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Introduccién

El Nitrégeno

El nitrégeno molecular es el elemento més abundante de nuestra atmésfera, constituye
alrededor de un 80%. Sin embargo, en su forma reducida, ésto es, como compuesto inorgénico
u orgénico, disponible en el suelo para su utilisacién por las plantas y otros organismos, dicho
elemento es escaso. En todos los organismos, desde los més simples hasta los més complejos en
los que estd presente la vida, el nitrégeno es constituyente fundamental de la misma. Forma
parte de écidos nucléicos, protefnas, aminoasdcares, aminolipidos, y es por asf decirlo, la
estructurs orgénica alrededor de la cual se construye la arquitectura biolégica.

Dentro de la gran diversidad biolégica existen numerosas especies de microrganismos
no relacionados filogenéticamente capaces de captar el nitrégeno molecular Ny y utilisarlo como
sustrato para la formacién de sus biomoléculas nitrogenadas. A los organismos que poseen
esta capacidad se les denomina diasotréficos. Un gran nimero de ellos ademés aportan el
nitrégeno que han reducido a compuestos utilisables por otras especies, al habitat en el que se
encuentran, ya sea enriqueciendo directamente al suelo, o bien asocidndose con los organismos
& los que benefician y aporténdoles el nitrégeno reducido, _

Existen primordialmente tres grupos de diasétrofos. El primero lo constituyen or-
ganismos que en vida libre y sin requerir de ninguna simbiosis fijan el N3, como son las
algas verde-asules, actinomicetos, bacterias metanégenas y Rhodopseudomonas capsulata. El
segundo grupo esté formado por organismos de simblosis facultativa, ésto es, que pueden fijar
Nj tanto en vida libre como en asociacién con alguna planta o insecto, i.e. el huésped a quien

“benefician. Encontramos aquf bacterias del género Asospirilium que se asocian a las rafces
de algunas gramfneas, interaccionan con Ia rafs generando o propiciando un incremento en el
ndmero de deformaciones que sufre la rafs y en el nimero de pelos radiculares (Patriquin et
ol., 1083). Es posible que exista un reconocimiento especifico bacteria-rafs, y que la bacteria
sporte una cierta cantidad de amonio a la planta a través de la rafs, fundamentalmente durante
la etapa de floracién de la planta (J. Okon, comunicacién personal). Sin embargo, Asospirdium
puede vivir y fijar Nj en vida libre. Forman parte también de este segundo grupo, la entero-
bacteria Kicboiclls pneumonie y otras como Azotobacter vinelandii y Azotobacter croococum.

Existe un tercer grupo, el de los diazétrofos de simblosis estricta, en los cuales la
facultad de fijar nitrégeno depende de la interaccién del microrganismo con su huésped, y
en la que se dan mecanismos de diferenciacién tanto en la bacteria como en el huésped,
indispensables pars que dicha funcién pueda llevarse a cabo, i.e., estos microrganismos no
fijan Nj en vida libre. Ejemplo de ésto son las bacterias del género RAizobium. Estas infectan
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las rafces de leguminosas mediante un reconocimiento especifico mediado por ciertos azi-
cares complejos a nivel de la membrana celular de ambos organismos. Posteriormente se

- desencadena un programa de diferenciacién en el que se forman los nédulos y en el cual la
bacteria se transforma en bacteroide. La planta sintetiza ciertas protefnas en conjuncién con
Ia bacteria, como la leghemoglobina para cuya sintesis participan ambas, y es dentro de la
estructura del nédulo que puede iniciarse la fijacién de N3 (Verma, 1983).

La capacidad para fijar Nj esta distribuf{da a lo largo de una amplia gama de procario-
tes taxonémicamente divergentes, independientemente de si son Gram negativos o Gram posi-
tivos, como son Enterobacteriacee, Asotobacteriacee, Rhizobiacee, Cyanobacteriaces, Actino-
micetacee, Rhodospirillacee y Bacillacee (Ruvkun y Ausubel, 1980).

La reduccién de nitrégeno molecular hasta amonio es un proceso ensimético complejo,
el cual ha cobrado interés para su estudio en los tltimos afios pues representa una enorme
aportacién de amonio para la ecolog{a en general y la agricultura en particular. Nada menos,
la asoclacién entre leguminosas- RAisobium aporta anualmente el 30% del total del nitrégeno
molecular reducido hasta amonio (Hardy y Havelka, 1975). Se le ha comensado a dar im-
portancia a la identificacién y estudio de especies fijadoras de N3 en asociacién con diversas
plantas incluyendo la flora de bosques y selvas. Obviamente el interés se ha enfocado hacia
interacciones de diasétrofos con plantas de consumo humano o animal. De los microrganis-
mos de reciente descubrimiento se encuentra el genero Azospirillum, que de modo bastante
especifico se asocia a las raices de algunas gramineas como trigo, arros y mais (Baldani y
Dobereiner, 1980), asf como a pastos tropicales como avena y cebada (Klossak y Bohlool,
1083).

La F{jacién de Nitrégeno
Klebsiella pneumonie, un modelo de estudio.

La reducclén de N3 hasta amonio y su regulacién es un proceso que ha sido estudiado
extensivamente en las tltimas dos décadas. El modelo de estudio més conocido y manejado
. por muchos grupos de investigacién es la enterobacteria Kiedsiclls pneumonie. En ella la
-informacién para dicho proceso esté contenida en 17 genes contfguos agrupados en 7 u 8
operones nifQB AL F MYSU XNE YKDH J. De los 17 genes sélo 3 codifican para las
proteinas estructurales de la nitrogenasa, en tanto que los demés codifican bien para genes
regulatorios, bien para genes de maduracién y procesamiento de la nitrogenasa y del cofactor
de la misma, o para los acarreadores de electrones; & algunos de ellos aiin no se les ha podido
adjudicar una funcién inequfvocamente. En la Figura 1 esté esquematisada la estructura y
funcién del bloque génico de fijacién de N3 (nif) (Eady et al., 1972; McNeil et al., 1078; Riedel
- at.al., 1979; Dixon et ol., 1981; Elmerich, 1084).
La nitrogenasa es un complejo ensimético constitufdo por dos componentes, una fe-
rromolibdoproteina conocida como nitrogenass, y una ferroproteina, nitrogenasa reductasa.



La nitrogenasa es un tetrdmero formado por dos tipos de subunidades, alfa y beta, codificadas
por nifD y nifK respectivamente. La nitrogenasa reductasa a su ves estd codificada por
nifH y se ensambla como un dfmero de subunidades iguales. Su funcién es la de captar y
unir Mgt y ATP (Mortenson y Thorneley, 1979) y transferir los electrones que capta a la
ferromolibdoprotefna, en cuyo centro se unen los &tomos de Mo, mediante la formacién de un
cofactor FeMoco. Este contiene Fe, S y Mo, y es indispensable para la actividad catalitica de
la ensima (Shah y Brill, 1977).

Los tres genes que codifican para estas proteinas se encuentran formando parte de
un mismo operén, pifHDK. La formacién de una ferromolibdoproteina funcional involucra la
participacién de cinco genes: nifB, nifN, nifE que esté&n involucrados en la s{ntesis o la insercién
del FeMoco (Roberts et al., 1978), nifV que juega un papel en la especificidad por el sustrato
(McLean y Dixon, 1981) y nifQ que se requiere en condiciones de deficiencia de Mo (Imperial
et al., 1984). Aparentemente tanto nifM como pifS se requieren para el procesamiento de
la ferroproteina (Roberts et al., 1078). nifl y nifF han sido identificados como los compo-
nentes de transferencia de electrones a la nitrogenasa. El donador en la cadena de electrones
es el piruvato, que es el sustrato de la proteina codificada por nif] (Shah et al., 1083), a la
que se lo ha adjudicado la actividad de una flavodoxina oxidorreductora, que le transfiere los
electrones a la protefna codificads por pifF (Nieva-Gomes et al., 1980; Cannon et al., 1085).
Esta a su ves es sustrato de la ferroprotefna. El operén pifLA codifica para los reguladores
de la transcripcién de los demés operones nif (Dixon et al., 1977; Streicher et al., 1074; Tubb,
1974). Aun no se ha encontrado ninguna funcién para pifX, nifU y nifY (ver Figura 1).

Ublcacién Genérica de la Fijacién de Nitrégeno

Los genes nifHDK que codifican para los polipéptidos del complejo nitrogenasa de
K. pneumonie fueron clonados en un fragmento de 6 Kpb de DNA (Cannon et ol., 1079), y se
encontré que hibridisaban con DNA de todos y cada uno de los organismos fijadores de nitré-
geno probados (Ruvkun y Ausubel, 1080; Masur et ol,, 1980). En un intento por establecer
la distribucién genérica de la informacién para la fijacién de N3 y su grado de conservacién
interespecie, Ruvkun y Ausubel (1980) tomaron el DNA de 19 especies bacterianas fijadoras
de N3 no relacionadas filogenéticamente y mediante las técnicas de hibridisacién DNA-DNA
encontraron que 10 de 19 DNAs aislados de diazétrofos, incluyendo especies Gram positivas,
una especie de actinomicetos y dos de cyanobacterias, hibridisan contra el fragmento de DNA
de K. pneumonie que lleva los genes estructurales pifiDK. En contraste, cuando el mismo
fragmento se usé para hibridisar con DNA de 10 diferentes especies no fijadoras de N3 no
hubo hibridisacién contra ninguna de ellas.

Cuando hibridisaron con un fragmento que contiene todos los genes mif menos los '
estructurales no obtuvieron resultados positivos, por lo que la homologia interespecie parece
estar limitada a estos iltimos. Las secuencias més conservadas parecen ser las de pifH y nifD en
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las que se encuentra un alto grado de homolog(a, en tanto que nifK no hibridisa de manera tan
general. Ademés es interesante que al hibridizar un fragmento de DNA de Rhizobium melilots
que lleva nifHDK con los DNAs de las 10 cepas de diasétrofos, resultaron homélogos muchos
de ellos pero no todos. Aszotobacter vinelandis y Rhodopseudomonas capsulata no hibridisan
contra DNA de R. melsloti.

Regulacién de la Transcripcién de los Operones nif

Se ha propuesto que el producto de pifA actiia como un activador positivo especifico
de todos los operones pif excepto el propio. Mutaciones en este gene tienen por consecuencia
una ausencia total de los productos nif (Dixon et al,, 1877; Roberts et al., 1078). Por andlisis
de complementacién e introduccién de plésmidos portadores de fusiones pifi:lac en dobles
mutantes, ha quedado sugerido que el producto de nifA puede actuar en trans (Dixon et al.,
1080).

Respecto al papel que juega el producto de nifL, las evidencias apuntan a que funge
como un represor de la transcripcién de los operones nif, como respuesta a un incremento en
los niveles de O3 fundamentalmente, ya que la nitrogenasa es muy sensible a la concentracién
de O3 el cual la inactiva irreversiblemente. Hill et al., (1981), han propuesto que el producto de
nifL es un detector de O3, Asfmismo, cuando la concentracidn de nitrégeno combinado se eleva
intracelularmente de permisiva a no permisiva, el producto de nifl, reprime la transcripcién
de los sistemas pif (Buchanan-Wollaston et al., 1081; Merrick et ol., 1082; Elmerich, 1084).
El grupo de S8an Chiun Shen (1985), ha propuesto que de hecho, el producto de nifl; actia
directamente sobre el producto de pifA para reprimir la transcripcién, y no & nivel de las
secuencias de control en ¢l DNA.

" En Klebsiells pneumonie hay tres par&metros fundamentales por los que se regula la
fijacién de Nj:

i) La presencia de cualquier fuente nitrogenada en el medio o dentro de la célulu, particulas-
- mente NH reprime totalmente la sintesis de los genes nif (Tubb y Postgate, 1973)

1) La tensién parcial de O3, ya que la nitrogenasa se inactiva irreversiblemente por la presen-
cia de Oz y la sintesis de novo de los productos nif no ocurre cuando éste est presente (St.
John et al.; 1974; Eady et al., 1978; Elmerich, 1984). La presién parcial de O3 que resiste
Ia nitrogenasa de diferentes organismos varia dentro del rango de 0.1 a 0.5%. Asfmismo,
Ia estrategia de proteccién de la nitrogenasa varfa segin el microorganismo; en el caso de
Rhisobium, durante la interaccién y diferenciacién planta-bacteria, una ves establecido el
nédulo funcional, se sintetisa una protefna, la leghemoglobina, que precisamente cumple
la funcién de captar y dosificar el O3 que entra en contacio con la nitrogenasa

1il) La temperatura: a 37°C, no hay sfntesis de novo de nitrogenasa, si bien a esta temperatura
la nitrogenasa si es activa (Hennecke y Shanmugam, 1979). La temperatura éptima es de
30°C, por arriba de la cual no se sintetizan los prod\ictoc de los genes nif.



Utilisando pldsmidos que en forma constitutiva expresan nifA, (Buchanan- Wollaston
et al., 1981; Zhu y Brill, 1981) han confirmado que el producto de pifA es termosensible, y
dado ésto, se explica el porqué a 37°C la transcripcidn a partir de los otros operones nif no
pueda ser activada. Por otro lado, se ha observado que en ausencia del producto de nifL;, la
expresién de pifA es suficiente para activar la expresién de los genes nif ain en presencia de
l\ﬂl‘+ o de O3, con lo que queda fuertemente sugerido que el producto de pifL; es en efecto el
represor que responde tanto a O3 como a la fuente de nitrégeno compuesto, Del miamo modo,
cuando la sintesis de nifA ocurre a partir de un promotor constitutivo, el exceso del producto
de nifA sobrepasa y anula la represién mediada por nifL; sobre los genes nif. Se ha observado
que cuando se tiene el gene de pifH clonado en un vector multicopia, la concentracién del
promotor de niff titula el producto de nifA, observable por el hecho de que se inhibe la
desrepresién de los genes pif (Brown y Ausubel, 1984),

Como ya se menciond, nifA no activa su propia sintesis (Dixon et af., 1080), a excepcién
hecha de cuando se encuentra expresindose a partir de un promotor constitutivo, (Ow y
Ausubel, 1083). En condiciones fisiolégicas la transcripcién de nifA esté sujeta a un segundo
nivel de regulacién controlada por los productos de ntrC y ntrA que interaccionan para activar
dicha tranacripcién.

Sistemas Ntr

Dentro de 1a célula existen numerosos sistemas genéticos involucrados en el aprove-
chamiento del nitr6geno en sus diferentes formas. Estos sistemas, regulados a su ves por un
sistema general de deteccién del nitrégeno, se han llamado “Sistemas Ntr*. Como ejemplo
de ellos se pueden mencionar los operones para el catabolismo de algunos aminoécidos como
histidina, arginina y prolina, los genes involucrados en ¢l transporte de estos aminoécidos,
¢l operén que codifica para la glutamino sintetasa (GS), y posiblemente los genes para Ia
utilisacién de nitratos y nitritos (Tyler, 1978).

Los gencs que regulan los sistemas Ntr se denominan ginG y ginF en Escherschsa coli,
o ntrC y nirA respectivamente en Kilebsiella, RAtsobium, Saimonells y otros microrganismos.
nirC codifica para una protefna bifuncional que puede fungir como activador y como represor.
.ntrC requiere de la proteina de nirA para actuar como activadores de la t.nmcrlpcldn, como
respueata a la disponibilidad de nitrégeno en la célula.

Por otra parte, ntrC sélo funciona como represor a nivel del operén del cual forma
parte, ginAntrBC. Para elio se postula que interactia con el producto de ntrB (ginL) (Alvares-
Morales ¢t ol., 1084). Aparentemente nitB es un detector de amonio, por lo que cuando éste
aumenta intracelularmente, ntrB promueve la unién de ptrC al promotor P2 de este operén
para reprimir (Alvares-Morales et al., 1084; Hawkes et al,, 1985). El! modo preciso en que
participa ntzB no estd claro aiin, ya que mutaciones en este locus presentan fenotipos muy
variados. ntrC forma parte del operén ginA que codifica para la GS, y en este operén la



transcripcién corre de glnA a ptrC, por lo que algunas mutantes en ginA o en ntrB son
polares para ntrC, y por lo tanto no pueden crecer utilizando algunos aminoécidos como tinica
fuente de nitrégeno, y presentan fenotipo Ntr~ (Magasanik, 1082).

La regulacién de loa sistemas Ntr por los productos de ntrC y ntrA ha sido descrita
en K. coli (Pahel y Tyler, 1970; Backman et al., 1981; Pahel et al., 1882; McNeil et ol., 1982),
S. typhimurium (Brenchley et al., 1975; Tyler, 1978; Kustu ¢t ol., 1979), K. acrogenes (Bender
y Magasanik, 1977), K. pneumonie (Ausubel et ol., 1070; Espin et ol., 1982).

