.. ... ... 

ne. 10 
Cepu con la fual6n flsR-lacZ 

Se utilizó el fragmento de 3.33Kb EcoRl·Dral del plásmido pRj7256 que tiene la fusión lixR·laeZ, este 

fue clonado en los sitios EcoRl·Smal del plasmido pRjl035, que se integró a las cepas wt.USDA 110 de 

Bradyrhi1.0bium japonicum, A9 (NifA·¡ y en la N5097 tn (RpoN"), por doble recombinación en las 

regiones no esenciales RSa9 y RSfl3, dando como resultado las cepas 8085. A81l85 y N8085. En estas 

cepas se integró el marcador a tetraciclina (tet) con la fusión fixR·lacZ. Para la construcción de las 

mutantes en ·66, se utilizó el fragmento de 840 pb EcoRl·BamHI del plasmido pRj7256 para hacer una 

mutagenesis dirigida de A por C en el sitio -66 upstream del sitio de inicio de transcripción de fixR-lacZ. 

este fragmento se reclono en el pRj7256, el fragmento de 3.33Kb EcoRl·Dral del plasmido pRJ7256 que 

tiene la fusión lixR·lacZ con la mutante. se integró a las cepas 8085, A8085 y N8085 por doble 

recombinación en las regiones no esenciales RSa9 y RSfl3 (16,22), dando como resultado las cepas 

8091, A8091 y N809 l. 
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Ensayos de B-galactoslclasa 

Las 6 cepas se crecen aeróblcamente en PSY (Ap. l) con sus respectivos 

antibióticos, con una agitación constante de 350 rpm a 30ºC. Los cultivos se 

Inoculan en 100 mi de medio en matraces de 500 mi a una absorbancla de 0.05 a 

560 nm. Se crecen durante 72 hrs, cuando tiene aproximadamente una absorbancla 

de 0.8 a 560nm. Los cultivos se centrifugan a 10000 rpm durante 8 mln a 4°C. Se 

decantan y se resuspenden en 10 mi de buffer de fosfatos (Ap.11). Se toma l mi de 

células y se centrifugan a 14000 rpm durante·3 mln, se resuspenden en 900 µI de 

buffer Z (Ap.111) y se mide su absorbancla a 600 nm. Las células se Uzan con 70 µI de 

SOS al 2% y con 30 µ1 de cloroformo, se agitan vigorosamente por 30 seg. Estas 

muestras se Incuban 5 mln a 300C, la reacción se Inicia con 50 µl de ONPG 

16mg/ml agitando unos segundos. Se toma el tiempo de la reacción hasta que esta 

toma un color amarillo claro. La reacción se para con 250 µl de N112C03 2M. 

Centrifugar durante 2 mln a 14000 rpm, se lee su absorbancla a 420nm. La 

producción de o-nltrofenol es proporcional a la cantidad de enzima presente lll­

galactosldasa) y se reporta en unidades Miller con la siguiente formula (22): 

UM= lOOOx O.O 420nm/ txVxD.O 600nm 

Para determinar la expresión mlcroaeróblcamente, se crecen las 6 cepas de 

B.japonlcum sin antibióticos en botellas de 160 mi con 155 mi de YEM (AP.JV). Para 

que se encuentren en ausencia de oxigeno, éste se desplaza con argón. Los medios 

se Inoculan a una absorbancla de 0.1 a 560nm. Se crecen a 30ºC a 250 rpm durante 

48 hrs. La cuantificación de la Jl-galactosldasa se realiza como se describió 

anteriormente. 
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ct!ul&1 competegtea de ca++ 

La cepa MC1061 se Inocula en 25 ml de LA (AP. V), se crecen a 250 rpm a 

37°C, hasta que alcance una absorbancla de 0.8 a 540 nm. Centr1fugar las células 5 

mln a 5000 rpm (A partir de este punto se mantiene en hielo). Resuspender las 

células en 1/2 volumen de Inicial con CaCh 0.1 M, se dejan Incubando en hielo 20 

mln, centrifugar 5 mln a 5000 rpm y resuspenderlas en 1/10 del volumen Inicial con 

CaCb 0.1 M, se congelan a -700C con gllcerol al 50%. 

Iun•fonnac!6n de 111 dlula1 comoetep.te• con el pJúmldo pBfnll 

Se utlllzan 100 µI de células competentes MCI061 con 0.3 µg del p~721 l, 

se agitan e Incuban 20 mln en hielo, calentar 2.5 mln a 42ºC sin agitar, ponerlas en 

hielo y diluir en 1 mi de LA. Dejar durante 1 Hr a 37oC, centrifugar 1 mln y retirar 

el sobrenadante para resuspendcr en 100 µI de U\. Se platean en cajas de LA con 

Amp 50 µg/ml y se dejan crecer a 37oc hasta obtener colonias aisladas de la 

MCI061/p~721 l Amp resistentes. 

