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tl. INTRODUCCION 

ASPECTOS BlOLOGI:cOS DE LA ASIMILACION DE AMONIO EN EL HONGO Ne.wr.o4po1U1 CIU1644 

Bl nitrógeno e.s un elemento esencial para todos los orga-

nismos ya que es encontrado en 10uchos compuestos s-imples y mac·r!?. 

moléculas complejas- tales como las proteínas y los ácidos nuclé! 

cos, que son especialmente ricas en nitrógeno. Por ello no es de 

sorprender que exista una 10aquinari:a 10etaoóli:ca que comprende 

v!as catabólicas- y anab6licas de compuestos· nitrogenados para s~ 

plir de éste elemento . a la célula. Numerosos estudios sobre met!. 

bolismo nitrogenado y au control se han lle-vado a cabo en Neull.04 

pOll.4 as! como en S4ccá411.0myce.6 ceJLev.i.4~4e y en A4pe1Lgillu4 nidu

l4n4. En especial, el hon90 NeulLo4pOIL4 Cll.4444 ha sido un organi.!!. 

mo muy útil en experimentaci6n para el estudio de estos sistemas 

regulatorios en eucariotes. 

Amonio, glutamina y glutamato son las mejores fuentes de -

nitrógeno, aunque estos organismos son capaces de. utilizar diV'e!. 

sas fuentes secundarias de nitrógeno, que incluyen nitrito, ni-

trato, purinas, proteínas, aminoácidos, acetamida y aún acrilam.!_ 

da. El uso de estas fuentes secundarias requiere de la s!ntesis

de enzimas catabólicas espec!ficas o de la activaci6n de enzimaa 

preexistentes {11. 

La regulaci6n de v!aa catab6licaa comunmente involucra ta~ 

to inducción específica, por el austrato de la v!a o un derivado 

de éste, como represi6n ejercida directa o indirectamente por un 
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producto del catabolismo. Generalmente este es un metabolito tal 

como amonio, glucosa (6 un producto de glicolisis) ó fosfato. un 

objetivo primordial de estos estudios es tratar de entender las-

señales gen,ticaa y metabólicas que son responsables de la regu-

lación (2). 

La mayoría de los genes regulatorios de los hongos no es--

tln ligados a sus genes estructurales. Numerosos genes no liga--

dos que codifican para enzimas del metabolismo nitrogenado estln 

como grupo reguladas negativamente por la denominada represi6n -

catabólica nitrogenada y son controlados positivamente por ~ 

un gene regulatorio general para nitrógeno. El metabolismo del -

f6sforo, del azufre y la síntesis de cadenas de aminolcidos rami 

ficados estln sujetos a sistemas de control similares (3). 

Posiblemente, el mejor ejemplo de regulación general co- -

rresponde a aquellas enzimas y sistemas de transporte cuya fun--

ci6n es dar amonio a la º'lula. La incorporación de amonio a co~ 

puestos orgánicos para la biosíntesis de compuestos nitrogenados 

celulares es llevada a cabo primariamente v!a la acci6n secuen--

cial de la glutamato deshidrogenasa (GDH) dependiente de NADP y-

la glutamino sintetasa (GS); de la siguiente forma: 

2-oxoglutarato + NH~ + NADPH + H+ GDH-NADP glutamato + NADP 

+ Glutamato + NH 4 + ATP GS Glutamina + ADP + Pi 

Otra enzima involucrada, la glutamato siritasa {GOGAT) pue-

de catalizar la formaci6n de glutamato a partir de glutamina y -

oxoglutarato por medio de la reacción: 

Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH GOGAT 2 glutamato + NAD+ 
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La GOGAT acoplada con la GS funciona en la asimilaci6n de 

amonio bajo condiciones de limitaicón ó en ausencia ó deficien-

cia de la GDH-NADP: 

Glutamina + 2-oxoqlutarato + NADH + H GOGAT 2 glutamato + NAD 

+ Glutamato + NH4 + ATP ~ glutamina + ADP + Pi (4). 

Hasta ahora los numerosos estudios de asimilación de ni--

trógeno en N. c~a44a han indicado la existencia de dos vtas di-

ferentes que op~ran bajo concentraciones de alto o bajo amonio. 

En exceso de amonio, la GDH-NADP y la GS octamérica, formada --

por mon6meros ~.participan en la asimilaci6n de amonio. Cuando-

el nitrógeno es limitante, la GS tetramérica, formada por monó-

meros a y una GOGAT dependiente de NADH son responsables de la-

asimilaci6n de amonio (8,9,10,12,19,20). 

La glutamino sintetasa (GS) juega un papel central en el-

metabolismo nitrogenado. La glutamina puede ser considerada un-

producto final del catabolismo de compuestos nitrogenados y 

como iniciador en la bios!ntesis de muchos metabolitos qu~ par-

ticipan en la formaci6n de importantes macromoléculas en la cé-

lula, tales como prote!nas, ácidos nucléicos y polisaciridos. 

La GS de N. c~a44a ha sido ampliamente estudiada p~r los

grupos de investigaci6n del Dr . Rafael Palacios y del Dr. Jaime 

Mora. Pasos claves en estos estudios fueron su purificaci6n por 

cromatografta de afinidad en una columna de sefarosa-antrantli-

co (5), la obtenci6n de anticuerpos espectficos dirigidos con--

tra la e.nzima purificada y la traducci6n de su mRNA en un siste 

ma libre de células derivado de reticulocitos de conejo (6). La 
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GS purificada por este m~todo es una enzima octam~rica compuesta 

de monómeros id&nticos con peso molecular de 48,000 daltones (5). 

La fuente de nitr6geno · regula la concentraci6n y 1a sínte

sis de novo de la GS en NeuJto6po~a ajustando los niveles de mRNA 

específicos de la enzima. En glutamato como fuente de nitr6geno, 

la actividad de la glutamino sintetasa es diez veces ~ayor que -

la encontrada cuando el hongo esta creciendo en glutamina, y los 

niveles de aRNA espec!fico presentan diferencias similares. (7). 

En Neu~o4po~a c~4444 loa dos polip&ptidoa que participan -

en la actividad de la glutamino sintetasa, pueden ser separados

por electroforesis en geles de acrilamida en sos-urea, donde a -

corre mas lentamento q·ue S (8). El estado olegom&rico menor de -

la GS tambi&n se encuentra en c~pas mutantes de Neu~o6po~a con -

auxotrofía parcial para glutamina, gln1-a y gln1-b (11). 

Al igual que la fuente de nitr6geno, aunque a diferentes -

niveles, la fuente de carbono regula a la QS de NeuJto4po~a. El -

micelio del hongo degrada GS cuando es deprivado de la fuente de 

carbono, ya que en cultivos limitados de carbono la actividad de 

la enzima es baja (12). Al igual que la deprivaci6n de nitr6ge-

no, el ayuno de carbono dispara un cambio de la GS octam6rica a

la enzima tetram&rica. Al deprivar el micelio de nitrógeno y ca~ 

bono, la proteína es degra.dad.a, y el .amon.i.o .formado es excretado 

al medio1 esta degradaci6n específica de GS parece ser un meca-

nismo regulatorio para prevenir la síntesis de glutamina y libe

rar esqueletos de carbono para dar energ!a (13). 

La restauración de la fuente de carbono, desputa de una de 

privación, no ocasiona que el micelio regrese a su condici6n me-
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tabólica original. El hecho de que al incubar el micelio con gl~ 

tamina ocurra una disminución en la poza de glutamina, un aumen-

to en 2-oxoglutarato a concentraciones similares a las anterio--

res a la deprivación, y un aumento en glutamato a concentracio--

nes similares a las encontradas cuando glutamato es la fuente de 

nitrógeno, sugiere que la fuente de carbono es necesaria para la 

conversi.ón de glutamina a glutamato ( 13). 

La existencia de aux6trofos parciales de glutamina que ti~ 

nen B deficientes o que han perdido este polipéptido; el hecho -

de que no exista una relación precursor-producto entre los poli-

~éptidos a y Ben un sistema de traducción in vit~o(8); y que --

puede haber algo de separación de los mRNA específicos (10); in-

dica que, al menos, dos mRNA son responsables de la síntesis de-

la glutamino sintetasa en Neu~o4po~a c~«44« y sugieren la exis--

tencia de dos genes estructurales. 

El aislamiento de cepas mutantes deficientes en el polipé~ 

tido a de GS y la clonación molecular de las secuencias respons~ 

bles para la síntesis de la glutamino sintetasa, darían una evi-

dencia inequívoca de la existencia de dos genes para dos glutami 

La glutamato deshidrogenasa (GDH) ocupa una posición estra 

tégica en el metabolismo nitrogenado. Diferentes especies de le-

vaduras y hongos filamentosos tales como Neu~o4po~a C~«44« po- -

seen dos glutamato deshidrogenasas: una dependiente de NADP, con 

un papel biosintético, y otra que depende de NAD y que cataboli-

za glutamato. La GDH biosintética cataliza la aminación reducti-
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va de a-ceto9lutarato para dar glutamato y la catabólica la dea 

minación oxidativa de 9lutamato para dar a-cetoglutarato y amo

nio (1). 

Para entender la asimilación de amonio ea necesario esta

blecer los niveles en los que los controles regulatorios operan 

en las v!as de dicha asimilación. 

Se ha reportado que la regulación de GDH-NADP por la fuen 

te de nitr6geno es ejercida a nivel de síntesis específica de -

la enzima (14). Al crecer la cepa silvestre de N. C~4664 (74-A) 

en medio m!nimo con sacarosa, en presencia de diferentes fuen-

tes de nitrógeno, los tiempos de duplicación son 4, 3, 3.25 y -

~ horas al usar nitrato, amonio, glutamato y glutamina respecti 

vamente. La a.ctividad enzim,tica específica alcanza sus niveles 

más altos cuando el hongo crece en una fuente de nitr6geno ino~ 

gánica, especialmente después de doce horas de crecimiento. 

Cuando el amonio es la fuente de nitrógeno, tanto la actividad

enzimática específica como la incorporación de aminoácidos ra-

diactivos en la GDH-N·ADP son tres veces mas elevados que cuando 

el glutamato es la fuente de nitrógeno, indicando que la regul~ 

ci6n de la enzima por la fuente de nitrógeno es ejercida a ni-

vel de síntesis enzimática específica (14). 

Tambi4n se han llevado a cabo estudios genéticos y estru~ 

turales que han establecido la estructura oligom4rica y la se-

cuencia de aminoácidos de la enzima. El gene estructural para -

la GDH-NADP ha sido identificado en Neu~o6po~a, as! como en A6-

pe~gillu6 y levaduras. En Neu~o6po~a c~a66a el gene am, locali-
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zado en el grupo de ligamiento V (15), codifica para un hexámero 

compuesto de seis subunidades id&nticas de 452 residuos de amino 

¡cidos de longitud, con un peso molecular de 48,000 (1,16,17,18) 

La otra enzima que participa en la asimilaci6n de amonio -

en N. CJtcU,4 es la glutaaato sintasa (GOGAT). La presencia de -

esta enzima en Neu.JtO,pOJt4 fu' demostrada en cultivos limitados -

de aaonio de una cepa que carece de GDB biosint,tica (19). La -

existencia de GOGAT le da a la cllula otra alternativa para la . 

a!ntesia de glutamato a parti.r ·de glutamina y oxoglutarato (4). 

Entonces, la GOGAT junto con la glutamino sintetasa juegan un P!. 

pel en la asimilaci6n de amonio en limitaci6n. 

Bajo condicione• de limitación se encuentra una elevada a~ 

tividad de GOGAT en la cepa silvestre de Neu.rr.o~p0Jt41 y una acti

vidad cuatro veces menor en exceso de amonio. Una mutante defi

.ciente en GDH-NADP, crecida en exceso de amonio, crece pobreaen

te con una elevada actividad de GOGAT, lo cual sugiere que la -

síntesis de glutamato por estas enzimas está coordinadamente re

qulada (20) • 

La enzima purificada est¡ compuesta de un solo tipo de ao

nómero con peso molecular de cerca de 200,000 (20), 

La actividad de GOGAT desaparece en la cepa· en (a'JD) -2 por -

lo cual se propone que ·en (:am) -2 .sea el locus para el gene estru~ 

tural de la GOGAT (4). 

ORGANIZACION DEL GENOMA DE Neu.rr.o'°p0Jt4. CJr.444'4. 

El genoma de los· or9anismos eucariote.s e.stá compuesto de -
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d~s clases . generales de secuencias de DNA, las secuenciaa re~etb 

das y las secuencias Gnicas. La cantidad de cada tipo var!a en -

un rango extremadamente amplio pero responden a un patrón alta--

mente ordenado de organizaci6n. Típicamente se encuentran secue!!._ 

cias cortas repetidas de 200 a 400 nucleótidos, dispersas entre-

secuencias únicas a intervalos de 1000 a 2000 nucle6tidos t21J • . 
Los hongos, coao grupo, genera1mente tienen . genomas peque-

iios y pequefias canti.dades de. DNA repetido. El . genoaa de . Ne.UJto.tp!!._ 

.ta es siaple y consis·te de secuencias "foldback" U•J, repetidas 

(8\) y únicas (90\l. El tamafio del genoaa es aproiimadamente - -

6.3 veces aayor que el genOJ1a de E. coU es decir ~.7 x 10 7 pa--

res de bases. La cin,tica de c0111plejidad de los componentes úni-

coa corresponde a una capacidad codificadora para 18,000 genes -

estructurales de taaaño promedio. Estudios del contenido de •RNA 

en c¡lulas vegetativas indican que cerca del l-0\ de las secuen--

cias únicas del DNA de Ne.u.to,po.ta son transcritas, representando 

la expresión de 2000 secuencias únicas (22]. 