En K. pneumonie se han localisado las regiones de control del operén ginAnteBC y se
sabe que hay dos promotores a partir de los cuales se transcribe en el orden P1P2ginAPSntrBC.
La transcripcién se lleva a cabo a partir de P1 en condicionea de limitacién de nitrégeno y a
partir de P2 en exceso de nitrégeno. As!, en condiciones de limitacién de N la bios{ntesia de la
glutamino sintetasa esté desreprimida; del mismo modo los operones que est4n bajo el control
Ntr lo estén. Por otra parte, como ya quedé menclonado, es a nivel del P2 que el producto de
ntrC se une para reprimir la transcripeién (Dixon et al., 1084; Alvares-Morales et ¢l.‘,/lou).

En Escherichia coli, ademés de estos dos promotores se ha identificado un tercer
promotor (promotor lejano) PL, ubicado en ia regién anterior *up-stream” al P1 de glnA.
Aparentemente éste responde a otro tipo de regulacién, posiblemente por Ia fuente de carbono.
Este ea un promotor débll, y se ha encontrado que en mutantes en ginG (ver mas adelante),
la transcripeidn de ginA ocurre a partir de PL. En mutantes en gInF no hay transcripcién de
ginA porque el producto de gInG si bien no activa este promotor PL, sf lo reprime (ver mis
adelante). Esquemiticamente es P2P1ginAPLgINLG (Covarrubias et al., 1083).

En K. pneumonie ls fijacién de nitrégeno esté regulada de un modo general por los
productos de ptrC y ntrA, por lo que esta funcién también es un sistema Ntr. ntzC y nizA
activan exclusivamente la transcripcion del operdn de los genes reguladores de la nitrogenasa
olfLA (McNeil y Brill, 1080; Buchanan-Wollaston et al., 1081). A su ves nifA requiere de la
presencia de ntrA para activar los demas operones nif (Dixon et al,, 1984). En ausencia de
ntrA, adn teniendo sintesis de pifA a partir de un promotor constitutivo, éste no es capas de
activar la transcripcién de los genes pif. Astmismo, ya se mencioné que pirC requiere de la
presencia de ntrA para poder funcionar como activador, por lo que el producto de ntrA es

" indispensable tanto para ntrC como para nifA (Leonard y Goldberg, 1080; Espin ef ol., 1982,

de Bruljn y Ausubel, 1983; Drummond et ol., 1083; Merrick, 1983).

Se han encontrado marcadas semejansas entre los operones ntrBC y nifLA. Cuando
se sobreproduce pifA » partir de un vector multicopia, éste es capas de sustitufr a ntrC
en sus funciones de activador de promotores Ntr, incluyendo su propio promotor, el operén
de utllisacién de histidina, arginina, prolina, el operén ginAntrBC, éste \ltimo en un fondo
genético ntrC:Tnb, en el que las actividades de GS se restablecen a normalidad (Ow y Ausubel,
1983a; Drummond et al., 1983). En cambio, la protefna codificada por ntrC no puede sustitufr
al producto de nifA como activador de los promotores nif, excepto pif de RAssobium meliloty,
que clonado e introducido a Escherichia coli puede ser activado por nirC y nixA, también en
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Klebsiella pneumonie puede activarse por ntrC y ntrA (Sundaresan et al., 1088). Sin embargo,
nifH de Kiebsiella pneumonie sélo puede ser activado por pifA y no por ntrC.

Por otra parte, los pesos moleculares de las proteinas de ntrC y pifA son muy se-
mejantes. Ambas pesan alrededor de 55,000 daltones (Chen y Magasanik, 1982). Ambos
operones, n{tBC y nifLA codifican para productos involucrados en represién y activacién en
un arreglo fisico semejante. Tanto nttB como nifl; median la represién por amonio. Estos
datos han llevado a plantear que ntrC y nifA tienen un origen evolutivo comin, posiblemente
una duplicacién, con una posterior especializacién (Ow y Ausubel, 1983b).

Funcién y Regulacién del Operén ginALG (ginAntrBC)

En enterobacterias del tipo de E. coli, K. aerogenes, S. typhimurium y K. pneumonie,
existen tres vias metabélicas principales para la asimilacién de NH:‘. En condiclones de exceso
daﬁNH‘*, éste se asimila por medio de la enzima deshidrogenasa glutémica (GDH), que
catalisa Ia sigulente reaccién:

alfacetoglutarato + NADPH + NH — glutamato + NADP*

Cuando la fuente de N es limitante, el amonio se asimila mediante la participacién de dos
ensimas, la glutamino sintetasa (GS) y Ia glutamato sintasa (GOGAT) que catalisan las
reacciones 1 y 2 respectivamente:

L L-glutamato + NH} + ATP — L-glutamina + ADP+Pi

-2, L-glutamina + alfacetoglutarato + NADPH — 2 L-glutamato + NADP?

Asf, en condiciones de exceso de N, la glutamino sintetasa se encuentra reprimida
-tanto & nivel de su actividad como a nivel de su sntesis, en tanto que cuando la fuente de N
es limitante sucede lo contrario, la GS se desreprime, hay mucha y muy activa.
La glutamino sintetasa es una ensima compuesta por doce subunidades idénticas.
El peso global es de 600,000 daltones, por lo que cada subunidad pesa aproximadamente
50,000 daltones 15,000 daltones (varfa segin el microrganismo). Cuando se comparan las
G8's de las diferentes bacterias arriba mencionadas, se encuentra que sus pesos moleculares
son muy semejantes, asf como su funcién y modo de regulacién, lo que sugiere que esté muy
conservada evolutivamente (Magasanik, 1082). La glutamino sintetasa es una ensima clave
del metabolismo celular pues es la iinica via para la sintesis de glutamina y ésta a su ves es
donadora précticamente universal de grupos amino dentro de la célula, as{ como sustrato clave
de muchas vias de sintesis. .
Dada su importancia la GS esté sujeta a dos niveles de regulacién; de la u:tlvlvdnd y
- de la sintesis. A nivel de susintesis, ginA el gene estructural para la G8, esté regulado como un



sistema Ntr en el que participan ntrC y ntrA como activadores, y ntrC y ntrB como represores
de la transcripcién. A nivel de su actividad, cada subunidad puede modificarse independien-
temente mediante la adicién de una molécula de AMP que se une a una tirosina expuesta en
cada una de las subunidades, con lo cual cada una queda inactivada. Gradualmente podemos
encontrar a la GS totalmente adenilada e inactiva. En condiciones de exceso de N es cuando
més adenilada encontramos a la GS, que puede llegar a estar totalmente adenilada (fi=10-12).

Participan en esta regulacién tres protefnas, la Adenililtransferasa (ATasa) codifi-
cada por gInE, la Uridililtransferasa (UTasa) codificada por ginD y Ia proteina PII codificada
por ginB. PII esté encargada de mediar la adenilacién de cada subunidad de l1a GS como
una respuesta en cadena que involucra a la UTasa, que a su ves detecta los cambios en la
relacion intracelular de glutamina/alfa-cetoglutarato. Aitin cuando la adenilacién y desadeni-
lacién pueden ser catalisadas por la ATasa séla, la tasa de ambas reacciones, particularmente
la de desadenilacién, es estimulada por PII. En su forma no modificada PII estimula la ade-
nilacién, y en su forma uridilada, PII UMP estimula la desadenilacién. La interconversién de
PII en PII UMP depende de una protefna que aparece tanto como una uridiliitransferasa, que
cataliza la conversién de PII en PII UMP utilisando UMP, como la de una ensima remove-
dora de uridilos que convierte PIl UMP en PII. La actividad de la UTasa es estimulada por
alfacetoglutarato e inhibida por glutamina, De este modo, hay evidencias que sugieren que
una tasa baja de glutamina con relacién al alfacetoglutarato estimulan la conversién de PII
en PII UMP, con lo que la glutamino sintetasa se desadenila (Ginsburg y Stadtman, 1973).

Cuando hay mutaciones en ginD, al no haber UTasa, la PII se encuentra en su estado
no uridilado, por lo que la glutamino sintetasa que encontramos en estas condiciones esté
altamente adenilada y por lo tanto inactiva bajo cualquier condicién de cultivo. Ademds las
mutantes en ginD presentan simulténeamente un fenotipo Ntr~, como consecuencia aparente-
mente de un efecto pleiotrépico sobre la transcripcién de ginG (ntrC), quisé porque PII, en
su forma desuridilada se mantiene como un co-represor de ginL (nizB) para impedir que el
producto de ginG (ntrC) sea transcrito o pueda transformarse en un activador efectivo (Foor et
al., 1978; 1080; Ow y Ausubel, 1083b). En consistencia con este modelo, una fusién nifL-lacZ
e1 incapas de sintetisar beta-galactosidasa en una cepa ginD (Ow y Ausubel, 1983b).

Por otro lado, mutantes que carecen de la protefna PII (glnB), presentan un fenotipo
GIn® (constitutividad de la GS), y regulacién normal de Ntr, ésto siempre y cuando la
mutacién provoque una ausencia total de PII. Este fenotipo se explica al considerar que cuando
hay una ausencia de PII, la GS estaré presente en su forma desadenilada, condicién que por
el mismo rasonamiento anterior, tendré un efecto de induccién de la sfntesis de gInG (ntzC),
presente ahora en cantidad suficiente para activar la transcripcién de los sistemas Ntr. En
cambio, cuando las mutaciones generan una protefna PII defectuosa incapas de ser uridilada,
el fenotipo que presentan es muy similar a una ginD, son Ntr™, y la GS esté totalmente
adenilada (Magasanik, 1082) (ver Figura 2).

En cuanto a los fenotipos causados por mutantes en los locus regulatorios ntrC (ginG)
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y ntrA (gInF) se ha observado lo siguiente: mutantes en ginA son auxétrofas de glutamina.
Estas mutantes pueden ser polares sobre jtrC (gInG), en cuyo caso son también Ntr~. Por
otra parte, mutaciones en ntrC (ginG) presentan un fenotipo caracteristico. Son protétrofas,
aunque Jos niveles de GS que presentan son bajos constitutivos, es decir, que no son capaces
de inducir la sintesis de la GS en condiciones de limitacién. En estas mutantes la transcripcién
de ginA se realiza a partir del PL (promotor lejano), lo cual promueve una tasa de sfntesis
del transcrito ginA suficiente apenas para el crecimiento. Sin embargo, al no haber transcrito
de ni1C (gInG) Ins células no pueden crecer en fuentes alternativas de N y por lo tanto
presentan fenotipo Ntr™. Asimismo, estas mutantes resultan hipersensibles a la inhibicién de
crecimiento causads por ls metionina sulfoximina (MS) (ver mds adelante).

El gene nirA (ginF) est4 localisado en el cromosoma bacteriano a 18 min de) operén
gInALG, cerca del min 60. Aparentemente la sintesis de nirA no estd sujeta a ning\in tipo de
regulacién mediada por N, sino que se di de un modo constitutivo (Castafio y Bastarrachea,
1084; Merrick et al, 1985). Mutaciones en este locus causan auxotroffa por glutamina,
asfmismo presentan fenotipo Ntr~. En E. coli &stas revierten a muy alta frecuencia, 1 x 1074,
s prototroffa. Se han mapeado estas revertantes y se ha encontrado que son producto de
mutaciénes supresoras en nirC (gInG), con lo que siguen siendo Ntr™.

Efecto de la Metionina Sulfoximina sobre la Regulacién Nitrogenada

Esté reportado que Ia metionina sulfoximina (MS), que es un anélogo del écido
glutémico, se pega a la glutamino sintetasa y la inactiva irreveraibiemente (Ronsio et al.,
1069). Por otra parte, Miiler et al,, (1081), hacen referencia a que Ia presencia de MS fa-
vorece la adenilacién de Ia GS. Asfmismo, se ha observado un efecto pleiotrépico de la MS
sobre mutantes en gInG (n4zC). Dichas mutantes aparecen fenotfpicamente hipersensibles a
1a inhibiclén de crecimiento causada por este compuesto, de tal modo que la concentracién de
MS a la que todavia pueden crecer es mucho menor que Ia que resiste la cepa siivestre,

Basindose en este hallasgo, Osorio et ol (1984) aislaron mutantes resistentes a MS.
Fstas son supresoras de mutantes en ginG (atxC), que mapean en el promotar lejano P1 de
ginA (Ledn et al., 1988). Este promotor, como ya se mencioné anteriormente, es un promotor
débil cuya secuencia corresponde al consenso en E. coli, y a partir del cual se transcribe ginA
en mutantes gInG~, con lo que dicho transcrito es apenas suficiente para que la cepa sea
protétrofa. En las mutantes resistentes a MS dicho promotor se transcribe constitutivamente,
con lo que la cantidad de GS es suficiente para titular la MS y sobreponerse a su efecto.

Por otra parte, Gordon y Brill, (1974) trabajando con K. pneumonie y A. vinelandii,
y Stewart y Rowell (1075) con Anabaens cylindrice, todos microrganismos diasotréficos, han
observado un efecto interesante que causa la presencia de la MS sobre la fijacién de nitrégeno,
¥ éate ea, que adin en presenciade l\lll4+ y de MBS, dichos organismos son capaces de desreprimir
Ia sintesis de nitrogenasa hasta en un 50%, e incluso exportar amonio al medio extracelular.
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Relacién entre la Glutamino Sintetasa y la
Fijacién de Nitrégeno en Rhizobium

En RhAisobium saponicum 61A76 asf como en algunas cepas de RAisobsum trifolii de
crecimiento répido, RAszobium sp., se ha demostrado la existencia de dos glutamino sintetasas
GSI y GSII (Darrow y Knotts, 1977; Ludwig, 1980). La GSI se regula por un sistema de

adenilacién-desadenilacién semejante al de enterobacterias, En cambio la GSII no esté sujeta

a este tipo de regulacién (Darrow, 1980). Se ha observado que en mutantes de RAhizobium sp.
32H1, en las que las dos GS’s estdn alteradas o bien, cuando sélamente la GSI esté alterada
y presenta niveles de adenilacién muy elevados, dichas mutantes presentan fenotipo Nif ™,
En cambio mutaciones en la GSII no modifican su comportamiento respecto a Ia fijacién de
nitrégeno y la nodulacién y siguen siendo Nif+. Asimismo, las revertantes en adenilacién de
1a GSI recuperan la capacidad para reducir el N3 (Ludwig, 1980; Morett, 1084).

Aszospirillum brasilenser un Modelo de Estudio Reclente

Azospirillum brasilense es un microrganismo diasotréfico perteneciente al género Asos-
pirillum. Son bacterias Gram negativas que se han encontrado asociadas a una gran variedad
de pastos incluyendo trigo, arros, mafs y sorgo (Kumari et al., 1976). Hasta el momento se han
clasificado tres especies, Asospirillum brasilense asociada fundamentalmente a trigo y arros,
Antpf‘riﬂum lipoferum asociada a mafs (Tarrand et al., 1078; Baldani y Dobereiner., 1980) y
Asospirillum amasonense (Magalhaes et al., 1983).

Aparentemente las dos primeras se distinguen entre otras caracteristicas por su es-
pecificidad respecto a plantas C4 y C83, siendo A. lipoferum especifica de sistemas C4 y A.
brasilense de CS (Baldani y Dobereiner., 1980)., Se ha reportado también que bacterias del
género Asospirsiium excretan auxinas, giberelinas, écido indolacético y sustancias del tipo de
citocininas (Tien et al., 1979) a las que se les ha adjudicado el incremento en raices latera-
les y la proliferacién de pelos radiculares observados en plantas inoculadas con Asospsrilum
(Umali-Garcfa et ol., 1080). Si bien no se han observado estructuras del tipo del nédulo pre-
sente en la asoclacién Rhizobium- leguminosa, entre Asospirillum-gramfnes, of se ha encontrado
especificidad en 1a asociacién y penetracién especfica de la rafs (M. Zamudio, comunicacién
personal). Dado el potencial biolégico que tiene este microrganismo, se le ha comensado a
estudiar exhaustivamente.