Elt11cc!6g del plúm!do pRl7211 

Inocular la MC1061/pRj7211 en 500 mi de LA con Amp durante una noche 

a 37oc con una agitación de 250 rpm. Centrifugar las células 8 mln a 10000 ,.Pm, 

decantarlas y resuspenderlas en 50 mi de una solución fria de GET (AP. VII con 400 

µg de Usozlma, dejarla 5 mln a temperatura ambiente, agregar 100 mi de SOS 1% y 

NaOH 0.2N, agitar Invirtiendo e Incubar 5 mln en hielo, Agregar 75 mi de Ac de K 

(AP, VII) y centrlfugar 1 O mln a 10000 rpm. Tomar el sobrenadan te y precipitar con 
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0.6 volwnenes de lsopropanol al 100%, dejando a ·700C durante 20 mln, centrifugar 

8 mln a 10000 rpm, llmplar el exceso de sal con etanol al 70%, secar y resuspender 

en 10 mi de agua, tratar con RNAsa 200 µg/ml durante 1 hr a 37oc. Extraer con un 

volumen Igual de fenal agitando, centrifugar 10 mln a 10000 rpm, tomar el 

sobrenadante y ponerle un volumen Igual de cloroformo, agitar y centrifugar 10 mln 

a 10000 rpm. Tomar el sobrenadante y precipitar con 1/10 del volumen inicial con 

AcNa 3 M y 2 volumenes de etanol al 100% dejando a -700C durante 30 mtn. 

Centrifugar 8 mln a 10000 rpm, decantar y limpiar con etanol al 70%, secar la 

pastilla del DNA y resuspender en 1 mi de agua deslonlzada. 

Pur1Dc1cl6n del pBl7211 oor lfrldJCDte de CtCb 

Tomar 500 µ1 del plásmldo y aforarlos a 8 mi con agua deslontzada, 

agregar 8 gr de CsCb quedando aproXimadamente en 11 mi. agregar 880 µI de 

bromuro de etldlo 10 mg/ml. Poner en 4 tubos de 5 mi para gradiente. Los tubos, en 

caso de ser necesario se llenan con una solución de CsCl2 y bromuro de etldlo que 

tenga una densidad final de 1.55 gr /mi. Centrifugar con el rotor VI'ISO a 50000 rpm 

durante 16 hrs. Sacar la banda de DNA circular. 

Umplar el DNA del plásmldo con un volumen Igual de lsobutanol, 

agitando para centrifugar 5 mln a 3000 rpm, esto se realiza 4 veces. Precipitar 

agregando 3 volumenes de agua y 2 volumenes finales de etanol al 100% dejando .30 

mln a -700C. Centrifugar 8 mln a 10000 rpm, decantar y limpiar la pastilla con 

etanol al 70%, para secar y resuspender en 200 µI de agua deslonlzada. El DNA se 

checa digiriéndolo con 10 u/µI de las enzimas de restricción EcoRI y BamHI y 

corriendo por electrofóresls en un gel de agarosa al 1% (AP. VIII). 
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Eztracc!6n de BNA 

Las cepas se crecen aeróbica y mlcroaeróblcamente de la misma manera 

como se describe para realizar los ensayos de p-galactosldasa. Centrifugar las 

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

se resuspenden en 3 mi de buffer de fosfatos (AP.11), centrifugar, decantar y 

resuspender en 400 µl de RJB (AP.IX) y agregar 500 µl de fenol ácido. Ambos deben de 

estar a 65ºC. Dejar Incubando 5 mln, centrifugar 10 mln a 14000 rpm, tomar el 

sobrenadante y extraerlo con un volumen Igual de cloroformo, centrifugar 10 mln a 

14000 rpm. tomar el sobrenadante y extraerle el RNA con el RNald Kit de Blo 101, 

!ne. Se ponen 3 volumenes de NaCI04 con el sobrenadante de la lisis y 5 µl de resina 

para RNA dejando 5 mln a temperatura ambiente, agitando constantemente. 

Centrifugar 1 mln a 140000 rpm, decantar, resuspender en 500 µl de solución de 

lavado para RNA con etanol al 100%, centrifugar 1 mln a 14000 rpm, decantar y 

resuspender en 60 µl de agua deslonlzada tratada con DEPC 0.1 %, dejar Incubando 

5 mln a 55ºC, centrifugar 2 mln a 14000 rpm y tomar el sobrenadante con el RNA 

total en disolución. El RNA se checa corriendo por electrofóresls en un gel de 

agarosa al 1 % tratado con DEPC 0.1 %. 



8ecuencl1 del pRl7211 

Se utillza el método de Sanger et al. (1977) con el kit de secuenasa versión 

2.0 de USB Blochemlcal. El DNA se desnaturaliza tomando 5 µl del p~721 l (20 µgJ 

y se lleva a 10 µl con agua. se le agrega 90 µl de NaOH 0.22 N y l µl de EDTA 20 

mM, se calienta 2 mln a 90ºC. se baja la temperatura con hielo, agregar 10 µl de 

NaAc pH4.5 y 200 µ\ de etanol al 100%, precipitar poniendo 30 mln a -700C, 

centrifugar, decantar y limpiar con etanol al 70%, secar y resuspender en 7 µl agua. 

Al DNA se le agregan 2 µ\ de Rx buffer (AP.X) y l µ\ de o\lgo marcado 

radloacUvamente con 32p (ver marcación de o\lgos). Calentar 3 nún a 9()0C y dejar 

descender la temperatura lentamente hasta 37 oc para que hlbrldlce el templado con 

el primer. Adicionar l µl de DTr 0.1 M, l µl de Mn buffer (AP.XIJ, 3 µl de agua y 0.5 

µl de secuenasa 13 u/µl. Se toman 3.5 µl de esta mezcla y se ponen en 4 tubos con 

2.5 µl de las siguientes mezclas: 

ddG- dG'lt> 80uM, dATI> 80uM, drTP 80uM, dCfP 80uM, ddGTP BuM y NaCl 50mM. 

ddA- dG'lt> 80uM, dATP BOuM, dTl1' 80uM, dC'll' 80uM, ddATP BuM y NaCl 50mM. 

ddT- dG'lt> BOuM, dATP BOuM, dTl1' BOuM, dCTP 80uM, ddTIP BuM y NaC\ 50mM. 

ddC- dGn> BOuM, dAn> BOuM, dTfP BOuM, dCl'P BOuM, ddCTP BuM y NaCI 50mM. 