Las secuencias repetidas tienen una complejidad de solo --

15,300 pares de bases y estln reiteradas cerca de 140 veces, lo-

cual sugiere que corresponden a las secuencias rDNA. La unidad -

repetitiva mayor que contiene las secuencias codificadoras para-

los RNA ribosomales (rRNA) 176, S.8s y 2SS, estl presente 185 v!. 

ces en el genoma y representa aproximadamente el 7\ del DNA nu--

clear total y el 90\ del DNA repetido. Las secuencias repetidas-

tambi¡n codifican para RNA de transferencia (tRNAl y rRNA SS. E!!._ 

tonces todo el DNA repetido en Ne.uJr.o6poJr.a. s-on •ecuencias· codifi·-
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Se ha sugerido que. las secuencias repetidas adyacentes al

DNA de una sola copia podr!an estar involucradas en la regula~ -

ci6n de la expresi6n g6nica, posiblemente. como sitios de recono

cimiento para el control de. la transcripci6n {.24). También se ha 

propuesto que estas secuencias podr!an controlar la expresión g! 

nica post-transcripcionalmente (251 al fo~ar dup~ex intermolec~ 

lares RNA-RNA entre secuencias repetidas transcritas y secuen- -

cias complementarias presente.a en genes estructurale.s transcri-

tos. Sin embargo, el DNA repetido de Ne.u.11.ospo1t.a. pudiera no tener 

una función regulatoria, ya que no se encuentra intercalado con

secuencias únicas y no está constitu!do por fragmentos de 200 a-

400 pares de bases sino que estS organizado en fre~entos mucho

mayores y las secuencias repetidas y únicas no están ligadas. 

GENES DE Neu.1t.o,po1t.a. Clt.d~6d CLONADOS MOLECULARMENTE. 

De todas las secuencias codificadoras contenidas en el ge

ne de Neu.1t.06po1t.a. muy pocas han sido clonadas molecula~ente. En

tre ellas tenemos los . gene.a ·~ (26-311,· ·!!!. (17,32,331, trp-1 
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(34,35), ~ (36), los genes ribosomales (37) y los genes de -

las histonas H3 y !!! (38) • 

Dentro de las estrategias utilizadas para su clonaci6n te-

nemos transformación a prototrof!a de cepas aux6trofas tanto de-

E. coli como de Neull.Olipoll.a, e hibridizaci6n homóloga y heterólo-

ga con detectores naturales o sintéticos. La mayor!a de estos ex 

periaentos fueron hechos con clonas recombinantes de bancos de -

genes constru!doa en plásmidos o en fagos vectores. 

El catabolismo . del ácido qu!nico en N. Cll.d/ili4 requiere de-

la a!nteais de novo de tres enzimas inducibles, la 5-dehidroqui-

nato hidrolasa (gene ga-2)¡ la quinato dehidrogenasa (gene qa-3) 

y la dehidroahikimato dehidratasa (gene qa-4). Estos genes están 

controlados por una prote1na regulatoria codificada por un cuar-

to gene (gene ~) (39). 

El estudio del gene qa-2 por medio de un método de trans--

formación para Ne~olipoll.a cJta;61ia, desarrollado por el grup() de -

los Dra. M. Case y N. Giles (28,29), representa una paso signif! 

cativo para facilitar los estudios de genética molecular con Neu 

Jt04poJta. Hasta ahora, qa-2 era el único sistema disponible para 

estudiar detalladamente la transformación en este hongo. 

Los primeros experimentos para el aislamiento de este . gene 

fueron hechos con -un plásmido recombinant_e que complementa una -

cepa de E. coli aro~D6 ~-dehidroquinato hidrolasa deficiente) -

(26,27). Posteriormente se llevaron a cabo experimentQs de trana 

formación con un plásmido de E. coli, derivado del pBR322, que -

lleva el gene qa-2. Este plásmido transforma una uutante qa-2 .. 
o.. 
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Qa-2+ de Ne.u.ILoSpo.!l4. La integraci6n del plá$111ido h!brido d~ntro 

del . genoma de Ne.ulL06pOIL4 eir en mas de un sitio y puede ocurrir

en si ti os ligados o no al lo·cuir qa·• 2. Ninguno de los otros dos

genes, qa-3 y qa-4, son expre.sados en E. coU ni ha irido detec

tado ninqGn producto del . qene ·qa· .. 1 {28) • 

El grupo de. genes completo fu& clonado al usar clonas de

un banco de . genes de Ne.Ullo~polla. constru!do en un c6smido (29-31) 

Los qenea qa-3·, ·qa·-4 y ·g:a·-1 son expresados por retransforma- -

ci6n en Ne.Ullo6pOIL4. Todos estos experimentos han peX'llliti:do exa• 

ainar la or9anizaci.6n. g6ni.ca y la regulaci6n a nivel aolecular ... 

en un eucariote si:nple. 

En Ne.u.11.0.&polla. CILU4'4 ·2 codifica para la enzb.ia GDH-NADP. 

Caracter!sticas de esta enzima han sido mencionadas anteri.orme~ 

te. La utilizaci6n de un detector stnt&ti:.co de 17 nucle6tidos,

a partir del cod6n de ini.ci.aci:.ón, permiti·6 la clonación del . ge

ne !!. (17) • La secuencia codificadora para ·.!!!. se · encuentra den

tro de un fragmento de 2.7 kpb flanqueado por sitios de recono

cimiento de la endonucleasa de restricci6n ·!!!!!!.!. '(l7,32J. Al -

llevar a cabo experimentos de transformación en cepas aux6tro-• 

fas, con clonas que lle.ván esta secuenci.a [33l, se demostr6 que 

las secuencias necesarias para la transformaci6n de aux6trofos• 

!!. a prot6trofos, y para la expresi6n de GDH est,n· contenidas -

en este fragmento de: ·~· Las transformantes obtenidair tienen 

niveles de GDK similares a loir de la cepa silvestre cuando el -

. gene· ·!!. se ha incorporado en eu . sitio normal (ligado a· !!!.!J, - 

mientras que &quellas transformantes con el . gene· ·.!!!. en· un si:ti o 
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diferente (no ligado a ·inl} solo producen de un 5\ a un 20\ de

los niveles normales de la cepa silvestre (33}. 

Cuatro genes estructurales no ligados,· ·t ·rp-1 a ·t ·rp·-4 , · co

difican para loa polip&ptidos de la bios!ntesis de triptofano. 

El polip&ptido producto de dos genes de Ne.u.1to4pOIL4, trp-1 y - -

trp-2, foraa un complejo enzimático responsable de la catálisis 

de cuatro de las siete reacciones. · trp-2 codifica la antranila

to sintaaa1 trp-1 codifica un polipéptido .trifuncional que lle

va las actividades de _ glutaaina aaidotransferasa (GAT o trp-GJ1 

indolglicerolfoafato aintaaa (IGPS o trp-Cl1 y foaforiboail an

tranilato iao.11eraaa (PRAi: o trp-~J • El complejo ha aid·o purifi

cado y consiste de un tetrá.mero que lleva dos polip&ptidoa idé~ 

ticoa de 84,000 daltonea (producto de trp·-H y dos de 76,000 

daltonea (producto de trp-2) (40). 

Para la clonaci6n del gene· ·trp-1 se lleyaron a cabo expe

rimentos de transfor.mación de cepas de c. coU y N. Cll.4444, au

xótrofas para triptofano, con plásmidos· racombinantes derivados 

del pBR322 que llevan DNA de Ne.u.1to6.po1ta. (.34, 351. El análisis da 

las transfocaantes de E. col¿ a prototrof!a indica que solo el

dominio del carboxilo ter.minal es expresado en E. · col¿ {activi

dad de PRAI) (35). La secuencia clonada contiene una fase de -

lectura abierta capaz de codificar una proteína de 85,000 dalto 

nes altamente homóloga con trp-c, sugiriendo que el fragmento -

de DNA contiene el gene trp-1 de Ne.u1to6po1ta. {351. 

La ornitina 5-fosfato carboxilasa (OMP decasal es una de• 

las cinco enzimas involucradas en la stntesis de novo de uridi-
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na S'monofosfato en Neu4o~po4a c4a66a. 

Se utilizaron pl,11111idos recombinantes con DNA de Neuir.o6po

u. Se seleccionaron aquellos plásmidos que complementaran cepas 

de E. col,(. y Neu~oipo~4 que carecían de actividad de OMP decasa

(·36). Estas clonas ta1ll>i.&n complementan cepas de A'pe.4g.C.t.ttL& ni.

dull4n4 y S4cCk4~ornycu' ce.~e.v.U.C4e. (41 J · que carecen de OMP deca

sa, lo cual sugiere que la secuencia de Ne.u~o,po~4 contenida en

la clona que coapleaenta lleva el gene estructural para la enzi

aa y no un gene capaz de supri:mir la mutaci6n en estas especies. 

Al tratar de coaprobar que la enzima presente en la cepa de E. -

ca.ti transforaada tiene las propiedades físicas de la enzima de

Ne.u4o4pou se encontr6 que los niveles de la enzima presentes en 

la cepa transforaada no son suficientes para el estudio (36). 

Los genes codificadores para las histona• !!,! y "H4 de N. 

C~446a fueron clonados utilizando como detectores de liibridiza-

ción secuencias de DHA heteróloqas contenidas en plásmidos reco!!. 

binantes (38). Para estos experimentos se utilizaron clonas que

contienen el gene de la hi.stona !! del erizo de mar, la clona -

que contiene el gene de. la histona !!..! y la de . ~ de Xe.nopiu, - -

aprovechando el hecho de que las histonas son altamente conaerv~ 

das a lo largo de la e.scala filogen€tica [42). 

En N. C~46'4 loa. genes de las histonaa: E_ Y.·~ son únicos, 

adyacentes en el . genoma y son transcritos en direcciones opues-

tas. Además, en Ne.u.~o.&po4a '•tas secuencias están interrumpidas

por intrones , · !!..! tiene un intr6n de 67 nucle6ti·dos, mientras que 

dentro del gene -~ hay un intr6n de 69 pares' de bases y otro de-
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68 (38). Estas características son sorpresivas, ya que, en gene

ral, los genes de histonas en los eucariotes estudiados parecen

estar reiterados y no interrumpidos por intrones, aún en levadu

ras donde existen dos copias pór qrupo central de histonas (43 -

49) • 

Neu~o4po~a C~4444 contiene 190 copias de rDNA por genoma -

haplide (23) • El rDNA en el hongo consiste de secuencias repeti

das de 6 megadaltones, acomodados en bloque linealmente, el cual 

no contiene a la secuencia codificadora para el rRNA SS. Esta s~ 

cuencia no está linealmente acomomodada en el genoma y sus se--.

cuencias flanqueadoras son heteroq6neas (371 • 

La clonaci6n de estas secuencias se llev6 a cabo por medio 

de experimentos de hibridizaci6n hom6loqa, donde las clonas de -

un banco de qenes de Neu~o6po~a, en el plásmido vector pBR322, -

fueron hibridizadas a los rRNA 26S, 17S, S.8S y SS del hongo mar 

cados in vivo con 32p (37). 

DNA RECOMBINANTE . 

En los últimos años se ha generado un excitante avance en

diversas lreas de la biología molecular, gracias al desarrollo -

de las t6cnicas de DNA recombinante. El estudio a nivel molecu-

lar, de la expresi6n y re9ulaci6n, de los mecanismos involucra-

dos en la asimilaci6n de amonio en Neu~04po~a C~4444 requiere de 

la aplicaci6n de 6stas metodologías que permiten el aislamiento, 

manipulación in vit~o, inserci6n dentro de vehículos de clona- -

ci6n y propagaci6n de fragmentos de DNA de un genoma complejo. 
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De esta manera genes individuales y operones pueden ser analiza

dos fácilmente (50,51). 

El principio blsico de la clonación molecular de fragmen-

tos de DNA tiene su origen conceptual en el modelo del replicón

de Jacob (52), donde los elementos importantes son una región de 

DNA que constituye el origen de replicación y que puede ser rec~ 

nocido por una o varias prote!nas1 y las secuencias .codificado-

ras localizadas en la misma molécula. Cualquier fragmento de DNA 

insertado o recombinado en tal molécula, que no perturbe ninguna 

función, puede ser replicado como parte de tal molécula (53). 

Una ventaja de esta metodolog!a es que la purificación de

genes es llevada a cabo en el proceso de clonación, ya que la i~ 

serc!ón de ftagmentos de DNA al veh!culo de clonación es al azar. 

La utilidad de este ~étodo depende de la habilidad de construir

una colección de secuencias de DNA clonadas representativa del. -

genoma de interés en su totalidad, y en la capacidad para ident~ 

ficar y aislar una sola de estas secuencias l54). 

En un recombinante, la molécula de DNA que ea caplz de au

toreplicarse en un huésped es llamada veb!culo de clonación, y -

la molécula que es ligada a él y que ahora es replicada junto -

con el vehículo es llamada pasajero (51}. 

