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Introducci6n 

El nitrcSseno molecular es el elemento mú abundante de nueetra atm.S.fera, con1tltuye 
alrededor de un 80%. Sin embargo, en 1u forma reducida, 61to es, como compue1to lnorgúüco 
u or16nlco, dl1ponible en el 1uelo para 1u utlll1aclón por lu plantu y otr01 organllm01, dicho 

elemento • e1c:uo. En tod01 l01 organi1m01, dude lOI mú 1lmple1 huta lOI mú complej01 en 
lOI que 11U pre11nte la vida, el nitrógeno 11 comtltuyente fundamental de la ml1ma. Forma 
parte de M:ldOI nucWICOI, prote(nu, amlnoudcare1, amlnolipld01, y • por u( decirlo, la 

ntructura or1úüca alrededor de la cual 1e con1truye la arquitectura biológica. 

Dentro de la 1ran dlver1ldad biológica exl1ten numer- eepecl11 de mlcrorganllm01 
no relaclonadOI ftloaen6tlcamente capace1 de captar el nitró1eno molecular Na y utlllsarlo como 
IU1trato para la formación de 1U1 blomolkulu nltrogenadu. A I01 organllmOI que p011en 

nta capacidad 1e lee denomina dluotróftCOI. Un gran ndmero de el101 ademú aportan el 
nitrógeno que han reducido a compu•tOI utlll1&ble1 por otru 11pecl11, al habltat en el que 1e 
encuentran, Ja 1ea enriqueciendo directamente al 1uelo, o bien uoclúidOM con lOI organl1m01 

a loe que beneftclan y aportúidolea el nitrógeno reducido. 

Exl1ten primordialmente tre1 grup09 de dluótrofOI. El primero lo comtltuJen or-
1anllm01 que en vida libre y 1ln requerir de nln1una 1lmbl01l1 ftjan el Na, como ion lu 
al1u verde-uuln, actlnomlcetOI, bacterlu metanógenu y RltodopHu4om0ttu eapnlata. El 
1e1undo 1rupo e1U formado por or1anllm01 de 1lmbl01l1 facultativa, ato 11, que pueden ftjar 

Na tanto en vida libre como en uoclaclón con alguna planta o ID11Cto, 1.e. el hu61ped a quien 
benefician. Encontram01 aqw bacterlu del g6nero A_,,¡rillv"' que 1e uoclan a lu raícee 
de alpnu gramfneu, lnteracclonui con la rala generando o propiciando un Incremento en el 
ndmero de deformaelone1 que 1ufre la rala y en el ndmero de pelol radlcularll (Patrlquln et 
el., 10113). FA p09lble que exl1ta un reconocimiento eepec(ftco bacterl•raí1, y que la bacteria 
aporte una cierta cantidad de amonio a la planta a travn de la rala, fundamentalmente durante 

la etapa de ftoracl6n de la planta (J. Olcon, comunicación penonal). Sin embar10, A•lpl'rillvm 
puede vi.Ir y fijar N1 en vida libre. Forman parte tunbl•n de nte aegundo grupo, la entero­

bacteria KlthitU. PIM-'- y otru como A•to•et" tiMlafUln y A•to•cter erooeoeum. 

Exllte un tercer grupo, el de l01 dluótrof01 de 1lmbl01l1 e1trlcta, en lOI cuale1 11 

facultad de fijar nltrcSseno depende de la Interacción del mlcror1anllmo con 1u hunped, y 
en la que 1e dan mecanllmOI de diferenciación tanto en la bacteria como en el hunped, 
lndllpenaablee para que dicha función pueda llevarae a cabo, l.e., 11t01 mlcrorganllmOI no 

fijan Na en vida libre. Ejemplo de ato IOn lu bacterlu del g6nero Rlti.roW.m. Eltu Infectan 
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las raíces de legumino111111 mediante un reconocimiento especifico mediado por ciertos azú· 

cares complejos a nivel de la membrana celular de ambos organismos. Posteriormente se 

· desencadena un programa de diferenciación en el que se forman los nódulos y en el cual la 

bacteria 1e transforma en bacteroide. La planta sintetila ciertas protelnas en conjunción con 

la bacteria, como la leghemoglobina para cuya slntesis participan ambas, y es dentro de la 

e1tructura del nódulo que puede iniciarse la fijación de Na (Verma, 1983). 