Se Incuban 30 nún a 37oc , la reacción se detiene con 4 µl de solución 

stop (AP.Xll), se cargan en un gel de acrllanúda 6% (AP .XIII) y se corren 3 hrs a 

7<JW. 
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kten1!6n del primer 

Se toman 18 µ1 de RNA, adicionarles 0.8 µ1 de NaCI 5 M, 0.66 µ1 de Tris lM 

pH8 y l µI de oUgo marcado con 32P, La hlbridlzaclón se hace calentando a 90ºC 

durante 3 mln y se deja descender la temperatura lentamente hasta 40ºC. Las 

reacciones de extensión se hacen adicionando 0.5 µ1 de RNAsa lnhlbldor 100 u/µI, 

7.2 µ! Rl'buffer (AP.XIV), 3,7 µ1 DIT lÓ mM, 3.7 µ1 BSA lmg/ml, l µ! dNI'P's 40mM 

y 0.5 µ! RI' RAV-2 18 u/µI. Incubar l hr a 42ºC. Se precipita con 10 µ1 de NH4 Ac 10 

M, 100 µ1 de etanol al 100% y dejar 30 mina -700C, centrifugar y limpiar con etanol 

al 70%, secar, resuspender con 6 µI de agua y 4 µ1 de solución stop. Correr en PAGE 

6%3hrs. 

Mvea!e de OU¡o1 

Los oUgos EM33, lac 3 y lac 4 ITabla.2) se fosforllan utilizando 5 µI de 

oUgo (5pmol); se mezclan con 2 µI de PNK buffer 5x (AP. XIV), 2. 7 µI de 132p ATP 

(5.4nmol) y 0.3 µ1 de PNK 8 u/µI, Incubar l hr a 37ºC y 10 mln a 700C. 

Los ollgos se purtllcan con las columnas NENSORB 20, la columna se 

hidrata con l mi de metano! 100% y se estabiliza con 2 mi de buffer A (AP.XVI), se 

pone el ollgo marcado y se pasa por la columna con 3 mi de buffer A para quitar la 

marca no Incorporada. Se eluye el oUgo marcado con 1 mi de n-propanol al 20%, se 

toman allcuotas, se secan y resuspenden en 10 µI de agua. Estos oUgos limpios se 

uUll2an para las reacciones de secuencia y extensión del primer. 
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OUGOS 
1 

SECUENCIA 

EM33 5' TCATTTGGCAGATCGAGACCCACGGCCGCCTCC 3' 

lac 3 5' CAAGGCGATTAAGTTGG 3' 

lac 4 5' AGTTGGGTAACGCCACGG 3' 

TABLA 2. OU,onucJe6tldo• •lnt~tlc08. 
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RESULTADOS y D!SCUS!ON 

Anlll1!1 de la ezpretl6n del oper6n tlxRnlfA oor medio de Ja fu1!6n fbcR·lcu:Z 

Se ha propuesto que el operón flxRnifA presenta un doble sistema de 

regulación, siendo uno de ellos Independiente de la proteína reguladora NlfA. Se ha 

visto que la mutante de A por C en la posición -66 upstream del Inicio de 

transcripción disminuye la expresión del operón flxRnifA en condiciones aeróbicas, 

dicha región -66 está propuesta como sitio de unión de un factor regulador que se ve 

afectado por la mutación. La expresión de estas mutantes han sido observadas 

únicamente en plásmldo. El otro sistema mas caracterizado, presenta una 

regulación por NlfA la cual es Inactiva en presencia de oxigeno y en bajas 

concentraciones de este elemento el operón es regulado positivamente por NlfA 

(autoregulaclón) ObOny et aL 1989). 

Nosotros determinamos la expresión del operón jlxRnifA utilizando las 6 

cepas de B.japonlcwn rrabla. l), que presentan la fusión de la región promotora y 14 

codone~ de flxR con el gen reportero lacZ que se encuentra Integrada al genoma 

(Flg. l O) para ver en qué condiciones se expresaba cada uno de los sistemas 

propuestos. 

La expresión de la fusión lacZ se midió al crecer las cepas aeróblcamente 

en PSY, ya que la Inducción de la expresión de la fusión en YEM no se vela 

claramente. La actividad de p-galactosidasa expresada en unidades MWer de las 

cepas 8091, A8091 y N8091, es afectada por la mutación en la región -66, 

comparándola con la 8085, A8085 y N8085 respectivamente tanto en aeroblosis 

como en anaeroblosis, como se ve en la Tabla 3. 

La expresión de las cepas 8085, A8085 y N8085 en aeroblosls es casi la 

misma siendo 5 veces menor comparada con la 8085 en anaerobiosls, dicha 

expresión debe de pertenecer a la activación del sistema NifA independiente por ser 
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el NlfA dependiente Inactivo en aeroblosls, por otro lado las cepas 8091, A8091 y 

N8091 con la mutación en -66 no presentan expresión, debido a que esta mutación 

afecta al sistema NlfA Independiente como lo habla reportado ThOny et al.1989 (Ver 

tabla 3). 