En la tecnología de DNA recombinante existen diversos com

ponentes técnicos importantes tales como: 

1. La disección sistemática de las moléculas de DNA de in

~ terés con enzimas de restricción; 

2. la reunión de los fragmentos de DNA a un vehículo de -

~ clonación apropiado, 
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3. la selección de moléculas recombinantes, y 

4. la identificación y caracterización de los fragmentos -

de ONA clonados. 

Algunas de las enzimas claves para el conocimiento actual-

de la biolog!a son la fosfatasa alcalina de E. coli, la nucleasa 

Sl, la exonucleasa de lambda, las endonucleasas de restricción,-

la ONA ligasa, la ONA polimerasa I, la nucleotidiltransferasa --

terminal, y la transcriptasa reversa (55, 56). Las endonucleasas 

de restricción (57,58) y la ONA ligasa (59,60) son escenciales -

en el proceao de generación de moléculas recombinantea. 

Los dos veh!culos procariotes mas comúnmente .usados en ex-

perimentos de DNA recombinante, son los plásmidos de E. coli y -

los derivados del colifago lambda. Ambos sistemas tienen inhere~ 

tes ventajas y desventajas para un experimento dado, pero en ge-

neral, ambos pueden ser usados indistintamente para experimentos 

de clonación. 

Clark y Carbon, en 1976 (61), fueron los primeros en util! 

zar los métodos de clonación para producir una colección de fra~ 

mentos del genoma de E. coli en el plásmido pSC10l. Este genoma

bacteriano contiene 5 x 106 pares de bases y puede estar repre--

sentando en pocos cientos de clonas de 10 kilopares de bases. Un 

genoma de mam!fero contiene cerce de 2 x 109 pares de bases por-

6 7 equivalente haploide, y se requieren cerca de 10 a 10 fragmen-

tos de ONA de 20 kilopares de bases para tener completamente re-

presentado este genoma, lo que significa que al utilizar un plá~ 

mido como vector de clonaci6n se requerirán muchos gramos de DNA 
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pasajeros y varios litros de bacterias para transformar. El uso

de derivados del bacteriofago lambda y el desarrollo de las téc

nicas de encapsulación in vit~o incrementaron la eficiencia de -

clonación, permitiendo la construcción de bibliotecas de genes -

usando pequeñas cantidades de DNA (microgramos) y de cultivos -

bacterianos (50,54,62). Esto permitió la construcción del primer 

banco de genes de DNA ~enómico de mamífero a Blattner (63) y a -

Maniatis (64). 

LAMBDA COMO VECTOR DE CLONACION. 

El colifago A maduro contiene una molécula de DNA de doble 

cadena de 48,000 pares de bases que puede ser dividida en tres -

regiones (Figura 1). La región del extremo ezquierdo incluye a -

todos aquellos genes A ~~- J) cuyos productos son necesarios 

para encapsular el DNA del fago y producir un virión infectivo. 

Aproximadamente 20 genes est¡n involucrados en morfogénesis (65, 

68) . La región central entre los genes ~ y ~ contiene genes cu-

yos productos no son necesarios para el crecimiento productivo -

del fago. La porción restante del genoma, a la derecha del gene

~· incluye los principales elementos de control, los genes nece

sarios para la replicación del fago ( 2 y ~ ) y los genes ~ y ~

que codifican para las proteínas requeridas para la lisis de la

membrana y pared celular de la célula huésped, respectivamente -

(66, 68). 

En cada extremo del genoma de l hay proyecciones de una so 

la cadena de secuencias complementarias a través de las cuales -
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la mol&cula se circulariza al ser inyectada por el fago a su cé-

lula huésped, la fusi6n de estos extremos cohesivos permiten la-

formaci6n del sitio~(.!!_.~) (Figura 1) (65,66). De las aproxim~ 

damente 50 prote!nas que codifica l, seis son regulatorias (.=.!_ 

~· .=.!..!!.• ~· ! y ~)y su expresi6n da lugar a un circuito de -

expresi6n 9&nica con el fin de dar una respuesta l!tica o lisog! 

nica (66,67). 

Bl uso del colifago lambda como vector de clonaci6n de DNA 

g~n6mico •• un •'todo atractivo·, ya que un gran número de placas 

de lisis de fagos recombinantes pueden ser rlpidamente generadas 

utilizando pequefias cantidades de DMA pasajero (69) • Su uso como 

vector de clonaci6n se basa en el hecho de que más del 40\ (20 --

kpb) de su 9enoaa, el cual forma un bloque cont!nuo en la región 

central, contiene genes que son totalemtne dispensables para el-

crecimiento lítico (63,68,70). Los derivados del laabda adapta--

dos espec!ficaaente para la clonaci6n de DNA están constru!dos -

de tal manera que las endonucleasas de restricci.6n s6lo tengan -

sitios de reconocimi.ento en la regi6n dispensable, de modo que -

permitan la adici6n o reemplazamiento de un segmento heter6logo-

de DNA. Mutaciones puntuales, delaciones y auatituciones son in-

troducidas al tipo silvestre para alterar la distribuci.6n de los 

sitios de restricci6n o eliminarlos de la regi6n esencial del g!. 

noma del fago (63,68,70). 

Todo esto ha permití.do el desarrollo de un . gran número . de-

vectores que pueden aceptar y propagar DNA heter6logo insertado-

en una variedad de sitios de restricción (7l). Aquellos deriva-• 
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dos que tienen un solo sitio blanco, en el que el DNA heterólogo 

es insertado, se conocen como vectores de inserción¡ y aquellos

que tienen sitios pares, que permiten remover un segmento y ree~ 

plazarlo con DNA heterólogo,son conocidos como vectores de reem

plazamiento en loa que para su uso es crítico el corte eficiente 

en los sitios blanco de las enzimas de restricci6n en el DNA ve~ 

tor. 

La deleci6n de la regi6n dispensable del genoma produce f~ 

goa no infectivos . La infectividad se pierde ya que la encapsul~ 

ci6n del viri6n requiere de un tamaño mínimo y de uno maximo (68 

72) . Al reemplazar la región deletada con una secuencia de DNA -

heteróloga, de · taaaño apropiado, la infectividad es mantenida. 

La encapaulación no sólo requiere de aol,culas de tamaño apropi~ 

do, sino tambi'n de la secuencia .!:.2!_ que incluye los extremos -

cohesivos (73). 

El empacamiento de mol,culas de tamaño apropiado ea funda

mental en el diseño de vectores de clonación derivados de l y el 

uso de la t'cnica como medio eficiente de recuperación de recom

binantes. En cuanto al requerimiento del tamaño del DNA que pue

de ser encapsula~o, las moléculas en un rango de entre el 80 - -

100\ (y aun 105\) del tamaño normal de lambda son preferente~en

te encapsuladas. En general, los fagos con más del 25\ de su ge

noma delatado no son infectivos. Aquellos con el 22-25\ de geno

ma deletado crecen pobremente y son fácilmente sobrecrecidos por 

aquellos fagos con un conten i do de DNA mayor , y fagos con mas -

DNA que el normal también son desplazados (68). En términos gen~ 
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rales, podemos decir que la longitud del DNA en los fagos no de

be ser mayor al 105\ ni menor que el 78\ del genoma silvestre -

( 72). Por lo tanto, el tamaño del DNA pasajero está restringido

ª que el tamaño de las moléculas recombinantes esten dentro de -

los límites mencionados. 

Stenberg (74) descubrió un sistema donde el DNA recombinan 

te es adicionado a extractos celulares, hechos de lisógenos de -

lambda, que proporcionan precabezas, colas y otros componentes -

necesarios para el ensamblaje de fagos in vit~o. El DNA es inco~ 

porado (o empacado) dentro de cabezas y después se ensambla la -

cola para producir partículas infecciosas. Esta técnica es diez

veces mas eficiente que la transfección. También se ha visto que 

tiene una marcada preferencia para empacar moléculas de DNA de -

tamaño máximo. 

La clonación con fagos vectores involucra, en términos ge

nerales, diferentes pasos (72). 

1. El DNA del vector es digerido totalmente con la enzima

de restricción apropiada, y en el caso de vectores de reemplaza

miento sin selección positiva para recombinantes, que los brazos 

del fago sean físicamente separados de la región central dispen

sable. 

2. Los brazos son ligados a fragmentos de DNA heterólogo -

con los mismos extremos cohesivos. 

3. Las moléculas de DNA recombinante resultantes, son en-

capsuladas in vit~o para producir partículas fágicas viables que 

formen placas de lisis en huéspedes apropiados. 
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4. Identificaicón de secuencias de DNA pasajero, comunme~ 

te por procedimientos que involucran hibridización de ácidos nu 

cléícos. 

Para la selección del bacteríof ago lambda vector que se -

va a utilizar hay que considerar la enzima o enzimas de restri~ 

ción que se van a utilizar y el tamaño de los fragmentos de DNA 

a clonar. En la actualidad se han desarrollado una gran varíe-

dad de fagos A adaptados para clonación. Algunos tienen selec-

cíón positiva para recombínantes; otros con secuencias íns·erta

das que permiten el reconocimiento del fenotipo del fago; y - -

otros conocidos como fagos vecfores de expresión (63,75 - 781. 

EL FAGO ;l. 1059: UN VECTOR DE CLONACION CON SELECCION POSI.TIVA -

PARA RECOMBINANTES. 

La mayoría de los fagos vectores son vehículos de clona-

cíón por sustitución que requieren que la región dispensable 

sea físicamente separada de los brazos del fago antes de que 

sea reemplazada por DNA heterólogo (62,64), pero la eficiencia

del método no es tan buena como la deseada y puede haber conta-. 

minación con uno o mas de estos fragmentos. 

En 1980 se reportó la construceión del fago vector . A 1059 

que tiene un sistema de selección positiva para los fagos reco~ 

binantes {76). Ello permite la construcción de recombinantes -

sin la separación física de los brazos del fago. El fago l 1059 

está formado de tres fragmentos generados por corte con ~: 

uno de 19.6 kpb, que corresponde al brazo izquierdo, lleva to-

dos los genes para las proteínas de la cabeza y la cola1 un •--
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fragmento central de 17 kpb, que corresponde a la regi6n dispe~ 

sable para el crecimiento lítico del fago; y uno de 9.4 kpb, el 

brazo derecho, que lleva los genes de replicaci6n y lisis. Las-

secuencias contenidas en los dos brazos representan el 58.2\ de 

la longitud total del fago silvestre. La producción de fagos 

viables es llevada a cabo al reemplazar el fragmento central 

con secuencias de DNA de 6.3 a 24.4 kpb (secuencias que repre--

sentan el 12.8\ al 49.8\ de la longitud total del fago silves--

tre) • La estructura del genoma del 1 1059 se encuentra esquema-

tizada en la parte superior de la figura 2. 

En la construcci6n de este fago vector se delataron dos -

sitios de reconocimiento para la enzilna ·B·a·nHr en la región co--

rreapondiente al brazo izqui.erdo, uno en la regi6n central y en 

el brazo derecho se removió el DNA entre dos sitios de BamHr. 

La regi6n central del fago lleva secuencias de un p.lásmido - --

ColE1, el pACL29, que introduce el gene de la B lactamasa - - · 

(Ampr) y el gene de inmunidad a colicina (colicinar}, ade.más en 

esta región están presenteslos genes red · e~ y Sl y el gene 

+ ~ gamma dándole al fago el .fenotipo spi . Este fago ademas de ser 

un vector por sustitución puede s·erlo por recombinación ya que-

lleva duplicados los sitios att de . 1 y mGltiples orígenes de Ye 

plicaci6n ColE1. Entonces puede crecer líticamente como fago o-

no líticamen~e como plásmido en presencia del represor de . 1, 

por tanto, 1 1059 pertenece a la familia de los .fagos vectores-

".fásmidos". 

El esquema de selecci.ón para recombinantes e.stá basado en 
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el fenotipo !R.!_ de lambda (sensibilidad a inhlbici6n por P2 (67) 

Los derivados !R.f.- de lambda son fagos que forman placas sobre • 

cepas de E. coli lisogénicas para el fago temperado P2. Zissler

(79), fuf el primero en describir este fen6meno, al .demostrar -

que el loci red y ga1111Da eran requeridos para una expresi6n total 

del fenotipo. Al tener los genes .r ·ed y ·gallUlla en la proci6n cen-

tral del vector, bajo en control de !?.!!• loa recombinantes que -

han austitu!do este fragmento aer¡n spi-y se distinguir'n de los 

fagos . l 1059 silvestres al crecer sobre un césped de células de

E. coli que contiene P2. Los recombinantea son incapaces de _cre

cer sobre cepas !:!..:!_ (.76, 771. En la figura 3 se muestra la estra 

tegia de construcci6n de recombinantes usando el vector l 1059. 

El hecho de que el fago l 1059 lleve en la regi6n central

aecuencias de un pl,amido ColE1, representa cierta desventaja e~ 

perimental en los casos donde se utilizan plásmidos ColE1, tales 

como el pBR322 (111), como detectores en experimentos de hibridi 

zaci6n. Estas secuencias podr!an ser detectadas en el proceso de 

selecci6n y seleccionar aquellos fagos padres que han escapado a 

la selección fil· Esto puede deberse a que se ha perdido el fen~ 

tipo por algún rearreglo 6 deleci6n en la zona ~, sin que haya 

habido un reemplazamiento de DNA en la regi6n central (80). Alg~ 

nos derivados del l 1059 han sido constru!dos· (761 de tal manera 

que el fragmento del DNA del plásmido ha sido sustitu!do. Los ma 

pas de restricción de estos f~qos derivados del . l 1059 se mues-

tran en la figura 4. 
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II OBJETIVO 

El aislamiento y purificaci6n de los genes que codifican -

para las enzimas relacionadas con el metabolismo nitrogenado en

el hongo Ne.ulr.oiipOll.4 Cll4lili4, ayudarla a comprender su organiza- -

ci6n y regulaci6n, lo que. nos dar!a la oportunidad de estudiar -

loa mecanismos moleculares de su expresión. 