La capacidad para fijar Na esta distribuida a lo largo de una amplia gama de procario­

te1 taxonómicamente divergente111 independientemente de 1i ion Gram negativoa o Gram posi­

tivoa, como 10n Entcrokderiaeec, A•oto6aeteriaeec, Rlauo6iaeec, C,ano6aeterioeec, Aetino· 
miectseee, Rt&o.101pirillaeee y Baeillaeec (Ruvkun y Auaubel, 1980). 

La reducción de nitrógeno molecular huta amonio es un proceao emim,tico complejo, 

el cual ha cobrado interá para 1u estudio en loa óltlmoa añoa puea representa una enorme 

aportación de amonio para la ecología en general y la agricultura en particular. Nada menos, 

la &10claclón entre legumln-Rlai.to6ivm aporta anualmente el 30% del total del nitrógeno 

molecular reducido huta amonio (Hardy y Havelka, 19711). Se le ha comen1ado a dar im· 

portancla a la Identificación y eatudlo de eapeciea ftjadoru de Na en uoclación con diveraaa 

plantu Incluyendo la flora de boaquea y 1elvu. Obviamente el lnterá 1e ha enfocado hacia 

lnteracclonea de dluótrofoe con plantu de con1umo humano o animal. De loa microrganll­

moe de reciente de1c:ubrlmlento u encuentra el genero A•a.,irillvm, que de modo bastante 

upecCflco • &IOCia a lu raícu de algunu gramCneaa como trigo, arro1 y maC1 (Baldan! y 
Doberelner, 1980), as( como a putoa tropicalea como avena y cebada (Kloenk y Bohlool, 

198S). 

La l'Uacl6n de Nltr6seno 
Kldtiella pMVmonic, un modelo de estudio. 

La reducción de Na huta amonio y 1u regulación ea un proceBO que ha 1ido estudiado 

extenalvamente en lu óltlmu doa cWcadu. El modelo de e1tudlo mú conocido y manejado 

por muchoa grupoe de lnveatlgación ea la enterobacterla Kldtiella "'"'monic. En ella la 

lnfonnac16n para dicho procelO eat' contenida en 17 genea contlguoa agrupadoa en 7 u 8 

operonea !!!!9! AL l MYS1l. XNE llil!ll l. De loa 17 genea 1610 S codifican para las 

protemu eatructuralea de la nltrogenan, en tanto que loa demú codifican bien para genes 

regulatorloa, bien para genea de maduración y proceaamiento de la nitrogenua y del cofactor 

de la mllma, o para loa acarreadore1 de electronea¡ a algunoa de elloe aún no 1e lea ha podido 

adjudicar una Cuncl6n lnequlvocamente. En la Figura 1 eat' eaquemati1ada la eatructura y 
Cunc16n del bloque g4'nlco de fijación de Na (nlt) (Eady et al., 1972¡ McNeil et al., 1978¡ Rledel 

et el., 1979¡ Dlxon et al., 1981; Elmerlch, 1984). 

La nltrogenua ea un complejo en1lm6tico comtituldo por dos componente•, una fe­

nomollbdoprote(na conocida como nltrogenua, y una ferroprote(na, nltrogenua reductua. 
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La nitrogenua es un tetrámero formado por dos tipos de subunidades, alfa y beta, codificadas 

por nifl2 y nltK respectivamente. La nitrogenua reductua a su vez está codificada por 

nifll y se ensambla como un dlmero de subunidades iguales. Su función es la de captar y 
unir Mg++ y ATP (Mortenson y Thorneley, 1979) y transferir los electrones que capta a la 

ferromolibdoprotelna, en cuyo centro 11e unen los átomos de Mo, mediante la formación de un 
cofactor FeMoco. Este contiene Fe, S y Mo, y es Indispensable para la actividad catalltica de 
la enzima {Shah y Brill, 1977). 