EXPRESION DE L\ FU8ION JbcJHacZ EN UNIDADES MILLER DE 

B-GAL\CTOSIDASA 

CEPA GENOTIPO Aeróbico Mlcroaeróblco 

8085 jlxR-lacZ, silvestre 271 1690 

8091 ftxR-1.acZ, A-66 por e 9 1200 

A8085 flxR-1.acZ, nifA· 193 230 

A8091 ftxR-1.acZ, nifA·, A-66 por e 6 41 

N8085 flxR-1.acZ, rpoN" 140 735 

N8091 flxR-1.acZ, rpoN" .A-66 por e 6 32 

TABIA. S. 

La Inducción en la expresión de la fuslónjlxR-lacZ en anaeroblosls se logró 

al crecer las cepas en YEM con KNOa como aceptar de electrones. 

La expresión en anaeroblosls de la cepa 8085 fué 5 veces mayor en 

comparación con las cepas que se expresaron en aeroblosls. La cepa 8091 con 

mutación en -66 tuvo una expresión de 4 veces mayor en comparación con las 

aeróbicas, está disminución .de ·la expresión se debe a que el sistema NlfA 

Independiente no se activa por la mutación en -66 y por lo tanto toda la expresión 

de la cepa 8091 es debida al sistema NlfA dependiente y en la 8085 la expresión es la 

suma de la activación de los dos sistemas tanto del NlfA dependiente como 

Independiente. 

34 



En la cepa A8085 la expresión es 5 veces menor en comparación con la 

8085, ya que el sistema NlfA Independiente es el unlco activo por ser la cepa 

mutante en nlfA. En el caso de la cepa A8091 no se ve expresión porque los dos 

sistemas estAn mutados, tanto en NlfA como en la reglón -66. 

La cepa N8085 en condiciones anaeróblcas tiene una expresión 3 veces 

mayor en comparación con las cepas aeróbicas. Esta expresión debe de pertenecer al 

sistema NlfA Independiente ya que la cepa es mutante en 054 y por lo tanto el 

sistema NlfA dependiente no se activa. El mayor nivel de expresión en anaeroblosls 

comparado con el de aeroblosls nos sugulere que el activador del sistema NlfA 

independiente está sujeto a una regulación por oxigeno. En el caso de la cepa N8091 

no hay expresión de ninguno de los sistemas por encontrarce mutados, tanto en 054 

como en la reglón -66. 

Estos resultados sugieren la existencia de un doble sistema de regulación 

para el operón fixRn!fA, donde el sistema NlfA Independiente se expresa tanto 

aeróbica como anaeróblcamente, siendo la reglón -66 esencial para su activación y 

donde participa un regulador positivo que quizás es sensible al oxigeno y otro factor 

sigma distinto a oS4 como se ve en la expresión anaeróblca de la cepa N8085. En 

cambio el sistema NlfA dependiente solo se expresa en anaeroblosls y la mutación 

en -66 no lo afecta como se ve en la expresión anaeróblca de la cepa 8091; contrario 

a lo que pasa con mutaciones en la proteína NlfA y en el factor 054, ambos 

necesarios para activar la expresión del sistema NlfA dependiente en anaeroblosls 

como otros que ya se han caracterizado. Los ensayos de ll-galactosldasa se llevaron 

acabo por lo menos 5 veces en experimentos Independientes. 
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Mapeo de Inicio de tgn1cdpc!6p 

Teniendo en cuenta los datos de Jl-galactosld~sa y los resultados previos 

de Morett et aL(l993) de los dos Inicios de transcripción, realizamos el mapeo de 

Inicios de transcripción para determinar cuál de los dos Inicios de transcripción 

reportados se utilizan para cada uno de los dos sistemas de regulación que se han 

propuesto para la expresión del o pe ron fo<RnifA. 

Para hacer el mapeo de Inicio de transcripción de las 6 cepas crecidas 

tanto aeróbica como anaeróblcamente, se obtuvo primero la secuencia del plásmldo 

pRJ721 l (Flg.7) que se utilizó como marcador del Inicio de transcripción. La 

secuencia se hizo utilizando 25 ug del pRJ72 ll purificado por CsCl2, el cual se 

checó 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 operón jixRnifA y el resto del 

vector de 9.9 Kb (FIG.11). 

A B e 
no. i1. 

D1Ce11tl6n del plumldo pJlll72ll 

Ladder de 1 Kb (AJ, pRj721 l digerido(B) y pRJ 7211 sin digerir (C). 
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Los Inicios de transcripción se determinaron por extensión del primer con 

transcriptasa reversa, utilizando el ollgo lac 4 como primer y los RNA·s de las 6 

cepas crecidas en aeroblosls y anaeroblosls como templado para la extenclón 

(FIG.12). 

B e 

FIG.12. 

RNA. • purlflcados de crecimientos aer6blcoa y anaer6blcom 

A) Ladder de 1 Kb, B) RNA·s aeróbicos y C) RNA·s anaeróbicos. En B y C las cepas pre.<entan el 

siguiente orden: 8085, 8091, A8085, A8091, N8085 y N8091. 
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El aligo EM33 se utillzó para obtener la secuencia del pRJ72 ll desde la 

posición 16 downstream del Inicio de transcripción hasta la posición 153 upstream 

del lnlclo de transcripción, El ollgo 383 lac 3, se utilizó para secuenciar desde la 

posición 115 bases downstream del Inicio de transcripción en donde está la fusión 

JWHacZ(Flg.13). 