El grupo de C. Elmerich ha realisado numerosos estudios genéticos en relacién al
metabolismo nitrogenado de Asospirilium. Quiviger et al., (1982), han detectado en Azos-
pirillum brasilense y A. lipoferum la existencia de una regién de DNA con homologfa a los
genes estructurales de la nitrogenasa pif HDK de K. pneumonie. Por hibridisacién DNA-DNA
detectaron un fragmento de 6.7 Kb homélogo a nifHDK, que llamaron ABRL Este fragmento
fue clonado en E. cols utilizando el bacteriéfago Agt7 — ara8, en el que se construyé un banco
de genes de A. drasilense.
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También se encontré homologfa entre A. brasilense y K. pneumonie cuando se hibri-
dizé contra el DNA de pifA (Nair et al., 1983). Jara et al., (1983), en un intento por aislar mu-
tantes Nif~ alteradas en los genes estructurales de nitrogenasa, obtuvieron tres cepas que no
presentaron actividad de nitrogenasa ni cuando se encontraban en condiciones de dearepresién.
Como previamente habia sido reportado que plésmidos del grupo de incompatibilidad IncP
pueden ser introducidos en Agospirillum y que se mantienen estables, Polsinelli et al,, (1980),
decidieron clonar el fragmento ABRI (nifIDK) en el sitio tinico EcoRI del plésmido RK200.
Este plésmido (Ditta et al., 1980), confiere resistencia a tetraciclina y contiene sitios vinicos
para algunas ensimas de restriccién. Como este plésmido no es autotransferible, se requirié
del plésmido pRK2013, que es transferencia®, como ayudador. La frecuencia de conjugacién
para A. brasilense encontrada con el pRK200 fué del orden de 3 x 1074,

Se construyeron dos pldsmidos, el pAB35 (nifHDK) y el pAB36 (nifH y una delecién
de 2.6 Kb que comprende el gene de nifK y un fragmento de nifD). Estos dos plésmidos fueron
usados en experimentos de complementacién de las mutantes Nif~. De éstas, sélo una fue
complementada hasta en un 30% de las actividades silvestres con el pAB35. El pAB368 no
la complementa, por lo que dicha mutante puede estar en alguno de los dos genes deletados
del pAB36, o bien llevar una delecién en nifl{ polar sobre la transcripcién. Las otras dos
mutantes analisadas no fueron complementadas. Cuando ¢l pAB35 se introdujo a células de
la cepa silvestre, la actividad de nitrogenasa se redujo hasta un 50%. Esto est4 en concordancia
con lo encontrado para K. pneumonie en el sentido de que la presencia de pifl{ en un vector
multicopia titula el activador nifA y la resultante es una disminucién de nitrogenasa (Dixon
et al., 1084).

'En organismos como K. pneumonic se ha observado una correlacién entre mutaciones
en el gene estructural para la ensima glutamato sintasa, gitB, una incapacidad para desreprimir
los niveles de la GS y un fenotipo Ntr™ que en algunos organismos diasotréficos incluye la
fijacién de N3. Se ha propuesto que el efecto pleiotrépico observado en estas mutantes sobre
el fenotipo Ntr, se debe a que cepas deficientes en glutamato sintasa (GOGAT) acumulan
gluurhlnn, lo que a su ves causa la adenilacién e inactivacién de la GS (Nagatani et al., 1971;
Brill, 1978).

" Como ya se menciond anteriormente respecto s mutantes en ginD, cuyas G8's estén
altamente adeniladas por falta de la ensima modificadora de la PII, ésto genera que Ia sintesis
tanto del pioducto de gInA como del producto de gInG (ntrC) se detenga, lo que a su ves
tiene por consecuencia una incapacidad para activar los sistemas Ntr. Esto ha sido sugerido
por Tubb (1074) y por Streicher et al., (1974) para mutaciones en gitB.

Asimismo, Foor y Magasanik, (1980) han propuesto que el producto de ginB, PII, que
en su forma desuridilada es el que favorece la adenilacién de la GS, estado en que se encuentra
cusndo se eleva la concentracién intracelular de la glutamina, pudiera actuar como un co-
represor de la sintesis de ntrC (gInG) o directamente de su transformacién en activador, con
1o cual al no haber suficiente producto de ntrC se presenta el fenotipo Ntr™, que en organismos
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diazotréficos incluye la fijacién de nitrégeno. Como ejemplo ya se mencioné previamente el
fenotipo Nif™ que presentan las mutantes de Rhizobium cuya GS se encuentra altamente
adenilada.

En Asospirillum brasilense, el grupo de Bani et al.,, (1980) ha aislado mutantes en
el gene que codifica para la glutamato sintasa (GOGAT). Estas fueron seleccionadas por su
crecimiento en NB‘+ alto, 25 mM, y simulténeamente incapacidad para fijar nitrégeno. Estas
mutantes no presentaron actividades detectables de GOGAT. Cuando se analisé el compor-
tamiento Ntr de estas mutantes por crecimiento en diferentes sustratos Ntr, se encontré que
no crecen en histidina, adenina, alanina, xantina y nitrégeno molecular, Tampoco crecen en
nitratos o nitritos como unicas fuentes de nitrégeno. Sin embargo, sf crecen en amonio alto,
glutamina, arginina, glutamato, aspartato, asparagina y prolina. Presentaron actividades de
GS muy bajas, no inducibles en ninguna condicién y bastante adeniladas, Interesantemente
algunas de sus mutantes presentaron actividades de deshidrogenasa glutémica (GDH) reduci-
das al 50% de las actividades silvestres, para lo cual no se brindé una explicacién. A la lus de
las caracterfsticas de sus mutantes, Bani et al. (1980) propusieron la existencia de meuniumos
de regulacién Ntr semejantes a los encontrados en enterobacterias,

Por otra parte, Plasinski y Rolfe (1083) realisaron experimentos con 8 cepas de
A, brasilense y A, lipoferum para determinar el nimero de plésmidos de cada una de estas
cepas y la distribucién de la informacién para Ia fijacién de N3 en este organismo. Utilisando
el método reportado por Kado y Liu (1081), para purificacién de plésmidos de alto peso
molecular, con algunas modificaciones, obtuvieron un perfil de plésmidos. Encuentran que
existe gran variacién respecto al niimero y peso molecular de los plésmidos de cada cepa. El
rango de los pesos moleculares var{a desde 12 hasta 370 megadaltones. La cepa de A. brastlense
8p7 ATCC20145 (cepa silvestre utilisada en este trabajo de tésis) contuvo 4 plésmidos, de 100,
130, 350 y 370 megadaltones. Para la localisacién de los genes estructurales nif en Aszospirs-
{lum, utilisaron como probador génico el plésmido pW564, derivado del pBR328, que contiene
los genes pifHD de RAizobium trifolii. El DNA total de las 8 cepas digerido con EcoRlI, lo
hibridisaron contra pW564, En todos los casos la hibridizacién especfica se localisé en frag-
mentos cromosomales que en nigin caso correspondieron a las bandas de plésmidos. También
hibridisaron el DNA total de Asospirilium con DNA de pifHDK de K. pneumonie, y los re-
sultados se repitieron, por lo que en Asospirilium los genes pifHDK parecen estar localisados
en cromosoma.

Otro dato que confirma la afirmacién anterior es la existencia de una cepa de Asospiri-
lum de la cual fueron curados los plésmidoa. Esta cepa siguié siendo Nitt. En los Rhizobie
de crecimiento répido se ha demostrado que algunos de los genes que controlan las propiedades
simbiéticas est&n localisados en plésmidos de alto peso molecular (Beynon et al., 1980; Banfalvi
et al., 1081). Si bien los genes estructurales para la nitrogenasa en A. brasilense se localisan
en cromosoma, alin no ha sido descartada la posibilidad de que en este organismo los genes
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con funciones semejantes a los de asociacién bacteria-rais estén codificados en alguno de sus
plésmidos.

Gauthier y Elmerich, (1977) han aislado mutantes de A. brasilense auxétrofas de
glutamina y concomitantemente Nif~. Al analizar el comportamiento ensimético de la GS
de dichas mutantes, estos autores encontraron dos diferentes fenotipos. Uno caracterisado por
ausencia completa de actividad de GS, tanto biosintética como de transferasa, una incapacidad
para crecer en NH}' bajo 2 mM, en glutamato 1 mg/ml o en NH"" 20 mM, y por ausencia
completa de actividad de nitrogenasa determinada por el ensayo de reduccién de acetileno. El
segundo fenotipo se caracterisé por una incapacidad de crecer en glutamato 1 mg/ml y NH}'
2 mM, pero que presentaron crecimiento residual en 20 mM de NH“". Estas mutantes pre-
sentaron alrededor de un 30% de la actividad silvestre de nitrogenasa en ausencia de amonio
o en presencla de glutamina (10 pg/mi), y alrededor de un 200% de actividad de reduccién de
acetileno en presencia de NH: 20 mM; también presentaron actividad residual de GS, entre
un 10% y un 20%, comparado con los niveles de la cepa silvestre,

Al alslar revertantes protétrofas a partir de las mutantes antes mencionadas, encon-
traron los siguientes fenotipos. Las revertantes del primer grupo presentaron actividades de
GS de alrededor de un 25% de la actividad silvestre, actividades de nitrogenasa similares a
las de la cepa silvestre y volvieron a ser sensibles a la represién causada por NH"". Las re-
vertantes del segundo grupo se comportaron de manera similar, sélo que las actividades de
GS fueron casl las de la silvestre, quisé un poco més bajas, y los valores de reduccién.de
acetileno fueron equivalentes a los de la silvestre as{ como su sensibilidad al NH}'. Tanto las
revertantes del primer grupo como las del segundo grupo presentaron niveles de adenilacién de
la G8 totalmente normales. A la lus de estos resultados, ellos propusieron que posiblemente
en Agzospirillum brasilense la regulacién de la GS estuviera sujeta a un sistema de regulacién
que controla la biosintesis de la nitrogenasa.

Posterlormente, Elmerich (1985) cloné el gene de gInA de A. brastlense valiéndose de
un banco de genes que el grupo de este mismo autor construyé (Quiviger et al,, 1982), uti-
lizando para la deteccién de 1a clona positiva un probador especifico de ginA de K. pneumonie.
La clona, designada pAB44, fue capas de restablecer el fenotipo silvestre a algunas mutantes
Gin~ Nif~ de K. pneumonie y de A, brasilense. Por anélisis en maxicélulas en E. coli, estos
autores identificaron el producto del pAB44 como una proteina de 50 Kd (coincidente con
¢l peso molecular reportado para la GS), con actividad de GS. Atn no se ha determinado si
dicha clona contiene también una regién con funciones semejantes a ntrBC (gnLG).

Objetivo del Proyecto de Tesls

El objetivo trasado para este proyecto fue el aislamiento de mutantes revertantes para
la fijacién de N; en Asospirillum brasilense Sp7. Debido a que este organismo ya fija N3 en vida
libre en condiciones en las que la presién parcial de O3 es suficientemente bajs, asf como en
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crecimiento en condiciones de microaerofilia (consistente en cultivos en medio semisélido, lo que
les permite crecer a una distancia de la superficie de algunos milimetros, en donde encuentran
la presién parcial de O3 adecuada para que no inactive su nitrogenasa), se presentaba el
problema de seleccionar a aquellas mutantes que fijaran el N3 en forma constitutiva de las
células que fijaran N3 como una capacidad ya propia en este organismo. Es decir, que dichas
mutantes pudieran ser diferenciadas fenotfpicamente de la silvestre sin tener que recurrir a
probar individualmente cientos de sobrevivientes a un tratamiento mutagénico dado. Por esta
razén se decidié buscar una estrategia que permitiera seleccionar dichas mutantes revertantes
en fijacién de N3, algunas de las cuales ser(an constitutivas.

En el momento en que esta tésis se inicié, en nuestro laboratorio habfamos logrado
la obtencién en E. coli de mutantes constitutivas para la GS por medio del alslamiento de
mutantes resistentes a metionina sulfoximina (MS) a partir de una cepa conteniendo una
mutacién en gInG. La mutante en gInG le confiere en E. coli sensibilidad a MS. De esta
manera se pensé que el mismo rasonamiento podfa utilisarse en A, brasilense para el sistema
nitrogenasa, siempre y cuando el sistema nitrogenasa fuera activado en Asospirillum por ginG
(ntrC) y gInF (ntrA) como en enterobacterias. Ademés este mismo enfoque experimental
se pensé que nos hublera servido para demostrar i el sistema ntrC-ntrA (ginG-ginF) podfa
activar los genes nif en Asospirillum como se sospechaba en otros organismos diasotréficos.

Asf, baséndonos en un modelo de regulacién del metabolismo nitrogenado como el
descrito anteriormente, planteamos la siguiente hipétesis experimental. Para obtener mutantes
constitutivas para la fijacién de Ny, suponiendo que la regulacién nitrogenada en Asospirillum
ocurriera como en enterobacterias, serfa necesario eliminar el regulador general de activacién
de las vias de utilisacién de nitrégeno ntrC, y posteriormente mediante un segundo paso
de mutagénesis, generar un promotor independiente de activacién-represién por los genes
reguladores de la transcripcién nif, en la regién del promotor de los genes estructurales para
la fijacién de nitrégeno, nifHDK, o bien un promotor constitutivo en la regién de los genes
reguladores para nif, nifLA. Se decidi6 seleccionar el primer tipo de mutantes por sensibilidad
& MS (siguiendo los resultados encontrados para E. coli), o bien para fenotipo Ntr™. En este
trabajo se describe la obtencidn y caracterisacién genética y fisiolégica de mutantes alteradas
en parte de estos sistemas Ntr y conclufmos que en Asospirillum brasilense existen algunas
diferencias en la regulacién Ntr comparada con K. pneumonie.

Asfmismo se describe la obtencién de mutantes revertantes para la fijacién de ni-
trégeno, que fueron selecclonadas por recuperacién de su capacidad de fijar N3. Para el
disefio experimental de la obtencién de mutantes constitutivas para la fijacién de N3, se siguié
précticamente la estrategia utilisada en E. coli para aislar mutantes constitutivas para glu-
tamino sintetasa que con tanto éxito habfamos obtenido en el laboratorio (Osorlo et al. 1084).
Partimos de la suposicién de que los productos de ginG y ginF podrian ser activadores tanto
de ginA como de nifLA, tal y como sucede en K. pneumonie (Espin et ol., 1982); ya que en E.
coli habfamos podido aislar mutantes ;lnc como revertantes de mutantes ginG, no resultaba
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dificil suponer que el mismo procedimiento pudiera seguirse en Asospirillum, siempre y cuando
en esta \ltima bacteria existiera un sistema ptrA-ntrC que activara tanto glnA como nifLA.

Como antecedente adicional exist{a el trabajo publicado por Ausubel et al., (1977) en
el que describe la obtencién de mutantes de K. pneumonie capaces de desreprimir la actividad
de nitrogenasa independientemente de la actividad de la glutamino sintetasa. En la época en
que este trabajo fue realizado, atn prevalecfa la concepcién de que era la glutamino sintetasa
por of misma la que regulaba la actividad de los sistemas Ntr. No obstante ésto, Ausubel
(1977) hace la distincién entre los dos fenotipos encontrados por mutaciones en la regién de
gInA, aquellas que eran GIn™ y las que se presentaban como Gint Hut™ Nif ™, a las que
definieron genotfpicamente como ginR ;¢ R, ..

La enatrategia descrita por Ausubel (1977) fué la siguiente: (1) obtener mutantes que
fuesen auxétrofas de glutamina, (2) a partir de las Gln_ aislar mutantes Gln* Hut™ Nif~,
(3) a partir de éstas alslar revertantes Nift. Obtuvieron revertantes Glnt Hut™ Nif* que
cotransducfan 100% con ginA y 8-12% con tha, que esté casi contiguo a ginA. Para evitar
obtener revertantes en el locus para ginA y sf encontrarlas en la regién de promotor de nif,
partieron de una mutante que ademés del genotipo anteriormente mencionado era hisD, ya
que este gene esté localisado en el cromosoma en la regién contigua a los genes pif. Asf, las
revertantes aisladas fueron 30-50% cotransducibles con hisD. A estas mutantes se les designé
nifT. Las caracterfsticas sobresalientes de estas mutantes son: (s) son eis dominantes (b)
mapean a la mitad del aciimulo de genes pif (c) siguen siendo sensibles a represién por NHCl
(d) en cepas que contienen tanto la mutacién pi{T como gIn® (constitutivas para la glutamino
sintetasa), la sintesis de nitrogenasa se ve reprimida por la presencia de amonio, en tanto que
mutantes que sélo llevan glnc son constitutivas para la sintesis de nitrogenasa.

Hoy dia sabemos que las mutaciones que dan por fenotipo una incapacidad para
desreprimir los operones de utilisacién de histidina y de la fijacién de N3 en K. pneumonie

- se localisan en ntrC. Partiendo de la actualisacién de esta informu:i(m, nos pareci6é que el
enfoque que nos habjamos planteado era el adecuado a seguir.

T



Materiales y Métodos

Medios y condiciones de cultivo

. Como medio rico se utilizé Lurls, consistente en extracto de levadura 5 g/1, bactotrip-
.tona 10 g/l y NaCl 10 g/I.

Medio Minimo utilisado para Asospirillum brasilense
(11pH 6.8-7.2)

KqHPO, ) 6g

KHaPO, 4g

Mg804.7H,0 al 10% 2ml

NaCl al 10% 1ml

CaCly.2H;0 &l 10% 2ml

‘micronutrientes® 2ml

FeCly - al 0.1% 0.5 mi

KOH: : 45g

vitamina** Iml

écido succinico 5g

Solucién de micronutrientes® . vitamina**
(200 ml) ; (100 ml)
032g NagMO04.2H;0 10 mg biotina
032% g MnSO(H;0 v 20 mg piridoxal.HCl
028¢g H3BO3

0.008 g CuS04.3H;0

0024 g ZnS04.THy

* Autoclavear.