L1111 trea genes que codifican para estas protelnu 11e encuentran formando parte de 
un mismo operón, nlfilDK, La formación de una ferromolibdoprotelna funcional Involucra la 

participación de cinco genea: nifB. nifN, nlfE que están involucrad1111 en la 1fntesla o la ln11erclón 
del FeMoco (Roberta et .i., 1978), DifY que Juega un papel en la especificidad por el 1ustrato 
(McLean y Dlxon, 1981) y~ que ae requiere en condiciones de deficiencia de Mo (Imperial 
et .i., 1984). Aparentemente tanto nUM como u1m ae requieren para el procesamiento de 

la ferroprotelna (Roberta et ol., 1978). Difl y n1fE. han 1ldo ldentlficad1111 como lo1 compo­
nentes de transferencia de electrones a la nltrogenua. El donador en la cadena de electrones 

ea el plruvato, que e1 el 1ustrato de la protelna codificada por D1fl (Shah et .i., 1983), a la 
que 1e le ha adjudicado la actividad de una flavodoxlna oxldorreductora, que le tran1flere los 

electrone1 a la protelna codificada por n1f[ (Nleva-Gomn et .i., 1980¡ Cannon et ol., 1985). 
Elta a 1u ves e1 1u1trato de la ferroprotelna. El operón DifLA codifica para 11111 reguladores 
de la tranKrlpclón de 11111 demú operones ali (Dlxon et ol., 1977¡ Strelcher et 111., 1974; 'l\ibb, 

1974). Aún no 1e ha encontrado ninguna función para DifX, oln1. y nin'.. (ver Figura 1). 

Ublcacl6a Ga6rlca de la l'tJacl6a de Nltr6sao 

LOll gen• D1flWK que codifican para 11111 polli>'ptldOll del complejo nltrogenua de 
K. p1Nt1t110ftÑr fueron clonad1111 en un fragmento de e Kpb de DNA (Cannon et .i., 1979)1 y ae 
encontró que hlbrldl1aban con DNA de tod1111 y cada uno de los or1anllm1111 llJadorea de nltr6-
1eno probad1111 (Ruvkun y Au1ubel, 1980¡ Muur et .i., 1980). En un Intento por establecer 

la dlltrlbucl6n 1ent!rlca de la Información para la fijación de N3 y 1u arado de conaervac16n 

lntere1pecle1 Ruvkun y Ausubel (1980) tomaron el DNA de 19 e1pecle1 bacterlanu fijadoras 
de N2 no relacionadas fllogen~tlcamente y mediante las tknlcas de hlbrldl1acl6n DNA-DNA 

encontraron que 19 de 19 DNA1 al1lad1111 de dluótrofos, Incluyendo e1pecle1 Gram p1111ltlvas, 
una e1pecle de actlnomlcetoe y dos de cyanobacterlas, hlbrldi1an contra el fraamento de DNA 

de K. "'"'"'°"¡. que lleva 11111 genes estructurales olfllllK, En contraste, cuando el mismo 
fragmento ae UIÓ para hlbrldl1ar con DNA de 10 diferentes e1pecle1 no fijadoras de Ni no 

hubo hlbrldl1acl6n contra ninguna de ellas. 

Cuando hlbrldl1aron con un fraamento que contiene tod1111 los sen• ali menos 1011 · 
ntructuralea no obtuvieron re1ultad1111 p1111ltlv1111, por lo que la homologla lntereapecle parece 

ntar limitada a estol dltlmoe. Lu aecuenclas mú con1ervadu parecen 1er las de n1fll y DID2 en 
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FIG. 1 ORGANIZACIOO DEL ACUMULO DE OPERONES nif DE K. pneumoniae FUNCION 

GENICA Y REGULACION. C. Elmerich 1984 
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11111 que 11e encuentra un alto grado de homologla, en tanto que nifK no hlbrldl1a de manera tan 
general. Adernú ea Interesante que al hibridilar un fragmento de DNA de &uof>ium meliloti 

que lleva DifBDK con loe DNA1 de 11111 10 cepas de diuótrofoe, resultaron homólogoe muchoe 
de elloe pero no todoe. Al'Dtolloeter wmelandii y Rlaodopeeudomoruu copllll1da no hibrldi1an 

contra DNA de R. meliloti. 

lleplacl6n de la Tran11erlpcl6n de loe Operon• DI! 

Se ha propue1to que el producto de nifA actúa como un actlvador poeltlvo e1peclftco 

de todoe loe operone1 lllf excepto el propio. Mutaclone1 en eete gene tienen por comecuencla 
una auencla total de loe productoe nlf {Dlxon et ol., 1077¡ Robert1 et ol., 1078). Por an'1bibi 

de complementación e Introducción de plúmldoe portadore1 de fusiona nifulK en dobles 
mutante., ha quedado 1ugerldo que el producto de nifA puede actuar en trana {Dlxon et ol., 
1080). 