-153 

-127 

-101 

-75 

-49 

-23 

+4 

+30 

+56 

+82 

+108 

5· T e G e G A A e T T A e G T A G e A G A G T e A e e 

ATCGC~CAGAAAGCTC~TCCGC 

:L.lL'1'. e T T G A A T G e G ~A A e A T T e e G e 
-66 

GTGCGCGACATTAGGACGCAAAACGG 
-:14 

AAGCGCATTTACGTACATCGCAG~ 

-12 +1 3 

~AAATCCTGCTACGCGTGCGCDGG 

CGCAAAAGTAGAGGAGGCGGCCGTGG 

GTCTCGATCTGCCAAATGACAATCTG 
BamBJ 

A T e e G A G G T e e a a A T e e e G T e G T T T 

TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCGT 

G G e G T T A e - lacZ 3' 

l'I •. 13. 
Secuencia del promotor fWI con la fusión /ac-Z. Las secuencias subrayadas upslrcam son posibles sitios 

de unión para la protefna NifA. La región ·66 es donde se realizó el cambio de A por C para construir las 

cepas mutantes en el sistema de regulación NifA independiente. Las regiones -24 y -12 presentan el típico 

consenso para promotores sigma 54. Los inicios de transcripción están scftalados como 1 y 2. El sitio 

Baml-ll denota el linkcr donde se encuentra la fusión con /ac-Z. 
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Al utilizar el ollgo EM 33 para realizar la extenclón del primer se 

observaron claramente los 2 Inicios de transcripción pero sin poder diferenciar a qué 

sistema de regulación pertenecía cada uno de los transcritos como se observa en la 

flg.14, ya que este ollgo es complementarlo tanto a la copla genómlca de}U'.Rn!fA 

como a la fuslón}U'.R·!aCZlntegrada al cromosoma. 

A B 

... ,. 14. 

Secuencia del pRJ721 l utiliudo como marcador de inicio de transcripción (A), inicios de transcripción 

de las cepas 8085, 8091, A808S, A8091, N808S y N8091, de cre<:imientos aeróbicos (B), utilizando el 

oligo BM33 como primer. 
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P.ara reaUzar el mapeo de transcritos de nuestras 6 cepas utilizamos el 

olJgo lac 4 que es complementarlo únicamente a la fusión transcripclonal jUcR-lacZ. 

En la tlgura.15 se muestran los Inicios de transcripción junto a la secuencias de la 

reglón promotora del operónjlKRnl(A que utilizamos como ladder, en el panel B se 

encuentran los tnlclos de transcripción de las 6 cepas crecidas anaeróblcamente. La 

intensidad del transcrito mas largo (denotado como 1), en comparación con el que 

es dos nucleóUdos más corto (denotado como 2) de la cepa 8085, nos hace pensar 

que el tnlclo de transcripción del sistema NlfA dependiente es el mas largo y el corto 

pertenece al sistema NlfA Independiente tomando en cuenta los datos de P­

galactosldasa y que NlfA autoactiva su transcripción en.anaeroblosls. Esto se ve 

mas claro con los transcritos de la cepa 8091, donde sólo se presenta el tran~rito l 

que tiene que corresponder al sistema NlfA dependiente ya que la mutante en -66 

inactiva al sistema NlfA Independiente. 

El transcrito 2 de la cepa A8085 presentan una mayor Intensidad que debe 

pertenecer al sistema NlfA Independiente, aunque se ve también el l ·con menor 

Intensidad. Esto puede deberse a que el sistema NlfA Independiente pueda Iniciar la 

transcripción lnespeclflcamente en este lugar. Al hacer los mapeos con la cepa 

A8091 no se observó ningún transcrito, Interpretándose que la mutante en -66 

afecta totalmente la expresión del sistema NlfA Independiente ('lhOny et aL 1989) y la 

mutante en NlfA afecta al sistema dependiente de eUa. 

En el caso de de la cepa N8085 se ve una mayor Intensidad para el 

transcrito 2 que debe perienecer a la activación del sistema NlfA Independiente y que 

por lo tanto debe de utilizar otro factor a diferente de ase para su expresión. El 

transcrito l que se observa puede deberse a lo mismo que ·pasa en la cepa A8085 de 

un Inicio lnespecitlco del mismo sistema. En el mapeo de la N8091 no se observó 

ningún transcrito por encontrarse mutados los dos sistemas. 

40 



En el caso del mapeo de transcritos de las 6 cepas crecidas aeróblcamente 

se observa el mismo patrón para la 8085, A8085 y N8085, donde el transcrito 2 es 

mas Intenso y debe de pertenecer a la acUvaclón exclusivamente dc'I sistema NlfA 

Independiente, ya que el sistema NlfA dependiente no se acUva en aeroblosls. Esto 

es claro en la cepa mutante NlfA en donde no se ve una diferencia en los transcritos 

con respecto a la mutante a54 y la sllvestre . El transcrito 1 se debe a un Inicio 

lnespeclllco del sistema como se había observado en las cepas A8085 crecida 

anaeróblcamente. En el caso de las cepas 8091, A8091 y N8091 que presentan la 

mutación puntual en -66 y que afecta la expresión del sistema NlfA lndependlente, 

no se observó ningún transcrito. 