**Disolver en bafio mar(a y filtrar.

Este medio se suplementa con una fuente de N, que esencialmente fue NHCl 25 mM,
NH,Cl 2.5 mM o glutamina 2 mg/ml. Asfmismo, dependiendo de la cepa, los requerimientos
que se adicionaron fueron en su mayorfa metionina 40 ug/ml o histidina 50 ug/ml. Los
antibiéticos se utilisaron a las sigulentes concentraciones, excepto cuando se especifique di-
ferente: Km 50 pg/ml, Tc 10 ug/ml, Prm 100 ug/ml. Para medio sélido para cultivos en
caja se utilisaron 15 g/l de bactoagar. Para medio semisélido para cultivos en microaerofilia
se utilisaron 1.8 g/l de agar. Todas las cepas de Asospirillum se crecieron siempre a 30°C,
temperatura 6ptima de crecimiento de esta bacteria, asf como permisiva para la induccién y
funcionamiento de la nitrogenasa. Para las cepas de F. coli portadoras de plésmidos se utilisé
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Luria suplementado de algin antibi6tico (segiin la resistencia conferida por el plésmido). La
temperatura de crecimiento para este organismo fue de 37°C.

.

Protocolo de mutagénesis con EMS

Las células se crecen en medio minimo hasta fase exponencial en un volumen de 5 ml.
Se centrifugan y resuspenden en la mitad del volumen, i.e. 2.5 ml de sales sin fuente de carbono
ni de nitrégeno. A 2.4 ml de sales se les adiciona 0.1 ml de EMS. Se juntan las células con la
solucién de EMS, y se dejan incubando durante 2.5 hrs. sin agitacién a 30°C, Para inactivar
el EMS se centrifugan y se resuspenden en 1 volumen de tiosulfato de Na al 5%. Este paso
se repite dos veces, Luego se resuspenden las células en 5 ml de medio rico LC (luria) y se
dejan recuperar hasta fase exponencial tardfa. Se centrifugan y se lavan dos veces en sales
sin C/N. Se depletan un par de horas y luego se resuspenden en el medio mfnimo selectivo en
el que las mutantes deseadas no sean capaces de crecer y se les adiciona 1 ml de Km al 1%
durante 12 hrs., después de lo cual se lavan las células por lo menos dos veces y se resuspenden
en medio mfnimo completo hasta fase expo nencial. Se hacen diluciones hasta 1 x 10°® y se
platean en el mismo medio en el que se les permiti6 llegar hasta exponencial. De ahf se toman
las colonias aisladas y se parchan en los diferentes medios selectivos.

Mutagénesis con EMS en sélido

Esencialmente el protocolo es el mismo que el anterior excepto que después del paso
de la recuperacién en LC y los lavados en salina, se espatulan las células directamente en cajas
conteniendo el medio mfnimo en el que las mutantes de interés no pueden crecer y al cabo de
20 hrs. de incubacién a 30°C se espatulan con Km para una concentracién final de 1 mg/ml,
y se dejan por espacio de 36 hrs. en incubacién. Pasado este lapso, se recoge el crecimiento
mediante el auxilio de una espétula y se lavan las células por lo menos dos veces, después de lo
cual se diluyen y espatulan en el medio minimo completo. Luego se parchan en los diferentes
medios de seleccién,

Protocolo de mutagénesis con el P1CmTnSKm

Se crecen las bacterias en medio rico LC hasta 40 u. Klett. (aprox. 1x10® células/m1).
Se centrifugan y resuspenden en 1 ml de LC. Agregar 1 mi de solucién Ca-Mg (0.03M CaCl;
0.015M MgSO,) y 1 ml de LC+fago segin la multiplicidad de infeccién. Dejar 90 min. a
30°C sin agitacién, Centrifugar y resuspender diluyendo 1:10 en LO1. Separar en varios
matraces. Dejar expresando hasta exponencial temprana. Afiadir Km a una concentraclén
final de 50 pg/ml (la presencia del Tnb le confiere resistencia a 50 ug/ml de Km a la cepa
receptora) y dejar llegar el cuitivo hasta fase exponencial tardfa. Para el enriquecimiento se
centrifugan y lavan las células en salina y se dejan depletando 12 hrs. después de lo cual se
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resuspenden en medio minimo en el que las mutantes de interés no pueden crecer y se les
adiciona paromomicina 500 ug/m! (concentracién final) permitiéndoles crecer durante 6 hrs.
Lavar por lo menos dos veces y resuspender en medio mi{nimo completo més Km 50 ug/ml y
dejar creciendo hasta exponencial temprana. Hacer diluciones, platear y parchar en los medios
de seleccién.

Propagacidn del fago

1.~ Crecer la cepa MX1055 a 30°C en LC+MgSO4 0.01 M concentracién final, en un volimen
de 50 ml (45 ml LC + 2.5 m! MgSO, 0.2M + 2.5 m! “overnight®),

2.- Centrifugar y resuspender en LC concentrando 5 veces (50ml — 10ml).

3.- Incubar con agitacién a 40°C por 2 hrs.

4.~ Pasar a 37°C por una y media hrs.

5.~ Cloroformar 1:20, centrifugar y volver a cloroformar.

6.- Titular en AB1187 (concentrar las células al doble en la solucién de Ca-Mg, y poner
en contacto 0.1 ml de células de AB1157 y 0.1 ml de fagos, dejar a 37°C por 20 min);
dilufr en LC y plaquear en LCTG (LC, timina, glucosa) con agar suave. Contar las placas

" obtenidas e infectar para la mutagénesis a la multiplicidad de infeccién que se desee. Para
multiplicidad de infeccién de 0.1 = 10 bacterias/fago
8i el titulo del fago es 1 x 10°/ml y tenemos un cultivo con 1 x 10%/bacterias/ml,
tomamos 10 ml de cultivo = 1 x 10°/bacterias/10 fagos = 1 x 10® p.f.u (unidades formadoras
de placas) — 0.1 ml fago/10 ml bacterias.
" Multiplicidad 0.05 = 20 bacterias/fago para 5 ml cultivo —s 5 x 10% bacterias/20 fa-

;;on' = 2.5 x 107 p.fu. titulo del fago 1 x lO'/cldu 0.1 ml — 28 ul de fago. A la hora de

poner el fago y las células juntas, es importante que los volimenes sean iguales; ésto es, ej.:

1mlLC -

1miCa-Mg para 10 ml
0.5 ml fago de cultivo
08 ml LC

Determinacién de la actividad de glutamino sintetasa (GS)

Ensayo de transferasa

) Esencialmente se sigui6 el protocolo reportado por Bender et al. (1077), a excepcién
:do pequefias modificaciones en el tratamiento de las células. Los pasos que se siguieron fueron:

1.~ Crecer *overnight® en medios minimos pertinentes, i.e. NH4Cl 28 mM, 2.5 mM, y glu-
. tamina 2 mg/ml (ls glutamina se debe preparar fresca).

2.~ Inocular 10 ml de medio & una densidad de 15 u. Klett y crecer hasta 100 u. Klett.
. 8.~ Adicionar 2 ml de CTAB (1 mg/ml) (detergente aniénico).



4.- Continuar agitando por 10 min.

5.~ Pasar a hielo por 10 min, centrifugar (5000 rpm por 10 min).

6.— Lavar con un volimen de KCl 1%, centrifugar y resuspender en 1 ml de KCl 1%.
7.— Dejar en hielo hasta el momento de realizar la determinacién.

Mescla de reaccién

GS Total = ensayo de transferasa sin Mg+t

agua bidestilada 140 mil
imidasole 1 M pH 7.33 45 ml
NH;O0H 08 M 0.74 ml
MnCl3 0.1 M 000 ml
arseniato de Na 0.28 M pH 7.33 30 ml
ADP sédico 20 mM pH 7.0 06 ml
CTAB (1 mg/ml) 30 ml
L-glutamina 0.2 M 4.125 ml

aforar a 33 ml

ajustar a pH 7.33

GS transferasa con Mg*t = GS no adenilada
Todo igual, sélo que la mescla lleva MgCl; 3 M 0.66 ml/ 33 ml,
Para cada ensayo 37°C

0.4 ml mescla
0.1 ml bacterias

A los 5 min parar la reaccién con 1 ml de “Stop Mix*

A los 10 min parar la reaccién con 1 ml de “Stop Mix"

Tomar un tiempo cero.

Centrifugar 20 min a 2500 rpm

Leer a 840 nm, considerar que 1 micromola de gama-glutamilhidroxamato lee 0.532 a 540 nm.
Para obtener la actividad especifica se resta el valor cero de los valores de 5 min y 10 min, se
multiplica el valor de 5 min por 2, se le suma el valor de 10 min, se divide entre 2, se divide
entre 10, se divide entre 0.532 y por iltimo se divide entre el valor de 100 ug/protefna.

Daterminacién de la actividad de glutamato sintasa (GOGAT)

Se siguié esencialmente el procedimiento reportado por Meers et al. (1970), los pasos
que se siguieron fueron:
1.- Crecer “overnight® en medio minimo deseado.
2.- Inocular a 15 u. Klett 25 ml y dejar crecer hasta 100 u. Klett
3.~ Centrifugar 12 min a 8000 rpm.
4.~ Lavar dos veces con 12.5 ml de buffer de extraccién.
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5.~ Resuspender el pellet en 1 ml de buffer de extraccién que contenga 2.25 mM MnCly
concentracién final (concentrar las células 25x).

6.— Sonicar y centrifugar a 4°C.

7.~ Recuperar sobrenadante y dejar en hielo.

Buffer de Extraccién para 500 ml

EDTA 0.5 mM

KqHPO, 5 mM pH 7.2
CTAB (1 mg/ml) afiadir 1/10 volimen

Solucién Stock MnCl; 0.228 M (100 veces concentrada)

Moescla de Reaccién

alfa-cetoglutarato 02MpH 7.6

glutamina 80mg/ml

NADPH 6 mg/ml (en buffer de ensayo - Tris)
Trls 0.1MpH 78

Coctel: Coctel control:

0.3 ml glutamina 0.3 ml H;0

0.5 ml alfa-ceto 0.5 ml alfa-ceto

4.5 ml Tris 4.5 ml Tris

3.7 ml H;0 3.7 ml H;0

Ajustar blanco con coctel control a 340 nm.

Mesclar en la celda: 0.45 ml coctel
0.40 ml buffer extraccién
80 ul NADPH

arrancar reaccién: 0.1 ml extracto células

Tomar tiempo cero, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min y observar el decaimiento de
la absorcién de lus del NADPH conforme se consume durante la reaccién. Se considera que
0.1 micromolas de NADPH absorben 0.62 a 340 nm. El valor de la actividad especfica se
obtiene restando el valor del ltimo tiempo leido en el que todavia se observa un decaimiento
lineal,del valor de cero; éste se divide entre el niimero de min. Se hace lo mismo con el control,
y se le resta el valor del control al valor obtenido. Se hace una regla de tres con el valor de
NADPH y se divide entre el valor de 100 ug/protefna, con lo que se obtienen las actividades
especificas.

Determinacién ensimética de histidasa

De acuerdo al protocolo reportado por Pahel et al. (1982), se siguieron los pasos
descritos a continuacién:
1.~ A partir de un “overnight®, se inocularon los cultivos en MM suplementado con una fuente
de carbono, NH(Cl 2.5 mM y L-histidina 50 ug/ml.



Cuando hubieron llegado a una densidad aproximada de 4 x 10° células/ml, se les adicioné
CTAB a una concentracién final de 100 ug/ml y MnCl; a una concentracién final de
1.0 mM y se les dejé en agitaciéon durante 2 min, después de lo cual se pasaron a hielo. Se
centrifugaron y se lavaron en un volimen de KCl al 1%, posteriormente se concentraron 25
veces el voliimen inicial y se resuspendieron en una solucién que contenfa 20 mM imidasole
(pH 7.5), 0.3 mM MnCl3, y 100 ug/ml CTAB, y se dejaron en hielo hasta el momento de
realisar las determinaciones ensiméticas. Mescla de reaccién consistié en 20 ug/ml CTAB,
100 mM dietanolamina, § mM glutatién y 10 mM L-histidina (pH 9.4), todo ésto aforado
a 1 ml con agua bidestilada. La reaccién se inicia al momento de adicionar entre 5 y 25 ul
de las células tratadas. Como blanco se utilisé la mescla de reaccién sin células. Se midié
la formacién e incremento de urocanato a 277 nm a 37°C. Las actividades especlﬁcu se
reportan como nanomolas de urocanato/min/mg protefna.

Cuantificacién de proteinas

Se realisaron por el método reportado por Lowry (1951).

Purificacién de glutamino sintetasa por el método de
precipitacién con poliatileneglicol

Por el método reportado por Streicher y Tyler (1980).

Soluciones stock de polietileneglicol (PEG) al 40% y NaCl 4 M se prepararon en buﬂer SB.
Buffer SB.

20 mM imidasole

10 mM MgCl,

2 mM beta-mercaptoetanol.

L

Se cultivé un volimen de 1 1 de células en MM suplementado con una fuente de carbono y
L-glutamina 2 mg/ml como fuente limitante de nitrégeno (condicién en la cual la sintesis
de GS es 1a més elevada) hasta una densidad de 40 u. Klett = 1 x 10%. Se centrifugaron
y se concentraron 100 veces las células en buffer SB. Se sonican a una temperatura de
0 a 4°C. Los restos celulares se eliminaron centrifugando por 45 min a 17,000 rpm. Se
recupera el sobrenadante con pipeta y se colecta en tubos estériles.

A’1 voldmen de extracto agregar, goteando con agitacién, un volimen igual de PEG 20%
preparado en buffer SB. 10 min después se centrifuga a 15,000 rpm por 15 min. Se debe
obtener un paquete (P1) compacto y un sobrenadante perfectamente claro, De lo contrario
volver a centrifugar,

1I1. La pastilla P1 se resuspende en 4 M de NaCl preparado en buffer SB, en la mitad del

volimen del extracto original a 4°C. Para obtener la méxima solubilizacién se utilisa un
homogenisador de vidrio. Se forma una soluclén clara que contiene del 80% nl 00% de la
actividad de GS.



IV. Se centrifuga y se colecta el sobrenadante S1; se precipita en un volimen igual de PEG al
20% —2 M NaCl en buffer SB. Se deja a 4°C y 10 min después se centrifuga a 15,000 rpm
15 min. El sobrenadante S2, es pipeteado cuidadosamente evitando contaminario con el
pellet P2,

V. La fraccién S2 se mantiene en hielo y se le agrega la mitad del volimen que se tiene
de acetona a —20°C afiadiendo répidamente y con agitacién. El precipitado formado se
centrifuga por 15 min a 15,000 rpm. Se decanta el sobrenadante y se seca el remanente
liquido por aereacién (estéril). '

VL El pellet se resuspende en 1/10 volimen original del extracto en buffer de columna.

Buffer de columna.

20 mM imidasole pH 7.5

1 mM MgCly

10% glicerol.

Fue necesario utilisar un homogenisador para solubilisar el pellet PS, para asegurar

la méxima recuperacién de GS. El homogenado fue centrifugado a 15,000 rpm por 15 min y

¢l sobrenadante S4 fue cuidadosamente colectado. Se guardé a 4°C. Se tomaron alicuotas

para realisar el ensayo de actividad por transferasa, asf como también se corrieron geles de
proteinas para determinar el peso molecular de la(s) protefna(s).

Purificacién de DNA cromosomal

De acuerdo al método reportado por Quiviger et al (1982), y con modificaciones re-
portadas por Marmur (1961). Los pasos seguidos fueron: »

1.~ Se creci6 1 1 de células en medio PAY (Peptona de caseina 4 g/I; MgSO4 2 mM y 0.48 g/1
de extracto de levadura, pH 7.2) en obscuridad (con objeto de que produscan la menor
cantidad de polisacéridos posible), con agitacién a 30°C. (Para las cepas Km® se les
adicioné Km a una concentracién final de 50 ug/ml).

Por cada 2 g de células: ‘

 3.— Resuspender en 16 ml de una solucién 50 mM Tris-HC] pH 8.0, sacarosa 28%.

3.- Adiclonar 20 mg de lisosima y 40 mM EDTA; incubar a 37°C 10 min.

4.— Adicionar SDS 1% concentracién final y proteinasa K 10 mg o pronasa 10 mg de una
solucién 20 mg/ml predigerida una y media hrs a 37°C; incubar el lisado hasta que clari-
fique a 37°C, alrededor de 2 hrs.

‘5.~ Pasar ¢l lisado claro un par de veces por una jeringa de pléstico.

6.~ Calentar el lisado claro a 70°C durante 20 min e inmediatamente adicionar un volimen de
fenol:cloroformo:isoamf{lico, 20:20:1; agitar bien, centrifugar y tomar fase acuosa, Repetir
este paso dos o tres veces, hasta que la fase acuosa esté transparente.

7.~ Adicionar un volimen de cloroformo:isoamflico, centrifugar y tomar fase acuosa, repetir
este paso dos o tres veces.
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8.- Precipitar adicionando 2 volimenes y medio de etanol a —20°C y 200 mM de acetato de
Na, dejar a —20°C toda la noche, centrifugar y lavar con etanol al 70% dos o tres veces,
secar y resuspender en 1 ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM).