Re1pecto al papel que juega el producto de nifL, lu evldenclu apuntan a que funge 
como un repn1e>r de la tranKrlpclón de 101 operone1 lllf', como re1pueeta a un Incremento en 
loe nlvelea de 01 fundamentalmente, ya que la nltrogenua et muy 1enalble a la concentración 

de 01 el cual la Inactiva lrrevenlblemente. Hlll et 11., {1081), han propuesto que el producto de 
D1fL e1 un detector de 01. Aelml1mo, cuando la concentración de nltró¡eno combinado 11e eleva 
lntracelularmente de perml1iva a no permielva, el producto de D1fL reprime la tramcrlpclón 

de loe liltemu lllf (Buchanan-Wolluton et al., 1081¡ Merrlck et ol., 1082¡ Elmerlch, 1084). 
El pupo de San Chlun Shen {1085), ha propuato que de hecho, el producto de D1fL actda 

directamente aobre el producto de nifA para reprimir la tramcrlpclón, y no a nivel de lu 
aecuenclu de control en el DNA. 

En Klehiella pneumonie hay tre1 par6metroe lundamentalea por loe que 11e re¡ula la 
fijación de Na: 

1) La presencia de cualquier fuente nitrogenada en el medio o dentro de la c6lula, particular­

mente NHt reprime totalmente la 1fnte1ll de loe 1enea nll {1'1bb y Poet¡ate, 1073) 

11) La temlón parcial de 01, ya que la nltro1enua 11e Inactiva lrrevenlblemente por la pr-n­
cla de Oa y la 1fnteell d• novo de loe productot ali no ocurre cuando 61te eet' pre1ente (St. 
John d ol., 1074; Eady et al., 1078¡ Elmerlch, 1084). La prealón parcial de 01 que reabite 

la nltro1enua de diferente• organl1m011 varia dentro del rango de 0.1 a 0.5%. Alfmllmo, 

la e1trate1la de protección de la nltro1enua varia 1egdn el mlcroor¡anllmo¡ en el cuo de 
Rlli.lotitlm, durante la Interacción y diferenciación planta-bacteria, una vet e1tablecldo el 
nódulo lunclonal, lle 1lntetila una protefna, la leghemogloblna, que precllamente cumple 

la función de captar y doelftcar el Oa que entra en contacto con la nltro1enua 

111) La temperatura: a S7ºC, no hay 1fnte1l1 de novo de nltro¡enua, 11 bien a e1ta temperatura 
la nltrogenua 11 ea activa (Hennecke y Shanmugam, _ 1070). La temperatura óptima ea de 

SOºC, por arriba de la cual no 11e 1lntetllan loe product011 de loe 1ene1 lllf. 
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U titilando plúmidoe que en forma constitutiva expresan nifA, (Buchanan· Wollaston 

et al., 1981¡ Zhu y Brill, 1981) han confirmado que el producto de nifA es termosenslble, y 
dado áto, le explica el porqu6 a 37°0 la transcripción a partir de los otros operonu me no 
pueda 1er actlvada. Por otro lado, 1e ha obtervado que en a111encla del producto de oifL, la 
expreaión de DirA ea suficiente para actlvar la expresión de loe genes D1f aón en presencia de 

NHt o de 01, con lo que queda fuertemente sugerido que el producto de nlfL es en efecto el 
represor que responde tanto a 02 como a la fuente de nitrógeno compuesto. Del mismo modo, 
cuando la sínte1ia de nifA ocurre a partir de un promotor constitutivo, el exceao del producto 

de lllfA aobrepua y anula la repreeión mediada por nlfL aobre los genes nlt. Se ha observado 
que cuando 1e tiene el gene de nifll clonado en un vector multicopia, la concentración del 
promotor de n1fll titula el producto de nlfA, observable por el hecho de que ae Inhibe la 
deereprealón de los genea me (Brown y Auaubel, 1D84). 

Como ya M mencionó, nlfA no activa su propia 1ínteail (Dlxon et al., 1980), a excepción 

hecha de cuando ae encuentra expruindOM a partir de un promotor con1tltutlvo. (Ow y 
Auaubel, 11183). En condiciones flalológlcu la tranacrlpclón de DirA eatá 1ujeta a un Mgundo 

nivel de reaulaclón controlada por I011 productOI de mlQ y nkA que Interaccionan para activar 
dicha tranacrlpclón. 