La diferencia en la Intensidad del transcrito 2 de la cepa N8085 crecida en 

anaeroblosls, en comparación con el transcrito de aeroblosls, puede deberse a una 

regulación ~or oxigeno del factor regulador que se une en la reglón -66, presentando 

una mayor acUvaclón en anaeroblosls. Otro factor que puede Impedir la acUvaclón 

del sistema NlfA Independiente en anaeroblosls puede ser la competencia por la 

misma reglón promotora entre el a54 y .el a del sistema NlfA Independiente. Esto se 

ve en los transcritos anaeróblcos de la cepa N8085 donde el transcrito 2 es bastante 

Intenso por no encontrarse el a54 y por lo tanto, no exlsUendo una competencia por 

la misma reglón promotora, esta competencia se podría estar viendo en el mapeo de 

transcritos anaeróblcos de la cepa 8085 donde el Inicio de transcripción 1 es mas 

Intenso que el 2 por encontrarse a54 presente. 
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A B e 
Ft¡.15 

Inicios de tranacrlpc16n 

Secuencia del promotor jü:R (A), inicios de transcripción de las cepas crecidas anaeróbicamente (B) y 

aeróbicas (C), las cepas presentan el siguiente orden: 8085, 8091, A808S, A8091, N808S y N8091. 
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Los dos Inicios de transcripción que detennlnamos son diferentes a los 

propuestos Inicialmente Jwr ThOny et aL1987, donde se reporta un solo Inicio de 

transcripción y se encuentra desplazado 2 bases upstream de los transcritos que 

encontramos, siendo uno de los transcrito dos bases más grande al segundo Inicio 

que también detennlnamos (fig.15 yl6). 

·24 ·12 

ATTTACGTACATCGCAGTOOCOCAAATCC'l'GCTACGCGTGCGCGGG fixR 

1 1 

ATTTACGTACATCGCAGTGGCGCAAATCC'l'GCTACGCGTGCOCGGG fixR 

l= Inicio de transcripción del sistema NlfA dependiente. 

2= Inicio de transcripción del sistema NlfA Independiente. 

3= Inicio de transcripción propuesto por ThOny et aL(l987) 

Ft •. 16. 

Re,ion promotora del operonfldln(fA de 

BradJlr"lalzobfumjaponf.cum 
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Potlble elf1tencla de otro factor 1l¡ma dl1tlnto de 1!gma 114 pva Ja acUncl6n 

del oner6n fixRnlfA 

Los promotores de glnA y jbcH presentan dos reglones con homología 

localizadas en -35 y -10, que muy posiblemente son reconocidos por un factor a 

prtmarlo en B.japonú:wn, y no son reconocidos por a54. Al comparar la secuencia 

promotora de glnA y jbcH con el promotor del operón jlxRnifA se obseivó que 

presenta una homología en la reglón -10 y que carece de ella en la reglón -35 

(Ftg.17). Además el operón jlxRnifA presenta las secuencias concenso para el 

reconocimiento de a54 en -12 y -24. Por lo tanto, este promotor llene dos reglones de 

reconocimiento en -10 y en -24/-12 para dos factores a distintos, solapandose 

ambos sobre la misma reglón promotora. Esta homología existente en la reglón -10, 

asl como los datos de expresión de ~galactosldasa y mapeo de transcritos de la 

cepa que es doble mutante en a54, sugieren fuertemente la participación de otro 

factor a diferente a 054 en la activación del operón jlxRnifA. 
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·35 

Bradyrhlzoblum /apon/cum 

·10 

AATC~GACGCTATCTGAGCCGGGTGCTATCCCGCATTTTG glnA 

TTAG~TGCGCTCGCCCGGCAA~CAATAGAACGATTG fbcH 

ATTTACGTACATCGCAGTGGCGCAAATCC~CGCGTGCGCGGG f ixR 

ATTTACGTACATCGCAGT.GGCGCAAATCC~CGCGTGCGCOGG fixR 
·24 ·12 J. 1 

l= Inicio de transcrlpclón del sistema NlfA dependiente 

2= Inicio de transcrlpclón del sistema NlfA Independiente 

n,.17. 
Alineamiento de dlfereatea promotore• en 

Brud¡¡rlalzobfumjaponlcum 

415 



Por lo general, cuando vatios genes se encuentran dentro de un operón 

están relacionados con una función 1:omún, así la existencia de un doble sistema de 

regulación para el operón jlxRnifA nos sugiere que el producto de ftxR presenta una 

función especifica dentro de la fijación de nitrógen11 o que tenga alguna relación 

dentro del sistema. Hasta el momento solamente se sabe que ftxR presenta una alta 

homología con deshldrogenasas y mutantes en ftxR presentan una disminución del 

50% en la fijación de nitrógeno. 

Nosotros pensamos que qutoás el sistema NlfA Independiente sirve para la 

expresión deftxR tanto en aeroblosls t:omo en anaeroblosls y que esta protelna tiene 

la función de reducir a NlfA cuando 8(: encuentra oxidada al estar en contacto con el 

oxigeno, sirviendo FlxR como parte ele un sistema d1: seguridad para mantener a 

NlfA activa aunque el sistema NlfA dependiente no se exprese al existir pequeños 

cambios en la concentración de oxigeno y por lo tanto no existe una nueva síntesis 

de NlfA. 