9.~ Adicionar RNAsa pretratada a una concentracién final de 0.01 mg/ml, incubar 30 min a
37°C.

10.-Repetir pasos 6-8, resuspendiendo en el volimen més pequefio posible.

Purificacién de plésmidos por el método de lisis alcalina

Se siguié el protocolo reportado por Maniatis (1982).

Electroelucién de fragmentos de DNA

Se digieren los DNA's con las ensimas de restriccién deseadas y se corren geles de
agarosa ultra pura al 1% en buffer Tris-Acetatos-EDTA 0,25x. Se tifien los geles con bromuro
de etidio 1 mg/ml y se corta el fragmento de interés. Este se corta en pedasos y se coloca
en un ckmara de electroelucién conteniendo buffer Tris-Acetatos en ambos posos. Se corre a
120 volts por B hrs a 4°C. Al cabo de este tiempo se invierte la polaridad durante 1 min para
desprender el DNA, se colecta el volimen de electroelucién y se extrae con un volimen de
fenol lo més frio posible; se agita vigorosamente durante 1 min, se centrifuga y colecta la fase
acuosa, se extrae con cloroformo y luego se precipita con dos y medio volimenes de etanol
—20°C y 200 mM acetato de Na. Se centrifuga, se lava y se seca; luego se resuspende en buffer
TE. ‘ '

Hibridisaclén

Transferencia de DNA a filtros de nitrocelulosa

. Se corren geles de agarosa 1% de S mm de grosor con el DNA digerido, de preferencia
a bajo voltaje para que los fragmentos se separen bien por peso molecular. Se tifie el gel en
EtBr 1 mg/ml y se le saca foto. El gel se trata en HCl 0.25 M por 15 min. Se lava dos

‘veces en agua deatilada. Se cambia a una solucién de NaOH 0.5 M y NaCl 1 M en la cual

se deja durante 20 min dos veces, después de lo cual se pasa a una solucién neutralisante de
Tris 1 My NaCl $ M pH 7.8 durante 30 min 2 veces. El gel se coloca sobre un puente de papel
Whatmann 3 mm y un filtro de nitrocelulosa del tamafio del gel previamente humedecidos
en una solucién SSC 6x, se le coloca un papel Whatman 3 mm del mismo tamafio encima,
muchas sanitas y un peso de medio kilogramo y se deja transferir durante por lo menos 12 hrs
aunque de preferencia 24-48 hra., después de lo cual el papel de nitrocelulosa se seca al vacfo
2 80°C. Esté listo para la hibridisacién.



Mescla de prehibridizacién e hibridizacién

" En general se us6 la formamida al 40%, aunque también se realisaron experimentos
con formamida al 25% y al 35% con el objeto de establecer si es que una disminucién en Ia
concentracién de formamida podia permitir ¢! apareamiento de DNA's con secuencias més
disfmiles que 70%.

(10 ml con formamida a) 40% para DNA's heterélogos hasta un 30% de disparidad en la
secuentia)

4 ml formamida desionisada

2.8 m! 20x 88C

0.1 mi 8DS 10%

0.04 m! EDTA 0.25 M

01mTris1 M

0,1 m! Denhardt 100x

800 p[/ml DNA tlmo de ternera desnaturalisado por ebullicién durante 10 min

agus c.b.p. 10 ml

Para la mescla de hibridisacién sélamente s¢ le adiciona el volimen de DNA radioac-
tivo previamente hervido durante 10 min, y se le resta ese volimen de agua. El filtro se
-prehibridiss en la solucién de prehibridisacién a 42°C durante 8 a 12 hrs en una bolsa seilada.
Mientras tanto se marca por “nick translation® el detector que se va a utilisar, para lo cual se
dgucn los ll(ulenm pasos:

DNA 1 ug 14l Receta general k

dNTP's 20 ul
(ATG)

Solucién de ensima e U
dCTP <alfa 3p> 10 ul
(10 uCi/ul) act. esp.

Hs0 c.b.p . ) 100 ul

Incubar a 15 - 16°C por 2 hrs.

) Llevar a un volimen de 300 ul con buffer de elucién y pasar por una columna de
&pr G-78 a la que previamente se le ajusté el pH 8.0. Pasar por la columna 600 ul
més de buffer de elucién. Dejar salir el primer. volimen de elucién y colectar los 600 ul
.restantes en un tubo eppendorf y dejar en hielo. Para determinar la activided especifica
tomar una alfcuots y precipitarla en TCA 10% en presencia de DNA acarreador y medir
en un contador de centelleo. Tomar el volimen equivalente al nimero de cuentas por min
deseadas, ebullir 10 min, y adiclonar a la mescla de hibridisacién. Sacar todo el liquido de
la bolsa de prehibridisacién y sustituir por la mescla de hibridisacién. Dejar & 42°C durante
12-24 hre.



Lavados

Sacar el liquido de hibridizacién e inyectar 20 ml de 2x SSC-0.1% SDS. Vaciar este
lfquido, abrir 1a bolsa, sacar el filtro y ponerlo en 2x S8C-0.1% SDS a temperatura ambiente
por 15 min, después de lo cual volver a poner en ls misma solucién pero a 50°C en baifio
marfa durante media hora; verificar con el contador Geiger si el fondo del filtro ya no muesira
radioactividad inespecifica. Si aiin hay mucho fondo, se cambia la solucién SSC-SDS cada
hora y se puede ir bajando la concentracién de la salina, con lo que la restrictividad del lavado
se aumenta, Cuando el filtro ya no presenta fondo inespecifico, se lava sin S8DS, pero en la
concentracién de salina a 1a que se liegs, por 15 min. Se seca el flltro a 65°C por 15 min y se
coloca entre dos placas fotogrificas a —70°C desde 12 hrs. hasta por dos semanas, segin el
tiempo de exposicién que se desee.



Resultados

En este trabajo se describe el aislamiento y caracterisacién genética de mutantes regu-
latorias incapaces de fijar nitrégeno y de mutantes constitutivas para la fijacién de nitrégeno
en Aszospirillum brasilense,

La cepa silvestre que utilisamos fue A. brasilense Sp7 (ATCC20148). A partir de ella
se alslaron en este laboratorio mutantes auxétrofas de algiin aminodcido. Para este trabajo
se utilisaron las cepas MX2033 (Sp7 Met™) y la MX2038 (Sp7 His™) (aisladas por S. Lorfa
y M. Zamudio), aprovechéndonos de la auxotroffa como un marcador genético. Las mutantes
regulatorias Nif ™ fueron aisladas por estrategias diferentes.

Mutagénesis por stilmetanosulfonato (EMS) y seleccién para
sensibilidad a metionina sulfoximina (MS)

Baséndonos en el modelo de regulacién encontrado para Klebsiella pneumoniae, en
el cual la ausencia del producto de ntrC causa una incapacidad para fijar nitrégeno, y una
hipersensibilidad a la inhibicién de crecimiento causada por el anélogo del dcido glutdmico, la
D-metionina L-sulfoximina (MS), decidimos buscar mutantes de A. brasilense seleccionando
para el fenotipo MsS. EI objetivo consisti6 en averiguar si el sistema de regulacién ntrC- ptrA
previamente descrito en enterobacterias, se encuentra presente y es funcional en A. brasilense.

Para ello se determiné la respuesta de la cepa silvestre MX2033 Met™, a varias
concentraciones de MS tanto en medios liquidos como en medio sélido. Se encontré que a
100 ug/ml de MS o a concentraciones mayores que ésta, la cepa silvestre es inhibida. Para
crecimiento en liquido decidimos usar una coneentracién de 50 ug/ml, ya que esta concen-
tracién es la méxima a la cual la cepa silvestre no es inhibida. La concentracién que deter-
minamos como éptima en medio sélido fue de 5 ug/ml para las MSS, ys que en este medio
la dosis permisiva subletal para la cepa silvestre fue de 10 ug/ml. Ea interesante hacer notar,
que en A, brasilense se observan diferencias claras entre las diferentes condiciones de cultivo y
la respuesta en crecimiento de esta bacteria.

Después de la mutagénesis se seleccionaron aquellas colonias que no crecieron en las
concentraciones de MS mencionadas, recuperéndose en medio minimo (MM) adicionado con
NH(Cl 25 mM y subsecuentemente prob&ndose ¢l crecimiento en MM adicionado de histidina,
arginina o prolina como tinicas fuentes de nitrégeno. No se encontrd pleiotropfa respecto a la
sensibilidad a MS y la incapacidad en utilisar ciertos aminoécidos como fuentes de nitrégeno,
ni con respecto a la fijacién de nitrégeno, pues las mutantes hipersensibles a MS crecieron en
los aminoécidos mencionados como tGnicas fuentes de N, asf como en ausencia de nitrégeno
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combinado. En este primer intento por correlacionar los diferentes fenotipos Ntr bajo un de-
nominador comiin, de alrededor de 3000 colonias parchadas en esos sustratos Ntr, no se pudo
aislar ninguna que simulténeamente estuviera alterada en todos los sistemas Ntr probados.
Por esta razén se descartaron todas las mutantes, lo que incluyé la fraccién de la poblacién
que contenfa las MSS, Hut™ Nif~ y los fenotipos Hut* y Nif* encontrados posteriormente
(ver més adelante).

Mutagénesis por EMS y seleccién para fenotipo Ntr™

Como otro método de obtencién de mutantes en un locus anédlogo a ptxC en entero-
bacterias, se utilizé la seleccién para fenotipo Ntr~ (incapacidad para utilizar entre otros,
histidina, arginina o prolina como fuentes Unicas de N). Se mutagenizé la cepa MX2033 con
etilmetanosuifonato {(EMS) y se seleccioné para incapacidad simulténea para crecer en estos
tres aminoécidos como fuentes dnicas de N. Se probaron varios miles de sobrevivientes al
tratamiento mutagénico y no se logré encontrar ninguns que presentara los tres fenotipos
simultdneos. Aparecieron colonias a una frecuencia de 1 x 105, que no crecieron en alguno de
estos sustratos, pero que of crecleron en los otros dos. Se repitié Ia mutagénesis seleccionando
directamente en un coctel de histidina-arginina, con lo que resultaron colonias con crecimiento
disminufdo en ambos medios. '

Por 1iltimo, en otro intento, seleccionamos exclusivamente para la utilisacién de his-
tidina Hut™, fenotipo que de los tres {(Hut™, Aut™, Put™), se habfa presentado como el més
claro. Obtuvimos mutantes & una frecuencia de 5 X 10~ cuyo fenotipo fue Hut™ y que si-
multéneamente resultaron incapaces de fijar el nitrégeno molecular, Nif ™, De este experimento
se purificaron dos cepas, la MX2100 y MX2101 (Tabla 1). No satisfechos con estas mutantes,
pues ¢l fenotipo Ntr clisico no lo habfamos encontrado, reanudamos la bisqueda mediante
una estrategia de mutagénesis y de seleccién diferente.

Mutu&iuh por insercién de Tnl

Para lograr la introduccién e insercién del elemento de transposicién genétics, Tn$,
en A. brasilense, se hiso necesaria la construccién de un vector que mediara dicho evento.
En nuestro laboratorio se construyé un fago Pt que lleva insertado un Ins. E! P1 Cm
utllisado confiere resistencia a cloramfenicol (Cm), en tanto que el Tn5 confiere resistencia
& kanamicina (Kin). El fago P1 no es estable en A. brasilense. Sin embargo, como sf logra
infectarlo, permite que se lleve a cabo la transposicién del Tni y que éste quede insertado
en el genoma, interrumpiendo las secuencias génicas. El P1 se segrega ficlimente cuando las
bacterias infectadas se crecen en ausencia de clonmferﬁcol Las mutantes se seleccionaron por
resistencia & 80 ug/mi de kanamicina.



Posteriormente se realizé una segunda seleccién para el marcador de interés. En este
caso nueatra seleccién fue directamente para incapacidad de fijar N3, utilizando comae criterio
de Nif ™ una tota! ausencia de crecimiento en medio minimo sin N combinado, suplementado
sélo con una fuente de carbono, en cajas de Petri, condicién en la cual 1a silvestre presenta
crecimiento residual y confluente. Bajo estas condiciones las bacterias no tienen la tensidn
parcial de O3 6ptima para la fijacién de Nj. Sin embargo poseen la suficiente cantidad de
nitrogenasa para formar algo de amonio con lo que logran crecer de manera residual bajo
estas condiciones. Es entonces un refiejo de la actividad de la nitragenasa que si bien no esté
funcionando al éptimo, permite distinguir claramente aquellas bacterias que crecen bien en
estas condiciones de las que no crecen en absoluto.

Después, a las colonias sospechosas de ser incapaces de fijar nitrégeno se les verificé
dicho fenotipo por cultivo en condiciones microaerofflicas. En microserofilia, dado que el
medlo contiene agar al 0.18%, las bacterias crecen formando una banda a clerta distancia de
Ia superficie, l.e. en donde encuentran la tenaién parcial de O3 adecusds (0.01-0.05 atm o
0.5%) para el correcto funcionamiento de la nitrogenass. Simulténeamente se parcharon en
cajas con histidina como fuente de N y se purificaron sélo aquellas que al mismo tiempo fueran
KmP® Hut™ Nif~. Estas se encontraron a una frecuencia de entre 1 x 10~ y 1x107%, Las
cepas aisladas provenhntu de mutagénesis independientes por insercién de Tnj, con fenotlpo
Hut™ Nit~ KmP® se denominaron MX2102, MX2108 y MX2104. (Tabla 1),

Alslamiento de mutantes Hut™ Nif~ por
mutagénesis con nlirosoguanidina (NTG)

-.El mutégeno NTG, actia durante la replicacién al nivel de DNA de cadena sencilla
generando mutaciones miltiples en los sitios de replicacién. Decidimos aislar un tercer grupo
de mutantes por medio de una estrategia de mutsgéneais difc .ente, utilisando NTG. Este
mutdgeno ofrece la particularidad de generar mutaciones mditigjes, con lo que se obtienen con
frecuencia cepas con mis de una mutacién en un sélo gene o en genes vecinos, y los fenoti-
pos que se observan pueden estar dados por una sumstoria de las altersciones mutagénicas,
Seleccionamos las mutantes por fenotipe Hut™ y simulténeamente Nif~, Se aislaron y purifi-
caron dos cepas, la MX2105 y la MX2106 que presentaron el fenotipo deseado (Tabla 1).

Alslamiento de mutantes M8* por lnsercién de Tn8-

Decidimos volver a buscar mutantes hipersensibles al efecto de MS ésta ves muta-
genisando con el P1 Cm Tnj, con el objeto de establecer el comportamiento de éstas por
cuanto a sus fenotipos de asimilacién de N. Fueron selecclonadas para Km® o inhibicién de
crecimiento en cajs & una concentracién de 5 yug/m! de MBS, Se recuperaron tres clases de mu-
tantes MS®: (a) Hut™ Nif~, (b) Hut* Nif~ y {c) Hut* Nif*. Las mutantes que se purificaron
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se denominaron MX2107, MX2108 (Hut™ Nif~), MX2109, MX2110 (Hut* Nif*), Mx2111,
MX2112 (Hut* Nif ™) (Tabla 1),

Crecimiento en sustratos Ntr

Con la intencién de establecer qué tan general se presenta la regulacién de sistemas
Ntr en A. brasilense, probamos el crecimiento de la MX2033 y las mutantes MX2100, MX2101,
MX2102, MX2103 y MX2104 en diferentes sustratos nitrogenados reportados (Tyler, 1978)
como Ntr, Para ello crecimos todas 1as cepas en MM adicionado con NH.’+ 25 mM en liquido
hasta fase exponencial, después de lo cual se hicleron diluciones hasta 1 x 107, y a partir de
colonias alisladas se parcharon en MM suplementado con cada uno de los siguientes compuestos
nitrogenados: histidina (2 mg/ml), arginina (2 mg/ml), prolina (2 mg/ml), alanina (2 mg/ml),
serina (2 mg/mi), lisina (2 mg/ml), &4cido glut&mico (2 mg/ml), glutamina (2 mg/ml) y xantina
(2 mg/ml). También se probaron en urea (2 mg/ml) y NO3 (10 mM) como fuentes de N, por
ser compuestos que pudieran estar bajo regulacién Ntr, asf como en ausencia de nitrégeno
combinado en sélido y en microaerofilia.