Slatemu Ntr 

Dentro de la c6lula existen numerOIOS 1latemu gen6tlcos lnvolucradOll en el aprove­

chamiento del nitrógeno en sua dlferente1 formu. EatM sl1temu, reguladoa a 1u ve1 por un 
1lltema 1eneral de detección del nitrógeno, 11 han llamado "Sl1temu Ntr•. Como ejemplo 

de ellOI ae pueden mencionar IM operone1 para el catabolismo de algunoe amlnC>KldOI como 
hiltldlna, ar1lnlna y prollna, loe genea lnvolucradOI en el traneporte de e1t09 amlno4.eldM, 
el operón que codifica para la glutamlno slntetua (GS), y poalblemente IOI gene1 para la 

utlll1acl6n de nltratol y nltrltOI (Tyler, 11178). 

LC111en• que reaulan loa 1l1temu Ntr H denominan alnG y 1lnF en /hderielti1 coli, 
o md2 y DllA reepectlvamente en Kle61iello, .Rltilo6ivm, Salmonell• y otroa mlcrorganllmM. 
IWC codlflca para una proteína blfuncional que puede fungir como actlvador y como repreaor. 
nt[Q requiere de la proteína de mrA para actuar como actlvadorea de la transcripción, como 

respuata a la dlaponlbllidad de nitrógeno en la c61ula. 

Por otra parte, md2 1610 funciona como represor a nivel del oper6n del cual forma 
parte, 1lnAntrBO. Para ello ae po1tula que lnteractóa con el producto de nWl (&!!!!!) (Alvare1-
Moral• d al., lCIM). Aparentemente nkD e1 un detector de amonio, por lo que cuando '8te 

aumenta lntracelularmente, DllB promueve la unión de mIQ al promotor P2 de •te operón 
para reprimir (Alvare1-Morale1 et al., 11184¡ Hawkea et Al., 11185). El modo precilo en que 
participa nkD no e1tá claro aún, ya que mutaclonea en e1te locue presentan fenotlp09 muy 
varladOI. m[Q forma parte del operón glnA que codifica para la GS, y en e1te oper6n la 
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tramcrlpci6n corre de glnA a nkQ, por lo que algunu mutantes en glnA o en DkB son 
polares para DUQ, y por lo tanto no pueden crecer utilizando algunos amlno&:idoe como única 
Cuente de nitrógeno, y pr-ntan fenotipo Ntr- (Maguanik, 1982). 

La regulación de loa sistemas Ntr por loe product01 de nkQ y nllA ha sido descrita 
en B. eoli (Pahel y Tyler, 1979; Backman et al., 1981; Pahel et al., 1982; McNeil et al., 1982), 
S. C,,Aimurivm (Brenchley et ol., 1975; Tyler, 1978; Kustu et ol., 1979), K. GePOfene1 (Bender 
y Maguanik, 1977), K. pneumonie (Auaubel et al., 1979; F.epín et al., 1982). 

En K. pneumonie se han locall1ado lu reglones de control del operón glnAntrBC y se 
Abe que hay dCM promotores a partir de loe cualea se transcribe en el orden PlP2glnAPllntrBC. 

La tramc:rlpcl6n se lleva a cabo a partir de Pl en condiciones de llmltacl6n de nitrógeno y a 
partir de P2 en exceso de nitrógeno. Asf, en condiciones de llmltac16n de N la bioeínteela de la 

glutamlno 1lntetua 11t' d11reprimida; del milmo modo loe operonea que eet6n ~o el control 
Ntr lo ettÚl. Por otra parte, como ya quedó mencionado, e1 a nivel del P2 que el prod~cto de 

nkQ le une para reprimir la tran11Crlpcl6n (Dixon et al., 1984; Alvare1-Morale1 et 111., 1984). 

En BtclaericAio coli, ademú de estos dot promotor• M ha Identificado un tercer 
promotor (promotor lejano) PL, ubicado en la reglón anterior •up-1tream• al Pl de glnA. 
Aparentemente Ñte reeponde a otro tipo de regulacl6n, posiblemente por la fuente de carbono. 
Ette e1 un promotor d6bll, y 1e ha encontrado que en mutantes en glnG (ver mu adelante), 

la tramc:ripci6n de glnA ocurre a partir de PL. En mutantel en glnF no hay tr&n11Cripcl6n de 
glnA porque el producto de glnG 11 bien no activa 11te promotor PL, IÍ lo reprime (ver mú 
adelante). Etquem,tlcamente e1 P2PlglnAPLglnLG (Covarrublu et al., 1983). 