La existencia de un sistema de regulación tan fino y complejo para el 

operón ftxRnifA se puede deber a que el proceso de la fijación de nitrógeno es 

energétlcamcntc muy costoso. El activar y desactivar de nuevo la síntetlsls de todas 

las proteínas y cofactores enzimáticos Involucrados en 1:ste proceso, requeriría de un 

gasto de energía bastante alto para la célula, lo que serla bastante dificil de sostener 

tomando en cuenta que este organismo de vida Ubre y con capacidad de entrar en 

simbiosis esté sujeto a cambios mlcroamblentales en su nicho ecológico, que 

podrlan llevar a la lnactlvaclón de NlfA por oXldaclón o que existan señales falsas 

para activar todo el proceso de fijación de nitrógeno. De ahl que la expresión del 

actlvador central del la fijación de nitrógeno que es NlfA tenga que ser tan 

finamente regulada. 
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CONCWSIONE8 

La relación de la existencia de 2 sitios de Inicio de transcripción con los 

resultados de los ensayos de ll-galactosldasas, así como Ja homología existente entre 

los promotores de glnA, jbcH que son Independientes de a54 con el de flxR en Ja 

reglón -10 y la homología entre el consenso de un promotor a54 conflxR, apoyan Ja 

propuesta de un doble sistema de regulación, donde el lnlclo de transcripción corto 

es producto del sistema NlfA independiente que se expresa 5 veces menos tanto 

aeróbica como anaeróblcamente en comparación con el sistema NlfA dependiente y 

se encuentra muy posiblemente regulado por oxígeno. El otro Inicio de 

transcripción, dos nucleótidos mas largo, pertenece al sistema NlfA dependiente que 

solamente se expresa en anaeroblosls y es 5 veces mayor al otro sistema, siendo 

dependiente para su activación tanto de a54 como de NlfA. Por lo tanto, la reglón 

promotora del operón flxRnifA tiene el solapamiento de 2 sitios de unión para dos 

factores sigma distintos, siendo uno de ellos 054 y el otro desconocido, aunque 

proponemos que pueda ser el a primario de B. japonlcum Además, en Ja activación 

de este operón flxRnifA existen dos proteínas activadoras siendo NlfA una de ellas y 

la otra aun desconocida, estando regulada por oxigeno. 

Finalmente, en este trabajo describimos dos sistemas de regulación 

positiva solapados sobre la misma reglón promotora en donde Interviene dos 

proteinas reguladoras, dos factores a distintos y quizás dos RNA pollmerasas 

distintas para activar la expresión del operón ftxRnifA. En bacterias fijadoras de 

Nitrógeno no se han reportado dobles sistemas de regulación como el descrito en 

este trabajo. El entender el alto grado de fineza en Ja regulación de este organismo 

nos permitirá comprender mejor el complejo sistema de fijación de nitrógeno y la 

compleja regulación a la que esta sujeto éste y otros procesos. 
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PERSPECIIVAS 

Este trabajo, en el que continuo trabajando para obtener el grado de 

Maestro en Investigación Biomédica Básica con sede en el CIFN-UNAM bajo el 

asesoramiento del Dr. Morett, forma parte de un proyecto más amplio que se realiza 

en colaboración con los Drs. Hans-MarUn Flscher y Hauke Hennecke del Instituto 

de Mlcroblología en Zurich Suiza. 

En posteriores trabajos, se tratará de ldentillcar a la protelna Involucrada 

en la activación del sistema NlfA Independiente así como su posible regulación por 

oxigeno y funcionalidad en la regulación de otros genes. 

Prosiguiendo con el análisis de la reglón promotora del operon.ftxRnlfA, se 

determinarán los sitios de unión para la proteina del sistema NIIA Independiente y 

de NlfA, así como los sitios de unlón para la RNA-pollmerasa-slgma del sistema NIIA 

Independiente y el de la RNA-pollrnerasa-a54, estos experimentos se llevaran acabo 

utilizando la técnica de footprinUng que sirve para Identificar sitios de unlon de 

protelnas a DNA en vivo. 

Para probar la existencia de dos sistemas de regulación Involucrados en la 

expresión del operón .ftxRnlfA en diferentes condiciones. se tratará de separar los dos 

sistemas genetlcarnente, mediante mutagénesls ollgo-dlrlglda por PCR en los 

nucleótldos de la reglón -10 del promotor. 

Por último, se tratará de identificar y relacionar la función del producto de 

.ftxR con la existencia de un doble sistema de regulación, para poder explicar la 

existencia de una regulación con alto grado de fineza para el operón.ftxRnlfA. 
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APENDICE 1 

PSY 1 litro 

KH2P04 0.3gr 

NaHP04-l2H20 0.7gr 

MgS04-7füO 0.1 gr 

CaCl2-2H20 0.01 gr 

Extracto de levadura l gr 

Peptona de caselna 3gr 

Elementos lrll2a l mi (Stock l OOOX) 

Vitaminas l mi (Stock l OOOX) 

Elemento• traza lOOml (1000.X) 

ZnS04-7H20 0.4399gr 

MnS04-H20 0.077gr 

CuS04-5fü0 o.ouf gr 

NaMn04-2H20 0.024.gr 

NaaN04 2.1 n'IM 

NaSc03 0.5n!M 

Vltamlnu 100 mi (lOOOX) 

Rlboflavtna 2gr 

Blotlna l.2gr 

Thlamlna-HCI Sgr 

MyO-lnosltol 4.8gr 

P-Acldo arnlnobenzolco o.a gr 

Ac·N1cot1nlco 5gr 

Calclum Pantothenato 8gr 

Cyanocobalarnlna lOug 

1515 



Buffer fosfato• 

NaCI 

K2HP04 

KH2P04 

Buffer Z 

Na2HP04-J2H20 

ÑaH2P04-4H20 

KCI 

MgS04 

2-Mercaptoetanol 

YEM 

Manito) 

Extracto de levadura 

Sol. A (Stock IOOX) 