Considerando el interés que existe en este centro de inve~ 

tigaci6n por estudiar, tanto a nivel fisiol6gico como molecular

laa vtaa metab6l~cas relacionadas con el metabolismo del nitróg~ 

no, el objetivo del presente trabajo fue el. de establecer en - -

nuestro medio la metodologta de DHA recombinante, como herramie~ 

ta para la clonación molecular de esta inforDación. Se utilizó -

como modelo experimental el hongo Ne.u.11.olipOll.a. C.11.Ulia., aunque tam

bién se contribuyó al estudio de los genes de fijación de nitró-

. geno en la bacteria simbi6tica Rhi.zobium pha.iie.oti. 

Se construyeron bancos de genes del genoma Ne.u.lr.04polla. en -

fagos vectores y se montaron las matodolo9tas necesarias para el 

análisis, localización y purificación . de clonas espec!ficas de -

interés. 

Como estrategia posible de clonaci6n del gene de la gluta

mino sintetasa se aprovechó la expresión diferencial presentada

por el polipeptido e de la enzima, entre las cepas silvestre - -

. (74-A) y un· auxótrofo ' parcial de glutamina (gln1-a), crecidas en 

glutámico y 9luta111i:na re.spectiva111ente. 



III MATERIAL Y METODOS 

CONSTRUCCION DE BANCOS DE GENES DE NeuJto6pOJt4 CJt4664. Se creci6 

la cepa • ·slillle" de NeuJto6pOJt4 en Voc¡el, medio mínimo suplemen-

tando con 1.5, sacarosa, a 25ºC por 12 horas (81). Se purific6-

DNA de alto peso •olecular (28J. Alicuotas de DNA fueron dic¡er! 

das parcialmente con ·!!!!!!!. o con ·!!:!Q!. ( 75 l 1 el buffer de reac

ci6n utilizado en las reacciones de diqesti6n con ~ fue - -

20mM TrisBC1 pB 8.5, 100aM NaC1 y 10mM MgC1 (82). Por electro-

foresis en agarosa se seleccionaron aquellas diqestiones que g~ 

neraran una aayor cantidad de fraqmentos de 10 a 20 kpb, y se -

limpiaron precipitando dos vec·es con dos volúmenes de etar,iol y

lavando con 70' etanol (a - 20ºC), esto para bajar la concentr~ 

ción de sales provenientes de la digestión con endonucleasaa de 

restricci6n y llevar a cabo las reacciones de ligamiento al DNA 

vector con mayor eficiencia. 

Se creció el fago vector . 1 1059 y se purific6 DNA (75). 

El DNA del fac¡o se circulariz6 por sus extremos cohesivos y fue 

dic¡erido totalmente ccn ~, el DNA restringido con ~ ae

limpió de igual manera que la descrita para e .l DNA de NeUJto6po

Jt4, y fué ligado a frac¡mentos de DNA de 10 a 20kpb de N. CJtd.664 

en una proporción molar 1:1 (64,83). Los fagos recombinantes se 

. generaron por encapsulación in vit.Jto del DNA lic¡ado (84), util! 

zando las cepas lisog,nicaa NS433 y 7NS428 (741. 

SINTESIS DE cDNA DE CADENA SENCILLA MARCADO RADIACTIVAMENTE CON 

32 
l' . Se purific6 111RNA poliA+ (7) de las cepas l!.:!,, crecida en-
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10mM glutámico a 2SºC por 12 h.oras (_1 1 ) . El RNA fué limpiado --

precipitando dos veces con 2 volúmenes de etanol y se lavó des-

pués de cada precipitación con 70\ etanol. La reacción de s!nt~ 

sis de DNA complementario (SS) fué llevada a cabo a 42ºC por 60 

minutos en un volumen final de SO microlitros conteniendo S mi-

crogramos de mRNA poliA+, en presencia de h1dróxido de metil 

mercurio (86). S microlitros de mRNA poliA+ fueron incubados en 

presencia de CH 3 Hg OH a una concentración final de 2mM durante 

diez minutos a temperatura ambiente, se adicionó B-mercaptoeta-

nol a 28mM final y o.e U/microlitro de RNAsin (Promega-BioteQ 

se incubó a temperatura ambiente por S minutos . Esta mezcla fué 

llevada a SO microlitros con 0.1M Tris HC1 pHB.J (a 42°C), -

0.1mM de cada uno de los deoxinucleotidos; 10011 Ci de 400Ci/ 

32 
mmole de dCTP P, 140mM JCC1, 1 OmM MgCl, 200 g/ml o ligo dT y .28 

unidades de transcriptasa reversa. El cDNA, sintetizado es sep~ 

rado de la marca no incorporada por filtración en columna de s~ 

fadex poro G-7S. Este cDNA tiene una actividad espec!fica de 

10 8 cpm/µg. 

HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS. L..os fagos recombinan tes fue-

ron plaqueados sobre la cepa Q3S9 (7S) en cajas conteniendo - -

10q/l de tripticasa (BBL); Sg/l NaC1 y 10g/l de agar. Para el -

aqar de superficie se utilizaron 79/l de agarosa . El DNA de las 

placas de lisis es adsorbido y fijado a filtros de nitrocelulo

sa (87) e hibridicados con 10 7 cpm de cDNA 32 P (88). 
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La hibridización de fragmentos de ONA separados por elec-

troforesis y transferidos a filtros de nitrocelulosa se h~zo de 

acuerdo a la técnica de Southern (89,90). 

Los experimentos tipo "Northern" se h.icieron en geles de-

agaroaa conteniendo CH3 He¡ OH tranaf iri~ndo a papel diazobenzi

loximeti l (OBM) (.91,93).. 

32 El marcaje radiactivo de los ONAs, con ?, que se usaron 

como detectores de hibridizaci6n se hizo de. acuerdo a la técni-

ca de "Nick Translation~ (94). 

Los experimentos de hibridización-traducci6n positiva de-

mRNAs (95,96) se hicieron hibridizando 5pg de RNA poliA+ de la-

cepa· ~' en 100 111 de 50\ formamida, 20mM PIPES pH6.4, 0.2\ -

sos, 0.4M NaC1 y 100 pg/ml de RNA de E. coli, a 10 µg de ONA de 

fagos reco~binantes inmobilizados en filtros de nitrocelulosa,-

por 12-14 horas a 37°C. Los filtros fueron lavados siete veces-

con 10mM Tris-HC1 pH 7.6, 0.15M NaC1, 1mM EOTA y 0.5\ sos a - -

37ºC, y dos veces con el ~ismo buffer a 37°C sin sos. El RNA --

unido a los filtros fu~ ~luído colocando los filtros en un baño 

con agua hirviendo por un minuto y congelando las muestras inm~ 

diatamente después en un baño de hielo seco-etanol. El RNA es -

extraído con fenol-cloroformo y precipitado con etanol. Se tra-

duce en un sistema de traducción in vit~o (Promega-Biotec) y --

los productos de .traducci6n son inmunoprecipitados con anticue!:. 

pos anti GS de N~u~o6po~a C~d66d (7) y separados en geles de --

. acrilamida SOS-urea. 
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ANALISIS DE PROTEINAS EN ~INICELULAS DE E. coli. Se hicieron .mi 

nicélulas {97) de la cepa productora P61s·-s4, transformándola -

con plásmidos recombinantes de Ne.uJL06po11.a, derivados del pUC8 -

(102). 
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IV RESULTADOS 

El manejo de las técnicas de DNA recombinante nos ha perm! 

tido llevar a cabo la clonación molecular del genoma del hongo -

Neu.Jr.o!.poJr.a. c1r.a.1.·4'a., en el fago vector _:>. 1059, un vehS:culo de clo

nación con un siste111a de selección para recombinantes (75)'. 

Se construyeron dos genotecas de Neu.Jr.01.poJr.a. de acuerdo a -

la estretegia de clonación esquematizada en la figura 3. El gen~ 

ma del hongo fué digerido parcialmente con la enzima de restric

ción- -~, para uno de los bancos, y con ~ para el otro. 

Los frag111entos de 10 a 20kpb se seleccionaron de acuerdo al gra

do de digestión del DNA por las enzimas utilizadas. NlS:cuotas de 

éste DNA fueron separadas en geles de agarosa para escoger aque

lla condición _de ensayo que generara una mayor población de es-

tos fragmentos. Un ejemplo de esto se muestra en la figura 5; 

donde se pueden apreciar las digestiones de DNA de Neu.Jr.o!.poJr.a. 

con la enzima ·aa·m-HI. El grado de digestión es diferente en cada

una de las muestras de acuerdo a las unidades de enzima por mi-

crogramo de D~A- presentes en la reacción llevada a cabo a 37°C -

por 60 minutos. El DNA del fago _:>. 1059 fué circularizado por sus

extremos cohesivos y digerido totalmente con Ba~HI, lo cual gen~ 

ra dos fragmentos de DNA, uno de aproximadamente 27kpb correspo~ 

di ente a los dos brazos del fago, y otro de 17kpb que correspon

de al segmento interno (figura 2, parte inferior). 

Los fagos recombinantes se formaron al encapsular in vitJr.o 

(841 las moléculair de DNA recombinante _generadas al ligar los --
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bra z os del . A 10 59 con el DNA de NeuJr.o6 poJr.a. , a mb os DNAs contenie~ 

do extremos cohesivos de BamHI. Los fagos recombinantes se sele~ 

cionaron en la cepa Q359 (rk-, mk-, sor, P2), con una eficiencia 

de clonación de 4 x 10 4 unidades formadoras de placa (ufp) por -

microgramo UlgJ de fragmentos de DNA de NeuJr.o6poJr.a. de 1 o a 

20kpb w La eficiencia de clonaci6n obtenida a~ generar fagos A --

1059, después de digerir con· ~ y religar su DNA, es de - - -
6 . 

4 x 10 ufp/~g de DNA de fago al plaquear en una cepa no restric 

tiva {QJSB, r;, m~ , BOr}. En la cepa Q359 menos de 2 x 10 2 ufp 

son detectadas • . De estos experimentos se generaron cerca de - w -

18,000 fagos rec0111binantes que representan clonas independientes 

da DNA de Ne.uJr.oópoJta. cJr.a.óóa. entre 10 y 20kpb. 

Un an&lisis ~nicial de los bancos de genes constru! dos con 

sistió en observar, por electroforesis en geles de agarosa, el -

patrón de restricción generado por !!!!!!!!_ en clonas independien--

tes. Para ello, aislamos al azar placas de lisis, producto de 

nuestros fagos recombinantes, elu!mos los fagos, los crecimos en 

líquido, y purificamos DNA (98,99). Este DNA fué digerido total-

mente con ·~ y separamos los fragmentos generados por electr2_ 

foresis en agarosa. 

Como puede apreciarse en la figura 6 , el patrón de restri~ 

ción de las clonas analizadas es diferente, pudiéndose observar-

que los fragmentos correspondientes a los brazos del fago vector -

se conservan igual en todas las clonas recombi nantes generadas -

con parciales de!!!!!!!!_ de ONA de Ne.uJr.o6poJr.a. (figura 6A). Para el 

caso de los fagos recombinantes generados con parciales de ~ 
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(figura 68} el tamaño de los brazos del .fago var!a un poco, ya-

que el sitio blanco original de ~ se pierde en el momento -

de la clonación y la enzlma cortará en el primer sitio blanco -

existente en el· ,DNA pasajero, que será diferente en cada recom-

binante. 

Por otra parte, comprobamos la presencia de una región 

única del genoma de Neu4o~p04d en experimentos tipo Southern 

(89). Para ello amplificamos la biblioteca generada con parcia

les de~ y purificamos DNA (991. Este DNA .fué digerido con-

la enzima de reiitricción· p·s·tr. Separamos los .fragmentos genera-. --
dos en la reaccción de digestión por electroforesis y transferi 

mos a filtros de nitrocelulosa. Como detector de hibridización-

utilizamos el plásmido pVK88 (27), que contiene un inserto de -

DNA de Neu.JL04p04d de 7.2kpb, flanqueado por sitios de ~· que 

' contiene el gene· ·qa-2 .cver parte inferior de la .figura 7). Como 

podemos observar en la parte superior de la figura 7, esta se--

cuencia única de Neu404p04d está contenida en nuestra bibliote-

ca analizada ·en las cantidades esperadas. Para hacer cuantitati 

vo -e·ste experimento calculamos la fracción de DNA de una secue!!_ 

cia de 7.2kpb contenida en el . genoma total del hongo multiplic~ 

da por el _número total de microgramos corridos en el gel y su -

equivalente en el tianco de genes. Asumimos que un tercio del --

DNA de los fagos recombinantes corresponde a DNA pasajero inse~ 

tado. 

cuando no se cuenta con un detector espec!f ico provenien-

te de otro organismo o con un detector sintético para la locali 
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zación de genes, se puede aprovechar la expresión diferencial --

que muestran algunos genes de acuerdo a las condiciones de crecí 

miento utilizadas en el laboratorio. También se observa expre- -

sión diferencial de genes entre diferentes cepas de un organismo 

(88,100). 