En K. pfteumonie la 8Jacl6n de nitrógeno 11t' regulada de un modo general por loe 
productoe de DllQ y JlllA, por lo que eata función tambl.!n 11 un 1latema Ntr. nkQ y J1llA 
activan excl118lvamente la tr&n11Cripclón del operón de loe gene• regulador• de la nltro¡enua 

DlfLA (McNeU y Brlll, 1980; Buchanan-Wolluton et cil., 1981). A 1u vea n1CA requiere de la 
praencla de mi.A para .c:tivar loe demu operon11 Dlt (Dixon d cil., 1984). En ausencia de 

mr.A, a4n teniendo 1ínteela de n1CA a partir de un promotor con1tltutlvo, úte no N capu de 
activar la tranmc:rlpclón de lot ¡enn DIC. Alfmlamo, ya te mencionó que miQ requiere de la 
pr-ncla de DllA para poder fundonar como .c:tivador, por lo que el producto de mr.A • 

· lndl1penuble tanto para DllQ como para nlfA (Leonard y Goldber¡, 1980; Etp(n d el., 1982; 

de Bruljn y Au1ubel, 1983; Drummond d ol., 1983; Merriclr, 1983). 

Se han encontrado marcadu 1emeJan1u entre loe operon• llllBQ y nlfLA, Cuando 

te 1111breproduce nifA a partir de un vector multicopia, Ñte • capu de 1uatltuír a miQ 
en 1ua funcione. de activador de promotores Ntr, incluyendo 1u propio promotor, el oper6n 

de ut1U1aci6n de h11tldlna, arglnina, prollna, el operón glnAntrBC, úte 111'1mo en un fondo 
gen4tlco ntrC:;Tn5, en el que iu actlvldad11 de GS 11 r11tablecen a normalidad (Ow '1 Auaubel, 
198Sa¡ Drummond d 111., 1983). En cambio, la proteína codificada por md2 no puede 1u1füuír 
al producto de DlfA como activador de lot promotore1 Dlt, excepto nlfB de RAU.tit1t11 m•liloli, 

que clonado e Introducido a B1cAericAi1 coli puede ser activado por md2 '/ mrA, tambWn en 
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Kldnella Jlfl'Vfllotai.e puede activarse por nttO y ntrA (Sundaresan el al., 1983). Sin embargo, 
nlfH de Kle6tiella Jlfl'Vfllonie sólo puede ser activado por nifA y no por DkQ. 

Por otra parte, loe pesos moleculares de lu proteínu de nt[Q y nifA son muy ae­
mejantea. Ambu pesan alrededor de 115,000 daltonea (Chen y Maguanik, 1982). Ambos 
operonn, llldW y nlfLA codifican para productos involucrados en represión y activación en 
un arreglo fílico aemejante. Tanto ntdl como nifL median la reprnión por amonio. Elatos 
datos han llevado a plantear que DkQ y nifA tienen un origen evolutivo común, posiblemente 
una duplicación, con una posterior especlaliaaclón (Ow y Au1ubel, 198Sb). 

l'wacl6D 'Y B.eplacl6D del Oper6D glnALG (glnAntrBC) 

En enterobacterlu del tipo de E. eoli, K. ª''°''""• S. t,pAimurivm y K. ,,.evmonie, 
exllten tres víu metab611cu prlnclpalea para la ulmllaclón de NHt. En condlclonea de exceao 
de NHt, 41te • ulmlla por medio de la enalma duhldroSeaua putáilca (GDH), que 
catallla la 1l1ulente reacción: 

alfacetoglutarato + NADPH + NHt - glutamato + NADP+ 

Cuando la fuente de N u limltante, el amonio ae ulmlla mediante la participación de dos 
enalmu, la slutamblo llbatatua (GS) y la slutamato 11Dtua (GOGAT) que catall1an lu 
reacclonu 1 y 2 re1pectlvamente: 

l. L-1lutamato + NHt + ATP - L-glutamlna + ADP +PI 

2. L-alutamlna + alfacetoglutarato + NADPH - 2 L-glutamato + NADP+ 

Alí, en condlclon• de exceso de N, la glutamlno 1lntetua 1e encuentra reprimida 
tanto a nivel de 1u actividad como a nivel de 1u 1ínteall, en tanto que cuando la fuente de N 
11 llmltante aucede lo contrario, la GS H de1reprlme, hay mucha y muy actlvL 