Sol. B (Stock IOOXJ 

8oluc16n A. IOOX 

K2HP04 

NaCI 

H20 

APENDICED 

1 lltro 20X 

8.76gr 

6.96gr 

2.99gr 

Ajustar pH= 7.2 

APENDICEID 

IOOIDI 

2.14gr 

0.55gr 

0.07 

0.01 gr 

349ul 

APENDICE lV 

1 lltro 

5 gr 

lOgr 

lgr 

lOml 

lOml 

l gr 

lOOml 

156 

Solucl6n B. IOOX 

MgSQ4 2 gr 

lOOml 



IA 

Peptona de caselna 

Extracto de levadura 

NaCI 

GET 

Glucosa 

EDTA 

Trls-CI 

Acetato de Potasio 

Acetato de K 

Ac"acetlco Glacial 

H20 

TAE 

Trls·base 

Ac"acetlco glacial 

EDTA 

TAE50X 

Agarosa 

APENDICEV 

1 litro 

IOgr 

5gr 

!Ogr 

Ajustar pH=7 

APENDICE VI 

!IOml 

9.9gr 

8.4gr 

7.88gr 

APENDICE VII 

lOOml 

60ml 5M 

11.5 mi 

28.5 

APENDICEVIU 

1 litro llOX 

242gr 

51.l mi 

100 mi 0.5 M pH=8 

2 mi en 98 mi de H20 

1 gr 

117 



lllB (RNA lsolatlon Buffer) 

NaAc 

sos 
EDTA 

H20 

Rz Buffer llX 

Trls-HCI 

DlT 

BSA 

lln Buffer 

lsocltrato de Na+ 

MnCl2 

8olud6n •top 

Fonnamlde 

EDTA 

Azul de bromo fenol 

Xylene cyanol 

APBNDICEIX 

300ml 

1.4 mi 3 M pH=5 

lOml 10% 

400 ul 0.5 M pH=B 

188.:!ml 

~~'"--, 
APENDllCEX 

10mMpH=7.5 

5mM 

0.5mg/ml 

O.l5M 

0.1 M 

APENDICEXU 

95% 

20mM 

0.05% 

0.05% 
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ESTA TESIS HO l1EBE 
SAUR DE LA BIBLIUTECA 

APENDICE XIll 

PAGE 6% (Pollacrylamlda Gel Electroforeal•) 

.AcrylamJda-Bls 40% 9 rn1 

Urea 31.5 gr 

TBE5X 12ml 

H20 lOml 

APS 10% 360ul 

TEMED 60ul 

TBE !IX (Trl9 borato) 1 litro 

Tris base 54gr 

Acldo borlco 27.5gr 

EDTA 20ml 0.5M 

APENDICE XIV 

PNK (PoUnucleotldo Klnua) lOX 

Trls-CI 

MgCl2 

DIT 

Spennldlna-HCI 

EDTA 

0.5MpH=7.6 

0.1 M 

50mM 

lmM 

1 mMpH=B 

APENDICEXV 

PAGE 111% (PoUacrylamlda Gel ElectroforHI•) 

Aclylamlda-Bls 40% 22 mi 

Urea 

TBE5X 

APS 10% 

TEMED 

31.5 gr 

12 mi 

360ul 

60 ul 

119 



Buffer A 

Tds-Cl 

Triethylamlda 

EDTA 

APBHDICE XVI 

0.1 M 

lOmM 

lmM pH=7.7 

60 



GENE 

glnA 

glnB 

TABLA. DE GENES sus PRODUCTQS O FUNCIONES CQNOCIDAS 

PRODUCTO O FUNCJON CONOCIDA 

Cltocromos b y c1 

Subunldad del complejo de transferencia de electrones 

envuelto en la actividad de la nltrogenasa. 

Subunldad del complejo de transferencia de electrones 

envuelto en la actividad de la nltrogenasa. 

Subunldad del complejo de transferencia de electrones 

envuelto en la actividad de la nltrogenasa. 

Protelna actlvadora que responde a oxígeno. 

Proteína que regula negativamente la expresión de NlfA y 

relacionada con Fnr y Crp. 

Fosfatasa sensora que responde a oxígeno. 

Subunldad 1 de la oxldasa del cltocromo c en bacteroldes. 

Posible oxldoreductasa dependiente de NAO. 

Proteína del transporte de electrones como la ferrodoxlna. 

Glutamino slntetasa l. 

Proteina efectora tetramertca involucrada en la asimilación 

de nitrógeno. 
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glnD 

groES4 

melA 

nifA 

nlfD 

nifE 

n!fN 

ntrA 

ntrB 

ntrC 

rpoN 

Urldll transferasa Involucrad a en la aslmllaclón de nitrógeno. 

Chaperonlna l O. 

llroslnasa requerlda para la slntesls del pigmento melanina. 

Protelna de regulación positiva de los genes jlx y nff. 

Subun!dad ex del componente 1 de la dlnltrogenasa. 

Proteína Involucrada en Ja bloslntesls del cofactor de MoFe de 

la dlnltrogenasa. 

Componente JI de la dlnltrogenasa. 

Subunldad Jl del componente 1 de la dlnltrogenasa. 

Protelna de regulación negativa sobre NlfA que responde a 

oxigeno. 

Protelna Involucrada en la bloslntesls del cofactor de MoFe 

de la dlnltrogenasa. 

Factor sigma 54 (rpoN). 

Fosfatasa sensora del sistema de regulación para la 

aslmllacJón de nitrógeno. 

Proteína activadora del sistema de regulación para la 

asimilación de nitrógeno. 

Factor sigma 54. 
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