Para tratar de seleccionar aquel o aquellos fagos recombi-

nantes que lleven insertada la secuencia codificadora para la --

gl~amino sintetasa de N. C~4664, se aprovechó la expresión dif~ 

rencial presentada por el polipéptido S de la enzim~, al crecer-

la cepa silvestre, 1.!::!.• de Neu~o6po~a en 10mM glutámico a 25ºC-

por 12 horas (7) y la cepa gln1-a, un auxótrofo parcial de glut~ 

mina (11), crecida en 10mM glutamina a 25°C por 12 horas. En es-

tas condiciones de crecimiento, el polipéptido S de la enzima se 

encuentra presente en niveles de entre 5 y 10 veces mis en la ce 

pa silvestre que en la mutante, estos niveles corresponden a ni-

veles similares en mRNA específico (8) . 

Para realizar estos experimentos de hibridización diferen-

cial sintetizamos cDNA de cadena sencilla marcado radiactivamen

te con 32 P, a partir de cada una de las preparaciones de mRNA --

poliA+ purificados de las cepas y condiciones de crecimiento me~ 

cionadas. Estos cDNAs fueron utilizados como detectores de hibri 

dización de las impresiones en filtros de nitrocelulosa del DNA-

4 de las placas de lisis de aproximadamente 4 x 10 fagos recombi-

nantes (87) en experimentos independientes. La figura 8 muestra

los resultados obtenidos en un experimento donde cerca de 10 4 f~ 

gos fueron probados. Se utilizaron condiciones de hibridización-
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y de lavado severas {a 42ºC en 50\ formamida, lavando hasta con-

0 .1X ssc a 50ºCl y los cDNAs sintetizados a alta actividad espe

cífica. Como podemos ver, la autoradiograf!a muestra que aproxi

madamente el 10\ de las ufp hibridizan con los cDNAs, lo cual -

concuerda con el hecho de que solo un 10\ de las secuencias con

tenidas en el genoma del hongo son transcritas (2), de estas se

seleccionaron aquellos fagos cuya sefial de hibridizaci6n es mSs

intensa al usar como detector al cDNA de la cepa 74-A, tomando -

como referencia las sefiales que dan los fagos cercanos. Algunos

ejemplos se muestran con flechas. 

De estos experimentos se seleccionaron aproximadamente 50-

fagos independientes. Algunos de ellos fueron purificados hibri

dizando mas de una vez y seleccionando aquellas clonas que repi

ten la diferencial. Dentro de 13 fagos se localizaron regiones -

específicas de DNA que presentan hibridizaci6n diferencial en -

experimentos tipo Southern {89) • Para ello se hicieron prepara-

ciones crudas de DNA {98), se digirieron totalmente con ~ y

los fragmentos fueron separados por electroforesis en geles de -

agarosa y transferidos a filtros de nitrocelulosa. Siete regio-

nes dentro del genoma del hongo, contenidas en 13 clonas indepe~ 

dientes, son expresadas diferencialmente. 

Dos regiones que son transcritas diferentemente fueron se

leccionadas, una estS contenida en un fragmento de BamHI de - --

3.8kpb y la otra en uno de 5.4kpb también flanqueada por sitios

de BamHI. Los fagos recombinantes que contienen estas regiones -

son llamados A Ne 5.4 y A Ne 3.8; fueron purificados de la geno-
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teca de N. c~a44a construida con parciales de ~y BaroHI re~ 

pectivamente. La figura 9 muestra el patrón de restricción gen~ 

rado por la enzima ~ de cada una -Oe estas clonas y la expr~ 

sión difere-cial que presentan específicamente estas regiones. 

Ambos fragmentos fueron subclonados en pUC8 (102), el - -

cual permite la expresión en E. coii del DNA insertado, a par-

tir del promotor de ~· Los plásmidos generados, pGCS.4 y - -

pGC3.8, fueron mapeadog (figura 10) y su expresión fue analiza• 

da en minicélulas de E. coli. El fragmento de 5.4 dirige la s!~ 

tesis, predominantemente en una orientación, de tres polipépti

dos de 44, 40, y 30 x 10 3 daltones (figura 11) .Este experi~ento 

nos permitió ' establecer la dirección s• y 3' de este gene.Estos 

productos sintetizados en minicélulas de E. col¿ no inmunopreci 

pitaron con anticuerpos anti-GS de Neu~o4po~a c~a44a. 

Para determinar el tamafio de los transcritos codificados-

por estas regiones de DNA realizamos experimentos tipo "nor- -· 

thern" (103), donde preparaciones de mRNA poliA+ de las cepas -

74-A y gln1-a fueron corridas en geles de agarosa conteniendo • 

hidróxido de metil mercurio (91,92), transferidas a papel DBM -

(92,93) e hibridicadas a los plásmidos pGCS.4 pGC3.8 marcados -

radiactivamente con 
32

P. La clona pGC3.8 hihridiza con un mRNA

de 1.3kb de la cepa 74-A; · ni este transcrito ni ningún otro, se 

encuentra en la preparación de mRNA de la cepa gln1-a (figura -

12). Con la clona pGCS.4 no detectamos hibridización, posible--

mente porque su RNA correspondiente migra en la zona de los 

rRNA y au eficiencia de unión al papel es muy baja (88). 
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Para descartar la pos·ibilidad de que las regiones que InO.!!._ 

traron expresión diferencial representan únicamente sohreposi-

ciones de una misma región del genoma del hongo dentro de los -

fagos recombinantes, llevamos a · caho un experimento de hihridi

zación tipo Southern, donde los DNAs de las 13 clonas· diferen-

ciales, digeridos con ·Baí:!iHr · y transferidos a nitrocelulosa, fue 

ron hib:z¡idizados al fragmento de S.4kpb, se111i'purifi·cado por 

electroelución. De las siete regiones diferenciales solo la re

gión de 3.Bkph mostró cierta homología con este frag.l!lento (fig~ 

ra ~3). De las 13 clonas independientes que mostraron hibridiz~ 

ción diferencial en re.qiones específicas dos· s·on i. NcS. 4 . Esto 

se determinó al hihridizar DNA de las clonas con el DNA del fa

go i. NcS.4 marcado radiactivamente con 
32

P. 
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V DISCUSION 

Los resultados presentados e~ este trabajo muestran clara 

mente las posibilidades que nos dan las técnicas de DNA recom-

binante. La construcci6n de bibliotecas de genes del hongo Neu

~o6po~a c~a66a nos permiti6, en este caso, montar una serie de

metodologías indispensables para -ia loca'lizaci.6n ·de secuencias

de interés, así como llevar a cabo una estrategia posible de -

clonación del gene de la glutamino sintetasa. 

Analizando nuestros datos, al llevar a cabo 1a clonación

del genoma de Neu~oapo~a vemos que nuestra eficiencia de clona-

a-ci6n 4 x 104 fagos por microgramo de fragmentos de DNA de 10 

20kpb, es de aproximadamente seis veces menor a la reportada 

por Karn et al (75). Ellos obtienen 2.4 x 105 fagoi por micro--

gramo de DNA de Nematodo, seleccionados en una cepa restrictiva 

(Q359), al utilizar el fago A 1059 como vehículo de clonaci6n. 

Nuestra eficiencia es similar a la reportada por Maniatis (64}, 

3.8 x 104 recombinantes por microgramo de DNA eucariote, utili

zando como vectores de clonación los carontes 4 y 4A [63). Nue~ 

tra eficiencia de generar fagos A 1059, en una cepa no restric

tiva (Q358), después de digerir y religar su DNA, es similar a

la reportada (75). 

Una vez montada la metodología de construcción de fagos -

recombinantes, en nuestro grupo construímos otros bancos de ge

nes, dos del genoma de la cepa silvestre del hongo y uno de la

cepa CFN 42 de Rhizobium pha6eoli, en este caso , nuestra efi- -
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ciencia aumenta y es similar a la reportada por Karn. Posibleme~ 

te esto se debe a que el método de selección de insertos de 10 -

a 20kpb es mas eficie.nte cuando los fragmentos·. generados por las 

enzimas de restricción son separados por tamaño, ya sea por ul--

tracentrifugación (1041 o por electroforesis preparativa en ge-
l'--

1, les de agaroso', que cuando íinica111ente s·on seleccionadas las con-

diciones de digestión que generen una mayor cantidad de fragmen-

tos del tamaño deseado, ya que en este caso, los fragmentos de -

DNA mas pequeños compiten por · los brazos del fago. De estos exp~ 

rimentos se g.eneraron aproximadamen.te 30 x 10 4 fagos recombinan-

tes que representan clonas independientes de DNA de Neu404p04d -

C4d46d entre 10 y 20kpb, con una probabilidad del 95 al 99\(112) 

de tener representadas, al menos una vez, todas las secuencias -

contenidas en el genoma del hongo, considerando que su tamaño es 

de 2 7 .X 1 0 J kpb • 

Estos datos muestran q.ue hemos montado la metotodolog!a ·n~ 

cesaría para la construcci6n de bancos de genes en fagos vecto--

res y de que estamos en condiciones de clonar cualquier geno~a. 

En la b6squeda del gene de la glutamino sintetasa de Neu--

4o4p04d llevamos a cabo diferentes estrategias. En enterobacte-

rias se ha identificado el gene estructural de GS , ·. ·91·nA, as! - -

como otros genes ligados y no ligados a glnA,· glnL, · glnG y glnF, 

cuyos productos participan en la regulación de la s!ntesis ó de-

la actividad de GS (106, l081. El plis~ido pACRS (1101 fu6 cons-

tru!do clonando un fragmento de DNA de E. colL, dentro del 

pBR322 (.111 l, contiene intacto el . gene glnA clonado originalmen-
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te en el pACR1 t97,109). Al utilizar el pACRS como detector de

hibridización contra DNA del hongo o contra DNA de nuestros fa

gos recombinantes vemos que rio hay hibridización, ni relajando• 

las condiciones de hibridización (datos no 111ostradosl. Ello nos 

indica que posiblemente no exista homolog!a entre los . genes es

tructurales de GS en estos dos organismos. Al tratar de. comple

mentar cepas de E. col.l con auxotrófi.a por . glutamina, · e~, 

112) con nuestros fagos recombinantes no hay complementación, -

esto nos indica o que nuestras clonas no llevan el . gene de GS o 

que el gene estructural de GS de Neu~oapo~a no se expresa en E. 

col.l (113) (E. Calva, comunicación personal} ·. Datos similares -

se obtuvieron al tratar de complementar esta cepa de E. col.l -

con el gene estructural de GS de la levadura ~. Dávila, comuni 

cación personal). 

El uso de detectores sintéticos ha permitido la clonación 

de diversos genes (114,115), un ejemplo de ello es la clonación 

del gene de la GDH de NeuAoapoAa (16,18). La s!ntesia de oligo

nucleótidos requiere que se conozca la secuencia de aminoácidos 

de la proteína {116). Al tratar de secuenciar los polipéptidos

a y S de la GS de Neu~oapoAa se encontró bloqueado el extremo -

aminoterminal en ambos polipéptidos. (E. Calva, comunicación -

personal). Esto podría ser una indicación de que, por lo menos

en este sitio, ambos polipéptidos son muy parecidos. Digestio-

nes de las a y S con proteasa VS, enzima que corta después de

asp,rtico y glutámico (117 J , produce un patrón similar entre ~m 

bos polipéptidos (E. Calva, comunicación personal!. 
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Recientemente se ha purificado un plásmido, pGDCl, que -

contiene una secuencia de Sac.c.fi.a.11.omyc.e.s c.e.Jr.e.v,(.'4.{.a.e. q.ue completa 

una &uxotrofía por glutamina (118). Hemos llevado a cabo exper! 

mentos preliminares, utilizando como detector heter6logo de hi

bridización este plismido, contra DNA total d·e Ne.u.Jr.o.6polia.. C\ia!!_ 

do el DNA de Ne.u.11.0.spoll.a. es digerido con ·~, una banda de - -

17kpb y otra de 9kpb aproximadamente, hibridizan con este dete~ 

tor. Si el DNA del hongo es digerido con ~' nuevamente obt~ 

nemos hibridización, en este caso en · una banda de mas de 23kpb

y en otra de aproximadamente 0.8kpb. Las condiciones de hibridi 

zación utilizadas en estos cucperimentos· fueron las usadas para

detectores homólogos. Al probar con este detector las 13 clonas 

aisladas en este trabajo, que presentan .regiones específicas -

con expresión diferencial, no obtuvimos señales de hibridiza- -

ción. 