Como se muestra en la Tabla 2, la cepa silvestre creci6 en todos estos sustratos, en
tanto que las mutantes no crecieron sélamente en histidina o en ausencia de N combinado.
Las mutantes MS® sélamente fueron probadas en amonio alto (25 mM) y bajo (2.6 mM),
glutamina (2 mg/mi), histidina (2 mg/ml), arginina (2 mg/ml) y sin N combinado en caja
(Tabla 3). Todas crecieron en arginins, glutamina, amonio alto y amonio bajo,

Sensibilidad de Mutantes a MS

En la Figura 3 se muestra la curva de crecimiento de las dos cepas control MX2033
y MX2036 y de las mutantes Hut™ Nif ™ as{ como las MSS. La tasa de crecimiento de las
mutantes Hut™ Nif~ y las mutantes MSS en ausencia del inhibidor es comparable a la que
presentan las cepas control MX2033 y MX2036 en MM adicionado con NH(Cl 26 mM sin
MS. El experimento se realixé en MM l{quido adicionado de NH"" (25 mM) en presencia de
50 pg/ml de MS. En la figura 3 se puede apreciar el efecto de la MS sabre el crecimiento de las
mutantes MS’, que son inhibidas hasta en un 756% del crecimiento que alcansan en ausencia de
MS, en tanto que las mutantes Hut™ Nif = y las cepas control bajo las mismas condiciones sélo
presentan una inhibicién de crecimiento del 50% a las 34 hrs. de incubacién. Las mutantes
Hut™ Nif~ usadas fueron MX2100, MX2101, MX2102, MX2103 y MX2104 y las MS® fueron
1a MX2107, MX2109 y MX2111.
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TABLA 1. CEPAS Y PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

Cepa Cepa Paterna Fenotipo Procedencia
Azospivillum brasilense
8p7 (ATCC201485) silvestre Tarrand et al. '80
MX32038 Sp7 Met™ Lorfa 8., Zamudio M.
MX32100 MX203s Met™ Hut™ Nif~ este trabajo
MX3101 MX20s3 Met™ Hut™ N~ este trabajo
MX3102 MX2033 Met™ Hut™ Nif~ Km*® este trabajo
MX32108 MX2033 Met™ Hut™ Nif~ Km® este trabajo
MX2104 MX2083 Met™ Hut™ Nif~ Km® este trabajo
MXa108 MX208s Met™ Hut™ Nif™ este trabajo
MX3106 MX2033 Met™ Hut™ Nif~ este trabajo
MX3088 8p7 His™ Lorla 8., Zamudio M.
- MX32107 MX2036 His™ Hut™ Nit~ Km' Ms* este trabajo
MX2108 MX2036 His™ Hut™ Nif~ Km" Ms* este trabajo
MX21090  MX2036 His~ Hut* Nift Km® Ms*® este trabajo
MX3110 MX2036 His™ Hut* Nift Km® MS* este trabajo
MX3111 MX2036 His™ Hut* Nif™ Km® MS* este trabajo
MX32112 MX2038 His™ Hut? Nit™ Km® Ms’ este trabajo
MX3118 MX2102 Met™ Hut* Nit® Km® este trabajo
MXa114 MX2103 Met™ Hut* Nif® Km® este trabajo
MX3118 MX2104 Met™ Hut* Nif® Km® este trabajo
Bacherichia coli
HB101 pro, leu, thi, lacY, Ditta et al. '80
hadM, hadR, recA
GM-4 pro, leu, thi, lacY, Ausubel et al. '83
recA, rpsL, endA
MXo1s MX002 ginG::Tn8, pro, thi, Covarrublas et al.
jleval, blo, Km" este laboratorio
Pléamidos Caracterfsticas importantes " Procedencia
‘PMCTS A derivado de PACYC177; contiene 1 Cannon st al, '§1
. fragmento de 3.7 Kb con pifA y extremo
o 3’ de pifl; de K. pneumonise, Km*
PACRS detivado de PBR327, Ap°, contiene Covarrublas ¢t al.
"la regién de gInG de B. coli )
PMMI12 derivado de PACYC177, Ap®, contiene Merrick of ol. '82
» : 1 fragmento de 4.8 Kb con pizC y '
RS . 1 pedaso de pixB de it K. pneumonise. -
. PBR$22::Tn8 Inserci6n in vivo de TnS en PBR322 Espin «t al. '84




TABLA 2. CRECIMIENTO DE MUTANTES Hut~Nif~ EN SUSTRATOS
Ntr EN MEDIO 86L1D0 MM SUPLEMENTADO CON

NHCl NH,Cl! Gla Nz microaero- His Arg Pro Als Ser Lys Xan Urea NOs

Cepas 5mM 26mM ¢ filia ¢ t ¢ ¢ ¢ ¢t ¢t t { 10mM
MX32088 + + o+ o+ + + + + + + + + o+ o+
silvestre

MX3100 + + 4+ - - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
EMS

MXai0r  + + + - - - 4+ + + 4+ + + + +
EMS

MX32102 + + + - - -+ + 4+ + 4+ +
Ta;

;lnxzma + + 4+ - - -+ 4+ o+ o+ o+t
§

MX2104 + + o+ - - -+ 4 4+ + + + o+ O+
Tos A
MX2108 + + x - - - * £ =%

NTG

MX3100 + + + - - -+ + o+

NTG '

{ sin mitrégeno compuesto
$ concentracién final 3 mg/ml

+ eﬁéimiento confluents
% crecimiento residual
.= mo !‘7 crecimiento.

(Eos crecimientos se realisaron & 80°C durante un minimo de 48 ke. y un méximo de 7 dfas)

Frecuencias de reversién

Fue comdn observar que los dos fenotipos que se usaron como selectivos (Hut™ Nif~)
revert{sn a una frecuencia demasiado elevada atin cuando ésta no se presenté con igual fre-
_cuencia para ambos fenotipos, por lo que procedimos & establecer dicha frecuencia para cada
marcador. ’Ibdu las mutantes, tanto les alsladas por mutagénesis con EMS como las alsladas
por insercién de ‘In8, revirtieron & una frecuencia de entre 1 X 10-3 y8x 10"‘ aun fenotlpo
llut"’ Nif~. Esta frecuencis tan alts de reversién a Hut™ nos sugirié un evento de supresién

] upeclﬂu pnn Is utilisacién de histidins, ya que las mutantes mu(an slendo Nif~.

En E. coli han sido descritos eventos de supresién eapecifica a una clevad. froe\un-
cla. Vale la pena mencionar el caso de lo que ocurre con mutaciones en el gene ginF. Como
se menciond en la introduceién, mutaciones en este locus dan por fenotipo una suxatrofia



TABLA 3. CRECIMIENTO DE MUTANTES MS® EN SUSTRATOS Ntr EN SOLIDO

Cepas N; NH,CI NH,Cl Gln His Arg
25 mM 2.5 mM 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml

MX30s6 + + + + + +

silvestre

MX32107 - + + + - +

Tné

MX32100 + + + + + +

Tnb

MX32111 - + + + -+ +

Tns

+ crecimiento confluente
- no hubo crecimiento

(Lu Incubaciones se realisaron a 30°C en presencia de O; desde 2 hasta 7 dfu)

por glutamina, Con una frecuencia muy elevada, de alrededor de 1 x 10™4, s¢ dan eventos
de supresién de esta mutacién mediante una segunda mutacién a un fenotipo Gin*. Las
mutaciones responsables de la supresién del fenotipo Gin~ han sido mapeadas y localisadas
dentro de la regién estructural para ginG, es decir, que las supresoras especificas de mutaciones
en gInF se localisan en gInG, con lo que ahora las mutantes son protétrofas.

De un modo semejante y partiendo de la suposicién de que en A. drasilense exista el
operén para la utilisacién de histidina en un arreglo fisico semejante al de enterobacterias y
dado que este fuera activado por el producto de ptrC, pensamos en la posibilidad de que la
supresién que encontramos en nuestras mutantes del fenotipo Hut™ a Hut* pudiera deberse
& un evento especifico que diera independencia de dicho activador. Por otro lado, la reversién
de Nif~ a Nif* es un evento que se presenta a una frecuencia de entre 1 x 1074y 1x 1075, Es
mis frecuente encontrar revertantes Nift Hutt que Nif™ Hut™, ya que la reversién a Hut*
es 10 veces méa frecuente que para el fenotipo Nif*¥,

" Estos datos luglaren que posiblemente los eventos mutngénlco- se presenten obte-
nléndm primero una mutacién regulltorln que no permitiers activar simulténeamente los
operones pif y hut y que mutaciones secundarias e independientes dieran lugar a los fenotipos
Nit~ Hut* o Nift Hut™ y posteriormente al fenotipo Nif* Hutt. Ya que estos eventos se
presentan a frecuencias muy elevadas, lo més probable es que se sobrepongan durante el lapso
de los experimentos, de manera que incluso en primoaislamientos ya se logren aislar no sélo
Nif~ Hut™ sino los otros fenotipos Nif~ Hut™*, Nif* Hut™, debido a dos eventos mutagénicos
independientes y casl simulténeocs.
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FIG. 3 SENSIBILIDAD DE MUTANTES A 50 yg/ml DE MS.
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Determinaciones de GS de las mutantes
Ensayo de transferasa.

Lo primero que intentamos fue tratar de establecer las condiciones del ensayo para la
cepa silvestre, Para ello crecimon 1a cepa MX2083 (Met ™) en NH] 25 mM (exceso de amonio),
en NH"" 2.5 mM y en GIn 0.2% (condiciones de limitacién de nitrégeno) y permitimos que los
cultivos llegaran a una densidad de crecimiento de 100 u. Klett, i.e., aproximadamente 5 x 10°
células/ml,

Con objeto de permeabilizar a las células se pusieron en contacto con el detergente
aniénico CTAB a una concentracién final de 0.1 mg/ml por espacio de 5 min, Acto seguido
se tomaron alicuotas de 0.1 ml de la suspensién y se afiadieron los sustratos del ensayo;
los tubos se incubaron por intervalos de § min y 10 min, después de lo cual la reaccién se
detuvo con una solucién de cloruro férrico, en cuya presencia se forma un compuesto colorido
(gama-glutamilhidroxamato), que puede ser cuantificado por espectrofotometria a 560 nm, La
intensidad del color desarrollado resulta proporcional a la actividad de glutamino sintetasa
intracelular,

Se logré optimisar el ensayo al permeabilisar a las células con CTAB a una concen-
tracién final de 0.2% por espacio de 10 min, Una ves establecidas las condiciones del ensayo de
la glutamino sintetasa en la cepa silvestre procedimos a su determinacién en nuestras mutantes
en las tres diferentes condiciones de cultivo.

Los resultados indican (Tabla 4), que nuestras mutantes no estin alteradas en ‘sus
actividades de glutamino sintetasa. Es decir, éstas presentaron valores iguales a los de la cepa
siivestre. Esto es clerto tanto para las mutantes aisladas por tratamiento con EMS como para
las aisladas por'lnurcldn de TnS.

Para el caso de las alsladas por NTG, una de ellas, la MX21085, aiin cuando presentd
actividad normci'da GSen Nl-l"+ 25 mM, fue incapasz de crecer en NH:’ 2.5 mM o en Gln 0.2%.

N!vdn y condiclones de adenilacién de mutantes Hut™

En enterobutcrlu existen ulgunu evidencias, propuestas por Foor y Mngusnik
(1078, 1980) entre otros, que sugieren que la actividad de la glutamino sintetasa esté regulada
por la relacién intracelular de las posas de glutamina y alfa-cetoglutarato,

Cuando el equilibrio en Ias.concentraciones de éstos se desplasa hacis cualquiera de
los dos, ésto tiene un efecto sobre la adenilacién de la GS; es decir, cuando la concentracién
intracelular de glutamina lumentg,' desencadena una reaccién que involucra la participacién
de dos protefnas (el producto de ‘__E, la proteina PII, y el de ginD, la uridiltransferasa, ver
introduccién), que desembocan en la adenilacién y por lo tanto inactivacién pro;mlvu de las
subunidades de la glutamino sintetasa.

Esto trae como consecuencia que en condiciones de crecimiento gn exceso de nitrégeno,
la glutamino sintetasa se encuentre muy adenilada. Cada una de las subunidades de la GS



TABLA 4. ACTIVIDAD Y ESTADOS DE ADENILACION DE MUTANTES Hut~Nif™

Actividad de transferasa Adenilacién fi
Cepas NH,C] NHCI Gln NH(Cl NH,Cl Gln
25 mM 25 mM 2 mg/ml 25 mM 2.5 mM 2 mg/ml
MX20s33 0.57 0.75 1.81 5.16 2.25 1.50
MX32100 0.53 0.73 .77 8.03 2,07 1,76
MX32101 0.56 0.79 1.87 5.28 2.15 2.25
MX32102 0.57 0.72 1.60 5.14 1.86 1.60
MX3108 0.51 0.717 1.76 4.87 243 1.80
MX2104 0.51 0.65 1.63 5.86 2.70 n
MX21085 0.76 NC NC 4.04 NC NC

MXa3108 0.62 1.19 177 5.30 2.34 2.16

NC = no crecié
fi = subunidades adeniladas, inactivas

(Las actividades est&n reportadas como el promedio de los valores obtenidos en tres o més
determinaciones realisadas)

tiene una afinidad por sustrato, glutamato més amonio, muy elevada. En condiciones en las
que el sustrato no es limitante, basta con que algunas subunidades de la GS estén activas para
sintetisar la cantidad de glutamina suficiente para llenar los requerimientos celulares. Por el
contrario, cuando las bacterias se cultivan en una fuente limitante de nitrégeno, como serfa
amonlo bajo o glutamina, se encuentra que la glutamino sintetasa esté muy desadenilada.

‘ Bajo condiciones en las que hay poco amonio, cada subunidad de ls GS debe encontnue en
su forma activa para poder captar la mayor cantidad de sustrato posible.

Como ya ha sido reportado por el grupo de Magasanik (Foor et al., 1978, 1980),

.. alteraciones en el sistema de adenilacién de la GS, particularmente mutantes en ginB, cuya

PII no pueda ser uridilada y que por lo tanto se esté favoreciendo la adenilacién de la GS, asf

como mutantes en ginD uridiltransferasa, que por ausencia de esta protefns nuevamente no

pueda ser modificada la PII, tienen un efecto plelotrépico sobre la sintesis de ginA a través

de ntrC, que aparentemente no puede ser transformado de represor en activador (u.dn estos

autores hay evidencias que sugleren que se requiere de una proteina PII funcional y \ll’ldﬂldl
para interactuar con pirC), y por lo tanto presentan un fenotipo Ntr™.

-~ Con objeto de indagar sobre la posibilidad de que nuestras mutantes estuvieran afec-

- tadas en el sistema de adenilacién, realisamos los snsayos de determinacién de la adenilacién

de la GS en condiciones de exceso de N, en las que la GS se debe encontrar altamente adeni-

lada, asf como en condiciones de limitacién de N, en las que Is GS debe estar en su forma més

“desadenilada; Como se muestra en la Tabla 4 los valores de adenilacién que obtuvimos para
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TABLA 5. ACTIVIDAD DE GS Y ADENILAGION DE MUTANTES MS®

* Actividad de transferasa Adenilacién it
Cepas NH(C1 NH,Cl Gin NHCI1 NH,Cl Gln
26 mM 2.5 mM 2 mg/ml 25 mM 2.5 mM 2 mg/ml
MXa0s6 0.54 1.15 1.94 4.89 2.12 3.86
MX3107 0.54 1.40 1.03 6.04 1.85 8.10
MX32108 0.52 1.27 0.94 4.38 2.35 9.85
MX3109 0.55 1.24 1.18 5.08 1.85 9.20
MX3110 0.61 1.19 1.01 4.97 2.56 6.76
MX32111 0.52 1.14 1,07 4.42 2.00 9.67
MX3112 0.51 1.38 1.25 3.68 1.94 6.22

. # = subunidades adeniladss, inactivas

todas nuestras cepas parcialmente alteradas en su regulacién por nitrégeno fueron los mismos
que para la cepa silvestre en todas las condiciones ensayadas, que fueron NH:‘ alto, NH‘." bajo
y Gin, La cepa MX2105, (NTG) que no crece en NH;+ bajo ni Gln, presenté actividades y
valores de adenilacién iguales a los de la cepa silvestre y ias demAs mutantes en NH: alto.

Determinacién de GS y grado de adenilacién de mutantes ms?

También se efectuaron las determinaciones de los valores de la glutamino sintetasa
¥ sus estados de adenilacién de las mutantes MSS previamente mencionadas. Los resultados
se pueden observar en la Tabla 5. Para estos ensayos la cepa silvestre usada fue la MX2036

(His™), de la cual se derivaron estas mutantes. Como se puede notar, las actividades de
GS que presentaron tienen valores de represién y de induccién similares a la cepa silvestre en
cuanto al ensayo de transferasa se refiere. Sin embargo, todas las mutantes presentaron niveles
‘de cdénllu\én més elevados, exclusivamente en la condicién de crecimiento en glutamina, en
tanto que los valores fueron normales en condiciones de crecimiento en amonio alto y amonio

bajo.