La alutamlno alntetala 11 una emlma compue1ta por doce 1ubunldadn ld•ntlcu. 
El pelO aloba! 11 de 800,000 dalton11, por lo que cada 1ubunldad pe• aproximadamente 
50,000 daltonea ±5,000 daltonn (varía 1egún el mlcrorganllmo). Cuando 1e comparan lu 
GS'1 de lu diferente• bacterlu arriba menclonadu, H encuentra que 1U1 pelOI molecularea 
10n muy aemejante., uí como 1u función y modo de regulación, lo que 1uglere que •tá muy 
co111ervada evolutivamente (Maauanlk, 11182). La glutamlno 1intetua u una emlma clave 
del metabolllmo celular puea a la única vía para la 1(nteall de alutamina y 41ta a au vu ea 
donadora prktlcunente unlveral de grupoe amino dentro de la dlula, uí como 1U1trato clave 

de muchu víu de aíntnll. 
Dada 1u Importancia la GS uU 1ujeta a dOI nlvelea de regulación; de la actlvlvdad y 

de la aínteall. A nivel de 1u 1intelll, glnA el gene utructural para la GS, •t' regulado como un 
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sistema Ntr en el que participan mlQ y nUA como activadores, y DllO y ntrll como represores 
de la transcripción. A nivel de su actividad, cada subunidad puede modificarse independien­
temente mediante la adición de una mol«ula de AMP que se une a una tiroaina expuesta en 
cada una de Ju 1ubunidades, 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 
mú adenilada encontramos a la GS, que puede llegar a estar totalmente adenllada (ñ=l0-12). 

Participan en esta regulación tres proteínas, la AdenililtransCerua (ATua) codifi­
cada por glnE, la UridillltransCerua (U'l'ua) codificada por glnD y la proteína Pll codificada 
por glnB. Pll e•t' encargada de mediar la adenilación de cada 1ubunidad de la GS como 
una re1pueata en cadena que involucra a la UTua, que a 1u vea detecta los cambios en la 
relación intracelular de glutamina/alCa-cetoglutarato. Alin cuando la adenilación y deladeni­
lación pueden ter catali1adal por la A'l'ua 161a, la tasa de ambas reacciones, particularmente 
la de deladenllaclón, es e1tlmulada por Pll. En 1u forma no modificada PD atlmula la ade­
nilacl6n, y en 1u forma urldllada, Pll UMP estimula la deladenilaci6n. La lnterconvenl6n de 
Pll ~n Pll UMP depende de una proteína que aparece tanto como una urldililtrantlerua, que 
catallaa la conver1l6n de Pll en Pll UMP utlll1ando UMP, como la de una en1lma remove­
dora de urldlloa que convierte Pll UMP en Pll. La actividad de la UTua e1 estimulada por 
allacetoglutarato e Inhibida por glutamlna. De este modo, hay evldenclu que 1ugieren que 
una tua bi\Ja de glutamina con relacl6n al alCacetoglutarato estimulan la convenl6n de Pll 
en Pll UMP, con lo que la glutamlno 1lntetua 1e deladenila (Gin1burg y Stadtman, 1973). 

Cuando hay mutaciones en glnD, al no haber UTua, la Pll te encuentra en 1u e1tado 
no urldllado, por lo que la glutamino lintetua que encontramos en e1tu condiciones e1t' 
altamente adenilada y por lo tanto Inactiva bi\Jo cualquier condición de cultivo. Ademú lu 
mutantea en glnD pre1entan 1imultwamente un fenotipo Ntr-, como conMCuencla aparente­

mente de un electo pleiotr6plco aobre la tran1Cripcl6n de glnG (mrQ), quia' porque Pll, en 
1u forma deaurldllada 1e mantiene como un co-repreaor de glnL (Dllll) para Impedir que el 
producto de glnG (IWO) 1ea tran1erito o pueda tran1formarte en un actlvador electivo (Foor d 

111., 1078¡ lHO¡ Ow y Au1ubel, 1983b). En coml1tencla con eate modelo, una lu1l6n nlfklacZ 
ea lncapu de 1lntetl1ar beta-galact01idua en una cepa pnD (Ow y Au1ubel, 1983b). 