La estrategia de clonación del gene de ·Gs de N~u.11.0.spoJr.a. -

presentada en este trabajo representa una posibilidad más de -

clonaci6n. Numerosos . genes han sido aislados utilizando la ex-

presi6n diferencial que presentan, tanto en eucariotes senci- -

llos como en eucariotes mas avanzados (100~101,ll9,l21l. Al re~ 

lizar este proyecto se trató de aprovechar la expresión difere!!_ 

cial presentada por el polipéptido 8 de la GS de Ne.u.Jr.o4poll.a. en

tre las cepas 74-A y ·gln1-a, como ha sido mencionado. En los ·r!. 

sultados se ha presentado el aislamiento de dos regiones de DNA 

de Ne.u.11.0.spoll.a. que son expresadas diferenciaimente. Estas regio

nes no contienen el gene est.ructural para la GS de. Ne.u.Jr.ospoll.a. -
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Al probar estas clonas para transformación de cepas auxótrofas

de N. C~4444 a protótrofas de . qlutamina, los resultados fueron

neqativos. Se llevaron a cabo experimentos de hibridización-s·e

lecci6n positiva con el DNA de estas clonas inmovilizando en -

filtros de nitrocelulosa. El mRNA poliA+ usado fué el de la ce~ · 

pa 74-A crecida .en glut&mico. No obtuvimos enriquecimiento para 

el mRNA de GS • 

.Zl polipéptido a de la cepa mutante gln1-a es indi•tingu.!_ 

ble del de la cepa silvestre, pero esta mutante no sintetiza, -

in vivo o in v~~o, el mon6mero 8 de la GS • . Sin embargo, esta -

cepa sintetiza un polipéptido (y) con un peso molecular menor -

y que cruza con los anticuerpos contra a y 8 (122), esto podr!a 

ser explicado como una mutación en el gene para el polipéptido

S. Entonces, la clona que lleve el gene estructural para el po

lipéptido 8 de la GS podría hibridizar, en un experimento tipo-' 

"northern", con los mRNAS de. las cepas· ·~ · y glnl-a, crecidas

en glutámico y glutamina respectivamente, pero el tamaño y ni-

vel de los transcritos deberán ser diferentes. Al realizar este 

·experimento con nuestras clonas, en un caso obtenemos hibriáiz~ 

ción solo con el mRNA de la cepa silvestre. Si ambas cepas son

crecidas en glutámico los niveles de los transcritos serán simi 

lares. 

Las limitaciones encontradas ~n la estrategia de clona- -

ción elegida para aislar el gene ó genes de la GS de N~u~o&po~a 

están dadas, principalmente, por la carencia de mutantes tota-

les de la enzima en el hongo. Esto es debido probablemente a --
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que el posible parecido existente .entre los polipéptidos a y 6-

de · la GS, a nivel de proteína, podría impedir una respuesta de-

hibridización dierencial clara, ya que posiblemente este pareci 

do sea reflejo de similitud entre · secuencias codificadoras. Por 

otra parte el tamaño de los fragmentos de DNA de N. c~a&·&a con-
·' . 

tenidos en los fagos recombinantes podría causar que la señal -

diferencial no sea apreciada, ya que en 10 a 20kpb deben exis--

tir mas de una secuencia codificadora. Si éstas no estuvieran -

relacionadas con metabolismo nitrogenado su regulación seri di-

ferente, por lo que sus niveles de transcripción se mantendrían 

invariables en las cepas y condiciones de crecimiento utiliza--

. das en este proyecto, y esta hibridización de fondo obscurece--

ría la diferencial. 

Creemos que la estrategia llevada a cabo representa un i~ 

tento m&s realizado para la clonación de dicho . gene y que a pe-

sar de que los resultados no fueron los deseados la estrategia-

de hibridización diferencial es una buena posibilidad para aqu~ 

llos casos en los que existan mutantes totales y la inducción -

o represión de la síntesis sea total. Para el caso de GS de Neu 

~04po~a surgen preguntas tales lExiste realmente un gene para -

cada polipéptido? Si es as!, lestos genes estin sobrepuestos o-

separados? lCómo es que solo existen mutantes para el polipépt! 

do 8? 

A lo largo del desarrollo del proyecto han surgido nuevas 

posibilidades de clonación de las secuencias codificadoras de -

GS. El aislamiento del pGDC1 y el hecho de que existan secuen--
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cias dentro del genoma de Ne.u4o~po4a con homología con las se-

cuencias de S. ce4evi..6.i.ae contenidas en este plásmido, nos brin 

da una alternativa con posibilidades de éxito. La estrategia a- . 

seguir ser!a utilizar este plás~ido como detector de hibridiza

ci6n contra el DNA de grupos de 300 fagos recombinantes, trMis

ferido a filtros de nitrocelulosa, para probar todas las clonas 

de los bancos de genes que hemos construído. Del . grupo de fagos 

que d6 señal de hibridizaci6n se purificar!a el fago o fagos -:

que contengan dicha infor111aci6n y se localizaría la regi6n es·p!. 

c!fica. Posteriormente se podrán transformar cepas de Neu4o4pQ

~a aux6trofas de . glutamina y se realizar!an experimentos de hi

bridizaci6n-selecci6n positiva para comprobar que se trata del

gene o genes estructurales de la GS. 

La clonaci6n de. genomas o de secuencias de DNA coDplemen

tario dentro de veh!culos de expresi6n de E. · coli., plásmidos o

fagos (123,127), podría facil·itar la identificación de . genes de 

interés. El colifago vector de expresión. lgt11 (771, es un vec

tor que contiene un sitio 6nico de ~· dentro de una copia -

del gene de 8-lactamasa tlacZ) a donde se insertan fragmentos -

de DNA pasajero de tamaño pequeño (O-Skpb). El DNA recombinante 

es encapsulado ~n vit4o, y los fagos se propagan infectando una 

cepa lisogénica· para lambda e induciendo la lisis a 42°C. La ce 

pa lisog6nica contiene un represor termosensible (cI857) • Cuan

do las secuencias del DNA pasajero codifican para una prote!na

y estas secuencias est'n en la fase y en la o·ri·entaci6n adecua-: 

das con respecto al gene· ·~ se produce una proteína híbrida. 
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Si se cuenta con un anticuerpo contra el producto del . gene de -

inter~s, el antígeno es detectado directamente sobre filtros de 

nitrocelulosa 025,126). Bancos constru!dos en este vehículo 

ayudarían en la clonaci6n de los . genes codificadores para GS y

GOGAT del hongo. 

Finalmente, .es ilaportante. mencionar que dentro de nues- -

tros bancos de genes han sido localizadas las clonas que lleven 

el gene codificador de la. glutamato deshidrogenasa {GDH). Estos 

fagos recolllbinantes fueron . iden.tificados· por L. Blanco, en el -

laboratorio del Dr. J. Mora, usando como detector específico un 

oligonucle6tido sint&tico de 20 bases. 
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VI APENDICE 

FIJACION DE NITROGENO EN 'Rh..lzob-lum p&.Meot¿ Las bacterias del-: 

género 'Rhizobium fijan nitr6geno en silllbiosis con . las raíces de 

las leguminosas (128,129). R. pha.!1eoli nodula Pha..6eoliu. vulga.--

11..U. La nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa forman un éompl~ 

jo enzim,tico que está presente en los o.rganisJDOJJ procariotes -

capaces de fijar nitr6geno atlnosf,rico. 

Los genes codificadores para los polipéptidos de la nitr~ 

genua en Kle.b.6ie.l.l.a. pnewnon.ia.e. son .!!.!.!.!!• ~ y ! y están organi

zados en una unidad transcripcional (130J. Es·to•. genes están ·a!. 

tamente conservados a lo largo de la evoluci6n y utilizándolos

como detectores de hihridizaci6n éstos cruzan con .secuencias -

equivalentes en una amplia variedad de organismos fijadores de

nitr69eno (131). 

Utilizando como detector de hibridización el plásmido - -

pSA30, el cual contiene los genes estructurales para la nitrog~ 

nasa y la ni trogenasa reductasa de K. pneumou"a.e (l 321 , en el -

laboratorio del Dr. R. Palacios, se aislaron clonas recombinan

tes que contienen las secuencias !!.!.! de la cepa· CP'N-·42 de R.ph!_ 

lie.ol.-l (133). En esta cepa las regiones!!:!.!. están . localizadas en 

un pl,smido de 250kpb, que también codifica para funcione.a de -

nodulación (133), y est'n comprendidas en fragmentos de ·~ -

de 4.7kpb (pCQlS o región!!.!.! a), 4.Skpb (pCQ23 ó región nif 

c) y 4.lkpb (pCQ12 6 regi6n !!..!Lbl. Con el fin de conocer la ·o!. 

ganizaci6n de estos genes nif, se procedi6 a construir y aislar 

fagos recombinantes que contuvieran segmentos más extensos del-
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genoma de Rh-lzobLum pk<UeolL. 

Las regiones ·~ de R. pk44eol¿ también fueron aisladas -

de un banco de genes en fagos de la cepa CFN~42 (131), constru! 

do en el fago vector. l 1059 (80}, con parciales de· !!!.!!!.!_· Estas 

clonas fueron utilizadas para an(lisis de heteroduplex entre d! 

fe rentes fagos. Las regiones ·!!!!....!. y nif b son h.011ólogas al me

nos en 4. 7Jtpb y la región ·!!:!:!.....!:.es homóloga L3Jtpb tanto con -

nif a como con nif b {134J. 

Experimentos de secuenciación indican que las tres dile-

rentes regiones ·nif contienen completa la secuencia codificado

ra para la nitrogenasa reductasa (134}. 
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FIGURA 1. MAPA GENETICO Y FUNCIONAL DEL DNA DE LAMBDA. Los genes A--] 
son esenciales para el crecimiento lítico normal. Los genes no 
esenciales para el crecimiento lítico son cI, cII, cIII, y c~o, 
los cuales participan en la regulación negativa¡ los genes int 
y X~ están involucrados con la recombinación sitio específica 
y los genes ~edy para la formación del modo tardío de repli
ción . 



>- !OS9 n>--s~m t•o 189 < rn t 29 mn '- 4c i 857 poc 129 > A [mt - e 111] 

KH 54 sR ¡ 4• rur1 ~ cn1 3 

.. ... __. t ..... - .,, 
a 

A·P ' ---- --·····-·-···---··-----sL 

. :~ o .... 
mn:n a m 

9 ' 

FIGURA 2. MAPA GENETICO DEL FAGO VECTOR LAMBDA 1059 . 
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FIGURA 3. CLONACION EN LAMBDA 1059. 
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FIGURA 4. MAPAS DE RESTRICCION DE FAGOS VECTORES DERIVADOS DE LAMBDA 
CON SELECCION POSITIVA PARA RECOMBINANTES. 
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FIGURA 5. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA DE DIGESTIONES LIMITADAS 
DE DNA DE Neu~o4po~a C~4444 con SamHI. DNA de ·alto peso mo 
lecular del hongo fu~ digerido con diferentes cantidades de 
SamHI y separado en geles de agarosa. (1)DNA de Neu~o4p0~4 
sin digerir; (2-8)Alícuotas de DNA c on d i ferentes grados de 
digestión. El tamaño de los fraqmentos de 15 a 20kpb son in
dicados. 
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FIGURA 6. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA DEL DNA DE FAGOS RECOMBINANTES DIGERIDO 
TOTALMENTE CON BamHZ. 

A) Clonas independientes aisladas del banco de genes de Neu40hp04a c4ahha 
construído con fragmentos de DNA generados por la enzima BamHZ. 

o 



B 
PM ~ kb1 

t' 6 8 . 1 ....... . J 1 1 l • - . ...... ,1 . ............ 1- "L 1 
9 4 
E>f> 

42 

2 3 
! .9 

B) Clonas independientes aisladas del banco de genes de Neu~o4po~a c~a44a 
construído con fragmentos de DNA generados por la enzima Sau3A 
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FIGURA 7. DETECCION DEL GENE qa-2 DENTRO DEL BANCO DE GEN ES DE Ne u406p0 4a 
C4a66a CON STRUIDO CON PARCIALES GENERADAS POR LA ENZIMA BamHI. 
Hibridización tipo Southern de diges t ione s con A) P6Z I ( 1 )DNA to 
tal del banco, 10 µg; (2)DNA de N.c4a66a,3 µg 1 (3)pVK88 , 0.002:
µg. B)BamHI de (4)DNA de N.c4a66a ,3 µg. Contra el pVK88 marca
do radiactivamente con 32 P, en presencia de 50 µg/ml de pBR 3 2 2. 
En la part e inferior se muestra . el mapa de restricción de la r e 
qi6n del genoma de N.c4a66a que contiene qa-2, y la c ontenida eñ 
el detector . . 
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HIBRIDIZACION DIFERENCIAL. Hibridizaci6n en pla ca del DNA 
10~ ufp transferido a filtros 1, de nitrocelulosa contra 10 7 

sintetizado a partir de mRNA poliA+ de las cepas 9ln1-a y 
glutamina y glutámico respectivamente. 
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FIGURA 9. FAGOS QUE CONTIENEN FRAGMENTOS DE DNA QUE SE EXPRESAN DIFE
RENCIALMENTE. 