Determinacién de glutamato sintass GOGAT de mutantes Hut™ Nif~

Ya se ha reportado, (Pahel et al, 1070; Magasanik, 1982), que mutaciones en gitB,

¢l gene estructural para la glutamato sintasa de K. acrogenes, tienen un efecto pleiotrépico

- sobre loa sistemas Ntr como consecuencia de una acumulacién de glutamina y la consiguiente
adenilacién de la GS, por lo que disminuye la expresién tanto de ginA como de pirC (ver
introduccién). Por esta rasén decidimos determinar las actividades de esta ensima. Como
puede observarse (Tabla 6), las mutantes Hut™ Nif ™ no resultaron alteradas en esta funcién;



TABLA 6. ACTIVIDAD DE GOGAT DE MUTANTES Hut™Nif ™ *

Cepas nmolas de NADH oxidado/min/mg protefna
MX2083 9.22

MX3100 11.19

MX3101 13.78

MX32102 21.89 (2.38 x)

MX2108 16.86 © (183 %)

MX32104 32.20 (3.5 x)

MX32108 3.90

MXa106 8.72

* todas las determinaciones se realisaron a partir de cultivos adicionados con NH(Cl 26 mM

sin embargo las mutantes por insercién de Tn5 presentaron actividades entre dos y tres y
medio veces més elevadas que la de la cepa silvestre; en tanto que la mutante MX2105 resultéd
méa baja, sélamente presenta el 40% de la actividad silvestre.

Presencia en Azsospirillum de una séla GS

En vista de que nuestros resultados no concordaban con las caracteristicas fenot{picas
de mutaciones en el locus para ntrC en enterobacterias, se pensé en la posibilidad de que en
A. brasilense existieran dos glutamino sintetasas como es el caso de Rhisobium (Ludwig 1980)
y Agrobacterium (Fuchs y Keister, 1080), en cuyo caso la ausencia de actividad de alguna de
ellas pudiera verse encublerta por la presencia de una segunda GS cuyas actividades fueran las
que estébamos detectando. Para ello decidimos purificar la GS por el método de precipitacién
con polietileneglicol (Streicher y Tyler, 1980). Una ves precipitada la protefna se resuspendié
en buffer de columna (ver material y métodos) y se corrieron geles desnaturalisantes con SDS
en doble dimensién; ésto es, en una primera dimensién por peso molecular y en una segunda
dimensién por punto isoeléctrico. Bajo este criterio no encontramos més que la presencia de
una séla GS (estos resultados no se muestran).

Determinacién de histidasa de mutantes Hut™

"Para averiguar si las mutantes con fenotipo Hut™ estaban efectivamente alteradas
en la utilisacién de histidina, y més atn, en un locus regulatorio, se decidié determinar la
actividad de la ensima histidasa, la primer enzima de Ia via del catabolismo de histidina en

_enterobacterias. Pahel et al. (1982) han obeervado en E. coli una pérdida de induccién de esta
. vis en mutantes en gInG, por lo que nos interesaba averiguar si es que ésta responde o né en
. A, brasilense a induccién en condiciones de limitacién de nitrégeno asf como a represién en



condiciones de exceso de nitrégeno, lo que cabrfa esperar si es que en Azoaspsrilium la utilizacién
de histidina y la capacidad de fijar nitrégeno funcionan como un sistema Ntr.

A pesar de haber realizado este ensayo repetidas veces, no se lograron establecer las
condiciones del ensayo que resultaran congruentes con una induccién y una represién de la
via correspondientes a la concentracién y la fuente de nitrégeno utilisadas para el crecimiento,
ya que los valores obtenidos para la silvestre variaron mucho de ensayo en ensayo. Por esta
razén, la determinacién de esta via enzimética no resulté beneficiosa para la comprensién de
nuestro sistema.

Alslamiento de mutantes revertantes para la
fijacién de nitrégeno en A. brasilense

Partiendo de las mutantes Hut™ Nif~ obtenidas por mutagénesis con EMS y por
TnS, se procedié a mutagenisarlas nuevamente con EMS, para buscar revertantes para la
fijacién de nitrégeno que mantuvieran el fenotipo Hut™, Habiendo observado una frecuencia
de reversién a Hut* tan alta como quedé mencionado anteriormente, no nos preocupamos
demasiado por recuperar mutantes Nif* que necesariamente siguieran siendo Hut™, en tanto
" los otros marcadores utilisados para la identificacién de las cepas siguieran siendo detectables.
S{ nos aseguramos de que aquellas provenientes de insercién por ITnj continuaran siendo Km®.
Después del tratamiento con el mutégeno, se les permitié un lapso de recuperacién en medio
rico, LC, y sin enriquecimiento, se cultivaron directamente en condiciones de microaerofilia sin
fuente de N combinado y se dejaron en incubacién sin agitacién a 30°C hasta que se abservé
crecimiento, Se colectd el crecimiento, se hicieron diluciones y se volvié a sembrar las bacterias
en ¢l mismo medio una ves més sin agitacién a 30°C. De aquf se volvieron a hacer diluciones
y se espatulé hasta 1 x 10°% en MM sin N compuesto. Sélo se purificaron las colonias que
en caja presentaron un crecimiento més répido y confluente que el de la cepa silvestre. Estas
cepas se denominaron MX2113, MX2114 y MX2115. Provienen de las cepas MX2100, MX2102
y MX2108 respectivamente, por lo que la MX2114 y MX2115 son KmP (ver Tabla 1).

Hibridisacién de DNA total de A. brasilense con Tn5 y pMCT73A (nifA)

Con objeto de determinar el nimero de elementos de transposicién presentes en las
mutantes, asf como su posible ublcacién por comparacién con las bandas positivas con otros
detectores, realisamos experimentos de hibridisacién tipo Southern. Purificamos el DNA
cromosomal de A. brasilense por el método reportado por Quiviger et al. (1982), con algunas
modificaciones (reportadas en Material y Métodos), que nos permitieron limplar el DNA deun
pmlpiudo blanco (posiblemente sean glicoconjugados), que impedfa la digestién del DNA.

Se purificé el DNA de la cepa sllvestre y de las tres mutantes por insercién de
Ins Hut™ Nif~. Los DNA's se digirieron a totalidad y se corrieron los DNA's en geles
de electroforesis a 50 volts durante 12 hrs. Como marcador de peso molecular se utilisé el
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DNA del bacteriéfago lambda, digerido con Hind]II. Estos geles se trataron para su posterior
transferencia a papel de nitrocelulosa, mediante desnaturalisacién alcalina y &cida como lo
reporta Southern (1975). En casi todos los experimentos se utilizé la formamida al 40%, lo
que permite hibridisacién entre DNA’s que sélo comparten el 70% de su secuencia. S6lamente
cuando el detector fue el Tn5 se usé formamida al 50% ya que eate DNA es 100% homélogo
al Tnb insertado en las mutantes de A. brasilense. En general se usaron 8 ug de DNA /carril,
excepto donde se especifica que se usé una concentracién diferente. La prehibridisacién y la
hibridisacién se llevaron a cabo a 42°C. Para la obtencién del DNA de Tn$, se purificé el
pBR$22::Tn8 por el método de lisis alcalina reportado por Maniatis (1982).

Para las hibridisaciones con Tnj se digirié6 el DNA total con EcoR], pues el Tn5 no
contiene ningiin sitio de restriccién para esta enzima, por lo que cabe esperar que por cada
TnB insertado esté presente una séla banda positiva. Por el método reportado por Rigby et al.
(1977) de marcaje de DNA con actividad especffica alta mediante el uso de DNA polimerasa I
(“nick translation”), se marcé con alfa P32, Loa resultadoa de este experimento se muestran
en la Figura 4. Se puede ver que la cepa silvestre no presenta ninguna banda de hibridisacién,
en tanto que las mutantes MX2102, MX2103 y MX2104 presentan una séla banda positiva de
hibridisacién. Esto sugiere que en cada una hay un sélo Tn5 insertado.

Concomitantemente, nos interesaba saber si es que el Tnb se encontraba insertado
en una regién con homologfa al DNA de nifA de K. pneumonie, por lo que purificamos el
plésmido pMCT73A que lleva insertado el gene completo de nifA y un segmento de nifL, en el
sitio unico de restriccién de la ensima Xhol del vector pACYC177 (Chang y Cohen, 1978).
(Tabla 1). Debido al hecho de no contar con la ensima Xhol para purificar el fragmento,
utilisamos el plésmido completo para la hibridisacién.

Para este experimento se hibridisé primero contra Tn8,y luego se dejé decaer la marca
por dos semanas, después de lo cual se lavé este mismo filtro en presencia de NaOH 0.2 N
durante 20 min. Para asegurarnos de que el filtro estuviera limplo, lo pusimos en contacto con
una placa fotogrifica que revelamos al par de dfas. Ya seguros de que el filtro pod{a volver a
utilisarse, se hibridisé contra el plésmido pMC7SA nifA, utiliséndose para ello dos millones
y medio de cuentas/carril y lavados en S8SC hasta 0.5x. De este modo pudimos comparar
ol tamafio de los fragmentos con hibridisacién positiva para poder determinar oi el Tnl se
encontraba o no localisado en el mismo fragmento que nifA. Como se muestra en la Figura 5,
las bandas de hibridisacién con los detectores no coincidieron. De lo cual se sugiere que el Tn
no estd lnurtldo en un gene con homologfa a nifA de K. pneumonie sl bien utl ‘secuencia sf
se encuentra codificada dentro de la informacién en DNA de A. brasilense, ya que cneontmnoo
dos bandas de hibridisacién positiva tanto en la cepa lllvutro como en las mutcntu cumdo
se usé el detector que contlenc nifA.. ' : : : :
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FIGURA ' 43 HIBRIDIZACION DE | AS CEPAS MX2033, MX2102, MX2103 v
MX2104 ve P®® oBR322::TnS. : :
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Hibridisacién con ntrC de E. coli

Uno de los objetivos fundamentales que nos planteamos fue el de discernir si es
que en A. brasilense existe un locus con homologfa para ptrC. Para ello purificamos el
plésmido pACRS, que contiene gInG y un fragmento de ginL de E. coli (construfde por la
Dra. A. Covarrubias, Tabla 1). La hibridisacién con este detector se repitié varias veces. Para
el experimento de la Figura 6 se digirié el DNA del pACRS con la endonucleasa Hinf] y se
purificé el fragmento cuarto de dicha digestién, que es el que contiene la casl totalidad del
gene gInG en 800 pb. Ademés utilisamos como control positivo de 1a hibridisacién el DNA
total de la cepa de E. coli GM4 digerido con EcoRI. gInG no contiene sitios de restriccién

para EcoRI, por lo que esperdbamos una séla banda positiva.
' Para este experimento se corrieron varios pares de carriles conteniendo el control
positivo, la cepa GM4 de E. coli, y una de las mutantes, la MX2103. Esto se hiso con el
' objeto de probar para el mismo detector y la misma cantidad de marca/carril, una diferente
concentracién de formamida, 25% y 40%. Se utilisé una de las mutantes con el propésito de
poder reutilisar el filtro en caso de encontrar hibridisacién positiva, para rehibridisar contra
Inb y asf establecer si es que este wltimo se encontrase insertado en un gene con homologfa &
§InG de E. coli. Se utilisaron 5 yg/DNA /carril y 5 millones de cuentas/carril. Los lavados se
realisaron sélamente en SSC 2x durante 4 hrs. hasta que en el fiitro no se detectaron cuentas
~ de radioactividad con el contador Geiger,
. En la Figura 6 se puede observar que la cepa GM4 dé una bands positiva clara de
- hlbrldllu:lGn, de alrededor de 26 Kb, en tanto que 1a MX2103 no presenté banda alguna ain
- cuando se dejé revelando la autorradiografia por espacio de dos semanas. Preeliminarmente
este resultado aunado a los resultados ensiméticos y de crecimiento de nuestras mutantes,
nos suglieren la inexistencia en A. brasilense de una regién con homologia a gIinG. Sin em-
bnlo, estos resultados no son conclusivos, ya que en este experimento se enriquecié para
- DNA de plismidos, a jusgar por las bandas tan definidas que aparecen en el gel con EtBr,

* .y considerando que las modificaciones utilisadas para la purificacién del DNA Incluyen el

- calentamiento a 70°C. ‘

En vista de este resultado decidimos intentar la hibridisacién con ntrC de K. pneu-

. monie, pnﬂendo de la suposicién de que este organismo, al ser diasotréfico, pudiera pmenui
‘mayor homologia con A, brasilense que E. coli. Purificamos el plésmido pMM12, derivado del

k . pGElOO, que sélo contiene nixC y un fragmento de nirB, clonados como un fragmento de

_Smal de 4.6 Kb de K. pneumonia. Se purificé el fragmento de 4.6 Kb de Smal, mismo que
* fue utllisado como detector. En los dos ensayos realisados en estas condiclones, no se logré
.. obtener una buena definicién de 1as sutorradiografias, por lo que no fue posible obtener datos
conclusivos. )
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Discusién

En este trabajo se describe el aislamiento de mutantes que simultdneamente a la
pérdida de la capacidad pars fijar nitrégeno pierden la de utilisar histidina como fuente \inica
de nitrégeno. No obstante los diversos intentos por obtener mutantes que estuvieran alteradas
en los sistemas Ntr de un modo més general, las mutantes obtenidas por diversos métodos de
mutagénesis y de seleccién, presentaron invariablemente un fenotipo concomitante Hut~Nif~,
y no uno més amplio Ntr, definido como incapacidad de utilisar otras fuentes alternas de
nitrégeno tales como arginina, prolina, alanina, etc. Cuando se utilisaron aminoécidos como
arginina o prolina para Ia seleccién de fenotipo Nif~, no se encontraron mutantes con estas
caracterfsticas.

Al analisar la capacidad de las mutantes Hut™ Nif ™ para utilisar ‘diversas fuentes de
N, se encontré que crecieron en todos los sustratos Ntr ensayados, a excepcién de histidina
(Tabla 2). Ea interesante que si bien no hallamos un sistema Ntr como en enterobacterias,
nuestras mutantes, aisiadas en experimentos utilisando mutégenos diferentes, presentaron un
fenotipo doble que est4 relacionado aparentemente con la fijacién de nitrégeno,

Por otra parte es sorprendente que en ninguna de ellas la glutamino sintetasa resulté
alterada en su actividad en las diferentes condiciones ensayadas, ni en su sistema de adenilacién
cuando se compara con el comportamiento de la cepa silvestre.

, A 1a lus de los resultados reportados por Jara et al. (1983) en relacién a las mutantes
en ginA de A. drasilense que estén alteradas en Ia capacidad de fijar N3, nuestros resultados nos
llamaron la atencién, en vista de que ninguna de nuestras mutantes presenté la GS alterada.
Por otra parte, la presencia en Rhizobium de dos GS's y la demostracién de que alteraciones
en ¢l slstema de adenilacién de la GSI causa una incapacidad para fijar N3 en este organismo
(Ludwig, 1980), nos llevaron a determinar si es que en Asospirlium pudieran existir también
dos GS', y que ésto encubriera alteraciones en la actividad ensimética de alguna de ellas que
pudiera correlacionarse con el fenotipo Nif~ encontrado. Nuestros resultados apuntan a que
en A. brasilense sélamente hay una GS.

Asfmismo, en un intento por deslindar un posible efecto plelotrépico por mutaciones
en el gene que codifica para Ia glutamato sintasa sobre la fijacién de nitrégeno, realisamos las
determinaciones ensiméticas para la GOGAT, encontréndonos tres grupos de mutantes.

El primero lo componen las mutantes MX2100 y MX2101 aisladas por EMS. Estas
presentan actividades comparables ala dela silvestre. La mutante por NTG MX2108 pertenece
a este grupo.

El segundo grupo esté formado por las cepas MX21032, MX2108 y szm, cuyu
u:tlvldudu de GOGAT son de entre 200% y 350% las de Ia actividad silvestre.
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La tercer categorfa la forma la mutante por NTG MX21085, que presenta sélamente el
40% de la actividad presente en la silvestre.

En nuestro laboratorio se han encontrado evidencias que apuntan a que en E. cols
existe un locus regulatorio contfguo a los genes estructurales para la glutamato sintasa, Este
locus regulatorio est4 aparentemente relacionado con la expresién de ciertos sistemas Ntr.

Estos resultados, fundamentados en la tesis de Maestria de Irene Castafio, sugieren la
existencia de otro(s) gene(s), ademés de gInG, que interviene(n) o participa(n) en el encendido
de los operones sujetos a una regulacién Ntr, que de manera quisé menos general que el
regulador gInG, juegan un papel en esta regulacién.

Si consideramos, de modo muy general, que las vias fundamentales de asimilacién
de NH"' en la célula son la GS-GOGAT y la GDH, y que muy relacionado a la GS se
encuentra el regulador general (en K. pneumonie, E. coli, K. aerogenes) de los sistemas Ntr,
gInG, podemos encontrar algunas semejansas interesantes respecto a los reguladores en cada
via. Por ej.: la fijacién de N3, como otra via importante de asimilacién de nitrégeno, requiere
de nifA para activar la transcripcién, y nifA es un gene tipo ntrC, tanto por su funcién como
por Ia secuencia de promotor que reconoce, i.e. es un regulador que requiere de ser regulado.