I) Electroforesis en geles de agarosa de digestiones tota
les con BamHI del DNA de los fagos (A)ANc5.4;y (B)ANc3.8. 
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II) Hibridizaci6n tipo Southern de los fagos (C,O) : lNc3.B1 y (D,E) ~ lNcS.4. Los DNAs 
digeridos con BamH1 fu~ron hibridizados a 10 6 cpm/carril de 32 P-cDNA sintetizado 
a partir de mRNA poliA de la cepa 74-A,crecida en glutámico (C,E); y de la ·ce
pa gLnl-a, crecida en glutamina (E,F). 
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Genes de Nturospora crassa transcritos diferentemente 
en 1 as cepas 74A y gin 1- a. 
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FIGURA 10. MAPAS DE RESTRICCION DE LAS REGIONES DE DNA DE Neu~o~p0~4 C~IU44 5.4 y 3.8kpb, FLAN 
QUEADAS POR SITIOS DE BamHI .(B:B4mHI 1H:HindIII1SiSa.l.I 1P:P4tl). 
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FIGURA 11. PROTEINA 32 5-METIONINA PRODUCIDAS EN MINICELULAS DE E. co.Ll. La cepa P618-54 
fu' tranaforma•a con los pltamidos pGC3.8 y pGCS.4. (1) Control, sin transfor 
formar1 (2) Transformada con el pGC3.8, en una de las dos orientaciones posi-
bles1 (3) Transformada con el pGC3.8 en la otra orientación posible; (4)Trans
formada con el pGCS.4, en la orientación "U"1 y (5) Transformada con el pGCS.4, 
en la orientación "N". 
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FIGURA 12. HIBRI~IZACION TIPO "NORTHERN". Las preparaciones de mRNA 
poliA de las cepas 74-A y gln1-a, separadas en geles de 
a9arosa conteniendo hidróxido de metil mercurio y trans
feridas a papel DBM, fueron hibridizadas a 10 6 cp,/carril 
de A) pGC3.8; B) pGCS.4. Carriles (1,3) RNA poliA de la -
cepa 74-A crecida en 9lutámico; (2,4) RNA poliA de la ce 
pa g!n1-a crecida en 9lutamina. -
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FIGURA 13. HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DE DIGESTIONES CON BamHI DEL 
DNA DE LOS FAGOS (1)ANc3.8; y (2) ANcS.4, contra el fra~ 
aento de BamHl 5.4 semipurificado por electroelución y -
marcado radiactivamente con 32 P. 
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Nitrogenase reductase: A functional multigene family in 
Rhizobium phaseoli 
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Com1"1micatt'J by HarolJ J . E,·un1, Oc1ulwr l . IWU 

ABSTRACT Th< compl<te codin1 ........, a( lhe ailro
tma5C' mluctasr cene (1d/H) is prcwnt in lhrtt dffftttnl tt• 

pons ot • Rlli:obiu.m plt.anoli symbiotic plumkl. H~ 
betwtta two ol tht rqions contalninc ttifH codlac seqaences 
esknds over 5 kHobaws. These In tum shan l.J kilobuts ol 
Mmo&ocY •lth tite third rqion. TM aucleolldc trquenca ol 
tM: tbrtt nllroecnasr mlucta• pna were found to H identi· 
al. Slle-directed 1.,.rtloa mutoa.....ts lndlcaled lhat _,.a( 
llM dtrH ltMS Is indlspms.ble for altropn nution durina 
.,...biosls wilh l'luu<olas •lllroris. This lmplies lhal al kasl 
two ol tbe ntterated senes can H fundionally expressed. 

Somc prokaryotic or¡anisms are- able to fix atmospheric ni
trogen due to the prcscnce of the nitro1enase enzyme com
plex . Jhis complcx is composed oí two enzymcs: nitroscn
asc (componcnt 1) and nitroacnasc reductasc fcomponcnt 
11) . Component 1 is composed of two o subunits and two fJ 
subunits encoded by thc ni/D and nifK senes. respcctively . 
Component 11 is composed of two idcntical subunits en· 
codcd by the nifH gene . The senes codina for thc nitroccn
ase polypcptidcs werc ori¡inally charactcrized in Klrbsidla 
pneumoniat' U-3). In this orpnism nif ¡enes H. D . and K 
are or¡anizcd in onc transcripctonal unit. Niuvaenasc struc
tural senes are hi¡hly conservcd in evolution. Gene probcs 
isolated írom K. pnrumoniar cross·hybridize with equiva
&ent sequences írom a wide varicty or nitro1en· fixing orga· 
nisms (4) . This has facilitated the analysis o( thcse senes in 
OC.her orpnisms, includin1 bacteria bclon1in1 to the aenus 
Rhir..obium , whK:h fix nitroaen in symbiosis with the roots oí 
lerumes (S-101. 

For Rhizobium pltasroli, the symbiont of Phcuroltu ,·ul· 
garis. we reported the reiteration of nitroaen·fixation sene 
sequenccs (11) . In this paper we prcscnt a structural and 
func1ional analysis oí reiterated nicro¡enase reductaK DNA 
seq~nces . We conclude that nitroacnasc reducta~ is a 
funclional multigenc íamily in R. phusroli. 

METHODS 

a. ,..,,o1; Piias< Ubrary. TOlal DNA írom CFN-42 strain 
Ull was partiaily dicested wilh BamHI and th< IS- to 2S· · 
kiiobase (kbl rraction was cloned in UOS9 (12. !)). 

laduoid DNA lsolaUon. Nodules were around with dry 
ice. suspended in SO mM Tris·HCI. pH 7.5/0.S M manni· 
tol/ 20 mM sodium succinate/ 0.1% 2·mcrcaptoethanol lbuíf
er AJ and homo1cnizcd . The homo1ena1e was riltercd 
through chec~ccloth, rinscd with buffer A, and centriíu1ed 

Thc publtc<&tion co'a o( thi1 Mttclc wcrc dcfnaycJ in pal1 by pctte chatJc 
paymut . Tius an.ck mu\I thcrcfoft be hercby mit1rkcJ - uJ,·uti.u"'""'
ia accOf"Janc~ v.1ch lK U.S.C. 117)4 sukly 10 inJt..:a1c lhi s í:a.ct 
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at 1500 rpm in Sorvall HB4 rotor at 4ºC. Thc supc:rna1an1 
was ccntrifü1ed al 9000 rpm in 1he same rotor 3.1 4ºC. anJ lhi: 
pcllct was resuspcndcd in prolUplast mcdium 115 mM 
Tris·HCI. pH 8/0.4.S M sucrosc / 8 mM EDTA) anc.I incubatcd 
at OOC for .S min. This bach:roid suspcnsion was ccn1rifuged 
at 10.000 rpm in a Sorvall HB~ rolor, che: pcllcccJ cdls wcre 
lyscd. and thc DNA wa\ cx tractcd as pre\'iousl)' reponed 
1111. 

Hybridlzatlon and Heteroduplex aDCI O~A ~u~nce Analy· 
sis. Probcs were labcled wilh 1 ~P b)' nick· lranslarion 114) . 
DNA was tr.tnsícrred from agarose gcls to nitroccllulose fil. 
ten as dcscribc:d by Southcm U.SJ. and hybridization 10 
probcs was peñormcd under strin¡ent conJition~ as reponed 
previously (11}. H)'bddizalion lo phagc plaque '\ was done 
accordin¡ 10 Bcnton and Da vis ( 161. Forma1ion of hetcrodu
plcx molcculcs and clectron microscopic anal)'sis werc as 
dcscribed prcviously f17) . DNA scquencin1 was carricJ out 
accordin& toSangcrrt al. (HU. Phagcs M1Jmp8 ami Ml3mp9 
wcre used as scqucncina vectors 091. 

Sltc·Directed :\l~tagcnnis. lntermcJiatc vectors 120) wt.:re 
constructcd as sho.,.,.n in fig. JA . E.fcltrrid1iu coli slrains 
carryinc intermediatc vectors were m¡¡teJ with HB101 
(pRK2013) and with R. phasroli sir.Un CE·3 (s1rcptomycin· 
resistant tStr11t) CFN..&:!I by mix.ing stationar)' culture~ of do· 
nors and recipients . Cells were pla1cd on PY mc:Jium IO . .S% 
pcptone/ 0.3% yeasl cx.tract/ 10 mM CaChJ and incuh<a1cJ 
ovemi¡ ht at 28"C. Cclls werc resuspcnJcd in 10 mM MgSO., 
and dilutions wcre plalcd on se lcctive media . t:. n>li wa~ 
counterselected on PY platcs conlaining naliJix.ic acid al 10 
l'lfml because CFN42 is natur.ill y resistant to this drua. 
Antibiotic concentrations for R. phcurali were .SO µ.g/ml for 
kanamycin and 2 µ.¡/mi for tetracyclinc. 

Assay ror Nodutation and Nlltogt"n flurion. Stcrile P. mi· 
garis cv. Ne1ro Jamapa seedline:s wcn: srown in nilrugcn
free plant nu1rien1 agar <:!U. Thrcc to four Jays aflcr gcrmi
nation in lhc dark . plants wcre inoculateJ with 0.5 mi of li'-1 · 
uid bacteria! culture. Nodulation and nitrogcnasc OK:tivily 
(acetylcne reduction• werc mcasurcJ 17 days aRcr intM:ula
tion. 

RESULTS 
Exlnl a( HOlllO!ngy A-a .q Rqioas. We repone~ pre

viously (11) the isolacion or clonc!li containin1 ,.;¡ gcnt.: "<· 
quenccs from a total aenomc library of R. pl1tut11/i 'ilr:1in 
CFN42 constructeJ in the E<·oRI si1e of pRRJ~H . Thn.:c 
recombinant plasm1Js v.·cre isolatcd : pCQl.S . pCQ23. anJ 
pCQl:! . which contain Et·oRI insens of .i .7. 4. ~ . anJ 4. 1 kb . 
respcctively. H)·bridization oí such pla!imid'\ with 101al 

Abbre\• i;,,i.1ion~ : Sir• . \lrcrh•m~.:1n r( .. l'ilanl 1re .. 1,1an.:c1: Km". 
kan:am).:1n rc,i .. 1an1 trc'"'an.:cl : kb . k il1~a..chl . 



Gcnctics: Quinto rt al 

acnome blout from diffcrcnt R. phuuo/i Mrains showcd thc 
rcitcration of nif-rclatcd DNA scqucnccs fll) . Thc diffcrcnl 
reitcraled ni/ rcgions wcrc localizcd in a :?~0-kb plasmid of 
strain CFN-42 (11) . This strain harbors six lar¡ge plasmids. 
and the one containing nif gene sequences tp42-d) also en
codcs nodu1ation functions fsee Disc11ssion). 

The 11ifre¡ions containcd in p42-d were isolated as recom
binan! l pha¡es from a CFN-42 DNA library of BamHI par· 
tial discsts. AGCl, AGC2. and AGC3 contain the EcoRI frq
ments pttsent in pCQ15 (nifregion al. pCQ!2 Cnifrcgion b). 
and pCQ23 fnif region e). respcctively. Electron microscopic 
analysis of heteroduptcx molecuJes formcd betwccn diffcr
cnt pairs of the recombinant phqes <Fia. lA) rcvealed that 
11if rcaions a and b are homoloaous o ver a slrctch of at least 
4.7 kb. Hybridization expcriments with overbppin1 phages 
(not shown) indicatc thal homoloSY bc1ween rcaions a and b 
ends near thc BumHI sitc at the k:ft of).GC2. The ni/rcaion 
e is homologous over 1.3 kb with both ni/ rcaions a and b. 

Thc inserts of thc recombinan! plasmids pCQIS. pCQ12. 
and pCQ23 were mappcd with restriction endonucleases. 
The &oRI sites that limit these insens were locaJizcd on the 
BomHI maps of thc recombinant phaaes. RestrictM>n siles 
were ~onscrved in the re¡ions identified as homologous by 

A 

B 

~-
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heteroduplex analysis. "h~r~as diffcrences in enzymc sites 
were cvident outside lheM..· rt1nes tfi¡,. 181. The posilion of 
thc coding region of thc 11if1t ¡:ene. whose prcscncc in cach 
rcgion was demonstrateJ ~~ ONA sequcnce analysis (SCe be
low and Fia. 2) , was ali~n1..·J on the three restriction maps 
(Fi¡. 18). ····- . 

Nucleodde Sequmct of ltt'ltrrated nijH Genes. ·Fragmenls 
showing hybridization with thc 11ifH gene oflhe three nifre
gions were sequcnccd. Th1..• scquencc strategy is shown in 
Fia. 18. About 1100 nuckt1tidcs wcre scquenced in cach rc
gion <Fig. 2) and aligncd l\n the rcstriction maps CFig . lBJ . 
An initiation and a tcrmin:1tion codon determine an open 
reading framc of 296 coJons. This nucleolidc scqucnce is 
idcnlical in the thrcc regions :1nd has a lar¡,e degree ofho~
ogy with 1he nitro¡!:enasc r~Juctasc sequcnccs that havc bcen 
found in othcr nitroacn-íixin¡.: organisms f22-29J. Thc high
:st dcgrec of homology wa-. found with other rhizobia (22-
24). Therc are two addititlR:ll ATG codons at positions 22 
and 64 upstrcam from thc onc assiancd hcrc as thc nitrogcn
asc rcductasc initiation coJon. Thcsc would determine open 
rcading frames of JOS and '.\ 19 codons. Such allernative poly· 
pcpttdcs would not havc homology in the amino-terminal re
aion with other known nitrogenase reductase pro1eins. 

a.:---------r1••---,:~~-'i'lfi't....,~~~.-r---.-rJ•1---r¡-r--;7~:~L.,----:r-: 
,CQIS : . . -·- .. _ 

b,~.~: 
-'----.'----~~-,co11 

' ' ' ' 

. ' 

C 1•---1T¡--¡rr1-~L·'!'t~-'f""-~;..,,,,~,.--..--------,,~~~..--~--
-----------,coz> 

f1c; . l . Extenl clhomoloey amons ni/restons ofs1rain CFN-:42 .. (A.) Electron. '!"icroaraphs a~ sd~rn.atic rcpruentation ofhc1eroduplues 
bctwcen recombinan! pha,cs ).G(l. ).QC:? , and ).QCJ. Arrows 1ndtcate the pos111ons of tht re¡t0ns in '4"hich there is homolon bcl""cen lhe 
insens. Thc schemes rcprnent the mean \'alucs of JO molccules measurcd: thin and dolled lincs represcn1 ,in~lc-slranded OS."- s. 181 Rci;1ric
tion endonuckase map o( nifrc¡ions . BomHJ sites were mapped in lhe rccombinant pha¡n by partial diJ!c,tK>ns and osnal)·sis of o,·erlaprin1 
phaacs. Oc her enzyme siles "'·ere mappcd by sin¡le and multiple digestions in the EroRI insens of pCQJ~ . pCQl:? . and pCQ:?J . Endonuclcasc 
siles are B. BumHI ; E. Er"Rl : G, Btl JI : P. Pst J; S. Sal I; X , Xho 1: and H. Hindlll . Ban above the m:ip, ,hovo the rcgton!!. 1ha1 ha\·e ~en 
sequenced. Halched ponion indicates ni.{H codina scquence. Thc scquencins stratcay ii; indicated by uru .... , :ibove the bars. 
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Moreover. thc pasition of sorne presumpti ve rcgulatory fea· 
turcs disc::ussed bclow would not fit with initiation at these 
aJternative pasitions. 