Ya hace tiempo se viene asociando un fenotipo Ntr a mutaciones en GOGAT. Expe-
rimentos recientes en E. coli sugieren que contiguo a los genes estructurales para la GOGAT
se encuentra codificado un regulador “tipo gInG®, ya que se requiere para que la cepa sea
Aut*, Por otra parte, Garciarrubio et al. (1983), han sugerido que en la regién de GOGAT
existen dos promotores funcionales. ’

_En este trabajo se ha presentado el aislamiento de mutantes alteradas en alguno(s)
sistema(s) Ntr en A. brasilense, cuyas GS no se encuentran afectadas, pero cuyas GOGAT sf
.presentan alteraciones.

"8 suponemos que los diferentes organismos presentan las principales vias del meta-
bolismo de nitrégeno, pero que la regulacién de éstas o por éstas del consumo de nitrégeno
varia o puede variar segin la estrategia evolutiva y adaptativa de cada organismo, entonces

.es posible suponer que en A. brasilense pueda existir un regulador del “tipo nirC®, asociado a
GOGAT, cuyo efecto sélamente se viera relacionado a Ia utilisacién de histidina y a la fijacién
de N3, . ‘

- Para explicar nuestros datos tendzfamos que suponer que por una mutacién puntual

-on el regulador, se podria alterar su funcién sobre los sistemas “Ntr*, sin que ésto afectara la
actividad de GOGAT (MX2100 y MX3101).

Por otra parte, podemos pensar también que el In§ insertado en el ugundo grupo
de mutantes pudiera interrumpir el gene regulador afecténdolo de tal modo que ya no pueda
ejercer un papel de represor (Castafio, 1986) o regulador sobre la transcripcién de los genes
para GOGAT, con lo que éstos se transcribirfan con mayor eficiencia que la normal, lo cual
resultaria en una elevacién de la actividad de GOGAT, (MX2102, MX2108 y MX2104).
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Finaimente cabe eaperar también la generacién de un promotor “down” por miltiples
mutaciones con NTG y la consiguiente disminucién de Ia GOGAT, o adn, la generacién de
mutaciones que alteren directamente la GOGAT, de modo tal que su afinidad por sustrato o
el sitlo activo quede modificada. Ya que se ha alslado la mutante MX2105, que presents una
baja actividad de GOGAT y dificultades para crecer en condiciones de limitacién de nitrégeno,
el estudio de la asimilacién de NH"" y la sintesis de GDH en esta cepa podrian permitir un
mejor anélisis de 1a aportacitn de Ia via GDH vs. GS-GOGAT en este organismo.

Por otra parte, insistimos en hallar una correlacién entre la sensihilidad a MS y
1s asimilacién de nitrégeno. Para ello obtuvimos mutantes MSS por insercidén de Tnj, que
presentaron tres fenotipos respecto a la asimilacién de N: a) Hut™ Nif~, b) Hut* Nif~,
¢) Hut* Nif*. Al analisar su comportamiento respecto a la GS encontramos que presentan
valores normales en todas las condiciones, pero que indistintamente de i son Hut™ o Hut™ y
de si son Nift o Nif~, todas se encontraron muy adeniladas sélo cuando las determinaciones
ensimAticas se efectuaron en cultivos crecidos en glutamina como tnica fuente de N (Tabla 5).
Cabe hacer notar que las actividades de GS detectadas en A. brasilense en condiciones de
inducclén (glutamina 2 mg/ml) son apenas 3 veces las detectadas en condiciones de represién
{NH,C1 25 niM), en tanto que en E, coli, los valores de induccién son del orden de 10 0 més
veces los valores de represién,

Resulta pues interesante que en A. brasilense las mutaciones MS® afectan fundamen-
talmente la adenilacién de Ia GS en presencia de glutamina y no en presencia de otras fuentes
de N, por lo que cabe sugerir que posiblemente estén afectadas en el aistema de transporte de
glutamina. A diferencia de lo que sucede en E. coli donde la glutamina funciona como una
fuente limitante de N (lo que d4 lugar a elevados niveles de actividad de GS desadenilada),
en las mutantes MS® de A. brasilense parecerfa que dichas mutaciones permiten una mayor
entrada de glutamina, lo cual trae como consecuencia relativa represién de la afntesis de GS y
mucho mayor adenilacién. Asfmismo, por Ia misma via entrarfa la metionina sulfoximina, lo
cual explicarfa porqué estas mutantes son més sensibles a eate compuesto,

En R. phaseoli, Morett (1084) ha observado que mutaciones Ms8 {aisladas por in-
sercién de Tnb) presentan tres fenotipos distinguibles. Pueden presentar alteraciones en una
o en ambas GS's, GSI y GSII, y ésto puede estar correlacionado aunque no necesariamente, s
una alteracién en la capacidad de fijar Ny y/o en Ia nodulacién. Una de sus mutantes (cro-
‘mosomales) no fija nitrégeno molecular y presenta dificultades para nodular en su huésped
natural, Esta mutante es asfmismo la que presenta los valores més bajos de actividad de las
dos GS’s. En el Iaboratorio de G. Eapfn (1984) clonaron esta mutacién hibridisando el DNA
de esa cepa contra DNA de Tn8 y aislando el fragmento que d4 hibridisacién positiva. Luego
utilisaron este fragmento para obtener la regién silvestre de esta mutacién por hibridisacién
contrs un banco de genes de R. phaseoli. Una ves teniendo el fragmento que contiene la
regién silvestre de la mutacién MS’, lo utilisaron para hibridisar contra DNA total y DNA
de plésmidos de la cepa silvestre de R. phaseoli CFN42. .
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Encuentran algo muy interesante y es que éste hibridiza contra DNA cromosomal,
asf como también contra DNA de plésmidos, en particular contra el pldsmido SIM, que es
el que contiene la informacién para los genes estructurales para la nitrogenasa asf como por
lo menos un gene regulatorio “tipo pifA” y la informacién para los genes de la nodulacién.
Cuando utilisan como detector de hibridisacién el gene ptzC de K. pneumonie contra el DNA
total y DNA de plésmidos de la cepa de Rhizobium CFN42, encuentran una banda positiva
en cromosoma, y una banda en el plésmido SIM. Sin embargo, estas bandas de hibridisacién
no coinciden en peso molecular, ni en cromosoma ni en plésmido, con las bandas positivas
obtenidas contra la regién silvestre de la mutacién Mss, por lo que ésta no se localiza en
un gene con homologia & ntrC. Sin embargo, no queda descartada la posibilidad de que se
localicen en un gene “tipo ptrC” por cuanto a su funcién se refiere.

A lalus de estos resultados en RAizobium y los resultados mencionados en A. brasilense,
propusimos las siguientes consideraciones:
1.~ De existir pntzC en A. brasilense (cosa que no ha sido demostrada), éste sslo controla la

regulacién de la GS y no la utilisacién de otros sustratos nitrogenados. De no existir
nixC, Ia regulacién de 1a GS se darfa a través del sistema de adenilacién y/o por algin
otro mecanismo.

2.- Nuestros resultados indican que existe un regulador en A. brasilense que controla si-
multéneamente la utilisacién de histidina y la fijacién de Nj, el cual no ejerce ningin
efecto sobre la regulacién de ginA.

Con objeto de establecer Ia existencia o inexistencia de una regién homéloga a ntrC
realisamos experimentos de hibridisacién DNA-DNA, entre DNA total de A, brasilense y ginG
de E. coli. Bajo las condiciones que utilisamos no detectamos ninguna banda de hibridisacién
positiva, Posteriormente repetimos el experimento utilisando esta ver nttC de K. pneumonie.
Aquf los resultados no fueron claros, por lo que es necesario repetir este experimento. Sin
embargo, nuestros datos fisiolégicos y el resultado obtenido de la hibridisacién de DNA de
A. brasilense contra DNA conteniendo ginG (ntzC) de E. coli, apuntan a que en A. brasilense
no est4 presente un locus con homologfa y funciones similares a ginG (n$rC) de enterobacterias.

Por otra parte, las hibridisaciones realisadas entre DNA total de A, drasilense y DNA

“de Tnj sugieren que en nuestras mutantes sélamente se encuentra presente una copia de
este transposén, y en vista de que en diferentes eventos mutagénicos el fenotipo obtenido se
repitié6 recuperéndose simulténeamente mutantes Hut™ Nif ™ con caracteristicas ensiméticas
semejantes entre sf, queda sugerido que basta la presencia de un sélo Tnj para explicar el
fenotipo obeervado.

‘ Los resultados de este trabajo referentes a nirC (gInG) parecen estar apoyados por un
trabajo realisado en A. drasilense por Pedrosa y Yates (1984). Ellos afslan mutantes alteradas
en su capacidad de fijar N3. Entre ellas, la FP8 y la FP9, crecen en todos los sustratos
Ntr (NH,Cl 1 mM, NH(Cl 20 mM, arginina, prolins, histidina y 4cido glutémico), excepto
en NOs. Pedrosa y Yates (1084) mencionan que estas dos mutantes presentan sélamente un
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30% de la actividad de GS que la de la cepa silvestre (es decir, que la GS de sus mutantes
se comporta como la de cualquier mutante ntrtC de enterobacterias). Realizan experimentos
de complementacién por conjugacién con plismidos del grupo de incompatibilidad IncP e
introducen tanto pifA como ptrC. Utilizan el pldsmido pCK3 (nion que se expresa de forma
constitutiva a partir del promotor de tetraciclina), y encuentran que este plasmido es capasz de
complementar ambas mutaciones restableciéndoles la capacidad para fijar N3. Por otra parte
introducen el plésmido pGE10 (glnAntrBC de K. pneumonie construfdo por G. Espin), y en
este caso, el pGE10 no es capas de restitufr la funcién de fijacién de N3 a sus mutantes,

Es interesante notar que sus mutantes no estdn alteradas en su capacidad para utilisar
los sustratos Ntr incluyendo la histidina, en cambio no crecen en NO3. Los datos de este
trabajo de tésis difieren de los del trabajo de Pedroza y Yates en que nuestras mutantes sf
crecen en NOj3 y no crecen en histidina, y no presentan alteraciones en el comportamiento de
la GS.

Cabe mencionar también que en A. vinelandii se han encontrado resultados que su-

gleren que en eate organismo tampoco funciona como regulador general el producto de ntrC.
Kennedy C. (1985) realizsé experimentos de complementacién con mutantes regulatorias alter-
adas en la fijacion de Nj. Estas fueron complementadas para Nif* por el pCK$ (nmo de
K. pneumonie). En cambio cuando se introduce el plésmido pMD45 (atrC de K. pneumonie)
no se restablece el fenotipo Nif*. Por otra parte, el pMD132 (nifl; de K. pneumonie que se
expresa constitutivamente), cuando se introduce en la cepa silvestre de A. vinelandii no inter-
fiere con los niveles de fijacién de N3 en absoluto. En cambio, cuando el pMD132 se introduce
en la mutante Nif~ simulténeamente con el pCKS, interfiere e impide que esta cepa recupere
el fenotipo Nift. Cuando introdujo pifH-lacZ de K. pneumonie en A. vinelandis encontré una
ausencis total de la expresién de pifH a jusgar por la actividad de beta-galactosidasa. En
-cambio la inversa, es decir, piff de A. vinelandis clonado en K. preumonie redujo notable-
" mente la actividad de nitrogenasa de la cepa silvestre de K. pneumonie, lo cual indica una
fuerte interaccién entre el promotor de pifl de A. vinelandii y el producto de nifA de K. pneu-
monie. As{mismo sugiere que en A, vinelandii, a semejansa de lo que ocurre en A. drasilense,
¢l producto de ntzC, por lo menos el de K. pneumonie, no es capas de activar la transcripcién
de 1a nitrogenasa en tanto que el producto de nifA de K. pneumonie sf logra hacerlo en las
mutantes Nif ™.

Ausubel (1983), Merrick (1983) y Drummond (1983) han profundisado en el estudio
de los productos de nttC y nifA, sus blancos de accién & nivel de DNA y las estructuras
que reconocen, Ya sabiendo que ambos productos génicos cumplen funciones semejantes rela-
cionadas a metabolismo nitrogenado, iniciaron estudios comparativos de las secuencias que
reconocen en los promotores de los genes que regulan, Comparando las secuencias de var-
ios promotores como son el de ginA de E. coli, los de transporte de histidina y arginina de
S. typhimurium, pifH de R. melilots, nifH, nifL, nifE, nifM, nifF y nifB de K. pneumonie, han
identificado una secuencia heptamérica consenso entre todos estos promotores, en la regién del
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-10 a -38, pero diferente a la secuencia consenso de promotor encontrada para E. coli (Beynon
et al., 1983). Esta es TTTTGCA para aquellos operones activables tanto por ntrC como por
nifA. (Ya se mencioné en la introduccién que el producto de nifA puede sustituir al de ptrC
como activador). En cambio, los operones que sélo pueden ser activados por pifA, comparten
sélamente una secuencia de 5 pb consenso, que es TTGCA.

Independientemente, Merrick y Drummond (1983), asf como Ausubel y Ow (1983),
han encontrado que el producto de nifA, cuando se expresa a partir de un promotor cons-
titutivo, puede sustitufr al producto de ntrC como activador de los operones normalmente
regulados por ntrC. Ow y Ausubel (1083a) han propuesto incluso, que aiin en condiciones
fisiolégicas, una ves activada la transcripcién de nifA, éste pudiera activar el promotor de ginA
para asegurar a través de la GS, un flujo continuo de NH“" hacia glutamina que mantenga la
concentracién intracelular de Nﬂf tan baja que la sintesis de nitrogenasa no se vea reprimida.

En Anabaena sp., Tumer (1083) encontré que hay homologia entre el DNA total de
esta clanobacteria y los genes estructurales de la nitrogenasa nifHDK de K. pneumonie. Este
autor tampoco encontré un control nitrogenado del tipo Ntr en Anabaena sp.. En completa
congruencia, Tumer (1983) encontré que el gene de ginA de Anabaena clonado en E. coli se
expresa independiente de ptrC. En este mismo trabajo se mapeé la regién de iniciacién de
Ia transcripcién de ginA, y se encontraron dos sitios de iniclacién. Uno de ellos tiene una
secuencia similar al promotor consenso de E. coli y es el que se usa en condiciones de exceso
de nitrégeno. El segundo presenta una secuencia semejante al promotor de nifH de Anabaena,
y es éate el que se usa en condiciones de limitacién de nitrégeno.

Asf, por una parte las semejansas entre los operones nirBC y nifLA han llevado a
varios grupos a proponer un origen comudn para ambos, que nifl A surge como una duplicacién
de ntrBC, con su posterior especialisacién (Ow y Ausubel 1083a). Por otra parte, la infor-
macién que se ha venido acumulando alrededor de estos dos operones en diferentes organismos
diasotréficos, apunta a que si bien los genes estructurales para la fijacién de N3 estén muy
conservados a nivel de la secuencia asf como el gene pifA, los mecanismos de regulacién que
controlan esta funcién no se encuentran tan conservados. Asf, en A. vinelandsi, en R. phaseoli,
en Anabaena sp. y en A. brasilense pareciera que el control para la fijacién de nitrégeno pre-
scinde de ntrC y en cambio se regula por el sistema de adenilacién de l1a GS y por un activador
del tipo de nifA. -

Asfmismo, nuestros datos sugieren la existencia de un regulador adicional para Nif y
Hut el cual no parece ser ptrC; hasta el momento ntrC no ha sido identificado a nivel molecular.
El hecho observado de que el producto de ntrC y el de nifA presenten similitudes funcionales
y de que sus respectivos genes compartan clerto grado de homologfa a nivel de secuencia,
podr{a sugerir que en nuestras mutantes, mutaciones en nifA pudieran ser responsables de los
fenotipos Nif~ Hut™. Sin embargo, al realisar experimentos de hibridisacién entre DNA total
de A. brasilense y DNA con nifA de K. pneumonie, encontramos que si bien hay dos bandas
de hibridisacién positiva con pifA, ninguna de las dos correspondié en peso molecular a la

- 51 -



que contenfa el TnS. Este resultado apoya la suposicién de que el Tn§ en las mutantes de
A. brasilense no se localiza en el gene de pifA.

A lalus del reciente modelo en E. coli de un posible regulador en la regién de GOGAT,
resultaria interesante analisar por hibridisaciones, si es que las mutaciones responsables del
fenotipo Hut™ Nif™ estén localisadas en la regién contigua a los genes estructurales para
GOGAT.

Resulta conveniente enfatizar que los estudios que se realicen sobre estructura y
funcién génica en A. brasilense se ven impedidos hasta el momento por nuestra incapacidad
‘en haber generado un sistema de recombinacién génica en este organismo. Por consiguiente,
estudios de alelismo, de mapeo genético, las relaciones de ligamiento y los estudios de com-
plementacién se ven supeditados al empleo de plésmidos promfscuos para poder introducir
informacién genética en estas células. El desarrollo de un sistema de recombinacién génica
¢es de suma importancia si queremos llegar & conclusiones més especificas y menos elucubra-
tivas como a las que hemoa tenido que recurrir hasta el momento, tanto nosotros como otros
investigadores que trabajan con esta bacteria.
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