Thc sequence data indicate that a complete coding sc
qUence for nitrogenase rcductase is prcscnt in thc threc dif-
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f1c; . 2. Nudcotidc scqucncc o( rcilc~ccd 11i/H rc1ions. Nudco
ttdes in rc1tons b and e idcn1ical IO rceton a are indicatcd by dob. 
Nuclc:octdc 1 con-esponds to lhc fint bue o( lhc prcsumpcivc Utitia
tion codon . ~ codin1 re1ion ror nifH is shown as triplcts wich cor
rcspondin1 amino acid n:sM:h1c s abovc . Amino acids iJentic:d wich 
lhc R. '"'Ulmi wqucncc are indicatcd by a.stcrislu on top o( thcm. 
DNA wqucncc" rcfcrTcd to in thc tut are unlicr1ineJ . Thc Sul 1 siles 
are indicatcd by arrows. 

fercnt ni/ region~. Thc lit: 4uencc U!'hl rca m of th< iniliation 
co<lon was detc:rmineJ for about :!DO b<& !<oC pairs in cac h rc
gion. Thc scqucncc is idcntica.l in thc thrce regioo~ up lo 
nucleotidc 96 uplitream from thc prcsumrtive in itiatiun co
don . At that poinl region e diverges. whilc rcgions a and b 
rcmain identical. A purine-rich rc¡ion is located 7 nucleo
tidcs upstream from t~e sugges1cd initiation ~odon . This po
sition is analogous to lhat desi8na1cd as thc rihosomc binding 
site in enteric bacteria (30). As shown in Fi¡ . 2. thc 17-basc· 
pair sequcncc A-T·G-G-C-A-C-G-0-G-T·T-T·T-0-A-A is lo
catcd 74 nucleolidcs upstrcam from thc initiation codon. 
This sequcncc shares 13 nucleotidcs with thc uqucncc i 'l thc 
promoter rc¡ion of R . me/ilati nifll 011. lt has the charactcr· 
istic structurc for K . pmmmrmiat' 11if promotcrs as proposed 
by Beynon r1 al. (31) and thc hcptamCric conscnsus se
qucncc that has bcen proposcd by Ow '' al. (3)) to be char
actcrislic for promoters rcgulatcd by thc ¡:lnG and 11ifA ¡ene 
products. · 

Slte--Dil:Kttd Mutaccncsis ot tM ttifll Genes. lntermcdiate 
vcctors that are mobilized but nol maintained in the rccipicnt 
cell (20) werc uscd to mutagcnize each o( thc thn:c nifH 
senes in CFN-42. Thc construction of1hc intcrmediatc vcc
ton pJLIU and pJLln is dcscribcd in fig. 3.4 . In pJLllS. 
sene nifll from rcgion a was in1crrupted in thc Bgl 11 si1c 
located at codon 147 by an insen encodina: kanam)·cin n:sist· 
anee (Kmª). In pJL12J. a Bgl 11 fragmcnt from ni/rcaiun e 
was rcplaced by thc Kmª inscnion. thus a dclction was ere· 
atcd CJUcnding from about 0.5 kb upstrcam of the nifH initia
tion codon down to codon 147. The inlermcdiatc vcc1ors 
wen: mobilized from E. coli into R. ph'1.t~oli CE·J , a St~ 
derivative of CFN-42. in a triparentaJ maling usin1 HBlOl 
(pRK2013) for mobilization (34) . Doublc recombinanls werc 
isolated as Kmª tetracyclinc-sensitive R. phauuli transcon· 
ju¡ants. Direct cvidcnce of thc rccombination cvents in isa. 
laled colonies was obtained from Southern blot hybridiza
tion experimcnts usina nifll and Tn.5 scquences as probcs. 
Transconju¡ants deri.,,·ed from pJLl lS were oftwo typc:, , de
pcndin¡ whethcr mfrcgion aor b was involved in lhc rccom· 
bination, whilc tho~ dcrived from pJL12J were the rcsult of 
rccombination in ni/region c. CFN -2101 and CFN-2202 car
ried the inscrtion ofthe Km• dctcrminant in nifrcgion a or b, 
rcspectively . as evidcnccd by a 2.1-kb incrcase in the corre
sponding Bt1mHt fra¡mc:nts . In CFN-1~3 thc BomHI frag· 
ment increascd only by O. 7S kb becausc it contains thc dele· 
tion substitution of pJLl2J that rcmovcs thc 5' end and part 
ofthc codina rc¡ion ofthc ni/11 gene in rc¡ion c. Hybridiza
tion with Sal 1-digestcd ¡cnomcs showed thc precise site oC 
mutation involvin1 nifH gene in each strain fsee bek>v..·. Fi1. 
38). 

Thc mutatcd strains were uscd to noduloale 1hc n)()(s of 
young bcan ptants . Nonc of thc thrcc mutant!i showed an 
inability to fix nitrogcn (Fia . 3C). In fac1. nodulalK>n and ni· 
trogen fixation by thc thrcc mulant strJins wcrc comparable 
to those in the parcnlal strain. CE-J. Similar nodulc frcsh 
wciaht and nitrQ&:t"na~ activity (acctylenc rcducttonJ pcr 
plant wcrc detcctcd . 

To asccrtain thal lhc mulants wcre stablc in thc \ymbiolic 
stalc and that no wild·type bactcri41 wcrc prescnl in 1hc noJ· 
ules, bactcroid DNA wa!i isolatcd from a pooi o( noJulcs 
induccd by exh strain and ana.lyzed by hybridiza1ion with 
tti/H and T"' scqucncH. The hybridization pattcm of DNA 
from the nodulcs was identical to lhat obtaincd wi1h stroains 
CFN·2201. CFN·2:!02. and CFN-2203 u!ICd a. i00<uian1<. 
Fi1. 38 iho..-rs thc hybridization pattcm of nodulc ONA . 
Funhcrmore. bacteria wcrc isolatcd without kanamycin se· 
lcction from nodulcs induccd by eac h mutant . .. nd all of 
thosc that werc scrcencd (80 from cach mutant 1 provcd to be 
Kmª. 

From the s)·mbiotic phcnot)'pc of lhc mutan! 'lr.un'i wc 
lnfer thal nonc o( thc threc 11ij1/ 11~nc' i" inJi,rcn-.a¡,lc for 
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F1G. J. Si1c-di~c1cd muta¡cncsis ofrciter .. ted nifH aenes . tA) Construction ofintcrmcdiale vectors. Cm. chloramphenicol : Tc . lctracy
clinc; Ap. amplcillin: mob. mobiliza1ion . Thc )-kb in1cmal Hindlll tH) íraamcnl oí Tn.5 was insencd into the Hindlll sitc of pSUP20,, Tht 
~sultin1 Kmª Cmª plasmid provided lhc Kmª determina.ni of Tn.5 of thc :? .1-kb BumHl 181 rr..,mcnt . This fn1¡mcnt was liaatcd into thc unique 
B~ 11 jQ) she o( ,..C:QlS. lhereby in1crruptina the 11i/H codi ng scquencc fscc Fi1. 11: pCQ:?3 was mu1a1cd b)' substitu1in1 lhe l.H:.b Bgl 11 
fra¡mcnt for thc BumHl fn1amcnt carryint Kmª. Both plasmids '11.'cre isolatcd as Ap" Kmª Te" rccombinanl!ii . Thc mu1a1cd Ei· .. RI fr.11mcnts 
'11.'Crc suhdoncd in thc mobilizablc vector pSUP20~ to produce pJLllS and pJL1:?3 !Kmª Tc•1. 181 Southcm hlot h)·briJiza1ion of hactcrotd 
DNA írom a pool of nodulcs induccd by cach mutant strain. DNA - ·as die:cs1cd 'll>ith BumHI or '11."ith Sil/ 1 and " ·as h)·bridizcd ""·ith •: p.\ahclcd 
inscn from pCQl,lfHlor"·ith pBR.3:?2 C<arT)'in1 Tn.1'. . The ini.cn írom rCQl~J ¡, IM Sul I frJgment 1ha1 e .,1cndi. from c:odon 119 do""·n to'J b<lse 
pairs aftcr !he tcrmination codon of nifH. Band numbcrs corrclalc with the R\aps in C. 4Cl Schcm•Uic rcrrcM:ntation anJ phcno1~pc- ofthe 
mutant strains . Re!tlnc1ion cnzymc S)'mbols ill"C a!t in Fi¡. 18; open bars, Kmª insc:nion; h:1tchcd bar!.. niftl coding !iiCqucncc. Numbcrs 
corrclatc wilh h)'bridization bands in B. 



· 1174 Gcnetics : Quinto n uf. 

e:<pre)sion of nitrogenase . This implic:~ that at lea~t two of 
the rciteraled genes can IX' functiomtlly exprcs.,cd. 

DISCUSSION 

The prestnl work shows thc existcncc or thc complete cod
ing scquence of the ni1rogenase reductase gene in thrce dif
fcren1 rcgions of p42-d. a 2.SO-kb plasmid of R . ph<utuli 
strain CFN-42. This plasmid can be considered a symbiotic 
plasmid because it rcstores nodulalion and ni1roaen fixation 
properties in curcd strains and promotes nodulalion upon 
transfer into Agrobacuri11rn tumtfacüns (unpublishcd dataJ . 

Thc pauern of or¡anization of nitrogenase genes in fast· 
¡rowing rhizobia ($-8) is similar to lhat of K. pniumoniat. in 
which nifgcncs -H . -D and -K are clustcrcd as a sinalc tran
scriptional unit. In slow-growin& rhizobia 19. 101 a different 
organizalion has been found. in whích nifll is scparated from 
ni/D and -K. The data prescnted here show that. in R. pha
stoli. 1hc nifH gene in rcgions a and b is pan o( a reiterated 
ONA st rctch of approximately .S kb. Hybridization with hel· 
erologous spccific probcs suuests the eltistcncc of nitrogcn
ase struccural gencs ni/V and nifK downstrcam from nifH in 
these reaions (unpublished data) . In contrast, nif region e is 
homologous only over 1.3 kb with regions a and b. and nifH 
is thc only complete nitro,enasc structural ¡ene prcscnt 
herc . 

Thc hi&h degree oí homolo¡y that a ponion of the nucleo
tide scquencc upstrcam oí ni/H has with dcscribed ni/ pro
motcr rc&ions no. 31-33) suaacsts that such scqucnccs mi¡ht 
be involved in promoter functions. h is intcrcstin11hat thesc 
potcntial rcgulatory si1nals are locatcd in a position whcrc 
thc nucleotide scquenccs of thc thrcc 1ti/rc1ions are identi· 
cal . This might imply that , unless ds-actin1 rcaulatory sig
nals are located ou1Side the zones of idcnlity. the thrce genes 
are rcgulated in a similar way. 

Recently . reiteration of nitroacn-fixation ¡ene scquences 
has bcen reponed in other organisms. Sequcnces homolo· 
gous to all thrcc structural genes for nitrogenase are present 
in severa! copies in thc acnomc of Rlrodnpstudomonas cap· 
sula1a . where lhere is onc functional nifH sene and extra 
copies can be activated º'>· More than onc copy of ni/H 
gene has also bcen rcportcd for thc cyanobacteria A.nubatna 
(361 and Culutlrrir (37). Besides the nif·related DNA reitera· 
tions shown in this work, wc havc cvidencc that other DNA 
sequences are also reiterated in R. phus~oli (unpublishcd 
data). 

The concepl oí multi¡enc familics has bccn wcll docu
mentcd in cukaryotic systems. In contrast . íew examplcs of 
stable gene duplications have bcen reported in prokaryotic 
orpnisms (3.S-39). From our data wc conclude that nitrogen· 
ase rcductase is a functional multigenc family in R. pluut>oli. 
A rcmarkablc feature of thesc rcitcrated genes i5 their nucle
otide scquence idcntity. Sincc our rcsult5 suggest that nonc 
of thc thrce genes is esscntial . scver-.d queslions ariK for 
further invc5tigation. What kind of sclectivc pressure main
tains these ¡enes? Whcn did thesc reiterations emerge and 
why has lheir nucleotide sequencc not divcracd".' What 
mcchanism ¡ivcs stability to thesc scquenccs? 

Wc thank Ria Macnhout and Gilbcn Eftlkr ror pcrfomüna the 
hetcrodupkx npcrimcnt : Yolanda Peralta. Consuelo Enrfqucz. and 
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