Por otro lado, mutantes que carecen de la protelna Pll (glnB), presentan un fenotipo 
Ginº (comtltutlvidad de la GS), y regulación normal de Ntr, '11to 1iempre y cuando la 
mutación provoque una au1encla total de PD. Este fenotipo 1e explica al comlderar que cuando 
hay una au1encla de Pll, la GS estar' pre1ente en 1u forma desadenllada, condición que por 
el ml1mo ruonamlento anterior, tendr' un erecto de Inducción de la 1lnteal1 de glnG (IWO), 

pretente ahora en cantidad 1uficlente para activar la tranKrlpcl6n de 101 1l1temu Ntr. En 
cambio, cuando lu mutaciones generan una proteína Pll defectuosa lncapu de ter urldilada, 
el fenotipo que pre1entan e1 muy 1lmilar a una glnD, aon Ntr-, y la GS at' totalmente 
adenllada (Maguanik, 1982) (ver Figura 2). 

En cuanto a loa fenotipos ca111ados por mutantes en los locu1 regulatori01 DkQ (ginG) 
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y ntrA (glnF) ae ha observado lo siguiente: mutantes en glnA 10n auxótrofu de glutamina. 

Estu mutantes pueden aer polares sobre md2 (glnG), en cuyo cuo son tambit!Jn Ntr-, Por 

otra parte, mutacionu en DllQ. (glnG) presentan un fenotipo caracterfatico. Son protótrofaa, 

aunque la. nivele• de GS que preaentan son bajoe constltutivoa, e1 decir, que no 10n capaces 

de Inducir la 1lnte1la de la GS en condicione& de limitación. En e1tu mutantes la transcripción 

de 1lnA ae realila a partir del PL (promotor lejano), lo cual promueve una tw de slntesls 

del tranacrito glnA 1uficiente apenu para el crecimiento. Sin embargo, al no haber tranacrlto 

de mrQ (glnG) lu úlulu no pueden crecer en fuentes alternativu de N y por lo tanto 

preaentan fenotipo Ntr-. Aafmlsmo, eatu mutante• resultan hipenensiblea a la Inhibición de 
crecimiento cauaada por la metionina 1ulfoxlmlna (MS) (ver mú adelante), 

El gene mi.A (glnF) eat• locallndo en el crom010ma bacteriano a 18 mln del operón 
glnALG, cerca del min 69. Aparentemente la 1lnte1ll de mrA no eaU 1ujeta a ningún tipo de 

re1ulación mediada por N, 1lno que 1e ~ de un modo conatltutlvo (Castaño y Butarrachea, 

1084¡ Merrlck et fil., 11>85), Mutaclonea en e1te locua cauun auxotrofia por 1lutamina, 

ufmllmo preaentan fenotipo Ntr-. En E. coli '•tu revierten a muy alta frecuencia, l x 10-4, 

a prototroffa. Se han mapeado ntu revertantel y H ha encontrado que aon producto de 

mutación• 1upr-ru en ntdl (glnG), con lo que 1lguen 1lendo Ntr-. 

llfeeto de la Metlonlaa Sultoxlmlaa aobre la B.eauJaclóa Nltraseaada 

E1t• reportado que la metlonlna 1ulfoxlmlna (MS), que ea un an'1ogo del ~Ido 

glut~co, H pega a la glutamlno 1lntetua "I la Inactiva lrreveniblemente (Ron1io et fil,, 
1961>). Por otra parte, Miller et al., {11>81), hacen referencia a que la preaencla de MS I• 
vorece la adenllaclón de la GS. A1fm11mo, ae ha obaervado un efecto plelotrópico de la MS 

aobre mutante& en glnG (nkQ), Dlchu mutante. aparecen fenotlplcamente hlperaenalble1 a 
la Inhibición de crecimiento caunda por e1te compusto, de tal modo que la concentración de 
MS a la que todavía pueden crecer ea mucho menor que la que milite la cep. 1llveatre. 

Baúnd111e en eate haUugo, O.Orlo ee .i. (11>84) alalaron mutante& re1l1tentu a MS. 

Eltu ton 1upre10ru de mutantea en 1lnG (DUO), que mapean en el promotor lejano Pl de 
¡lnA (León et al., 11>85). Elte promotor, como ya ae mencionó anteriormente, e1 un promotor 

dt!Jbll cuya tecuencla corraponde al conaenao en E. cofi, "I a partir del cual ff tranterlbe glnA 

en mutantes glnG-, con lo que dicho tranacrlto el apenu 1uficlente para que la cep. aea 

protótrofa. En lu mutante. ralltente1 a MS dicho promotor ae tr&n1Crlbe conatltutivamente, 

con lo que la cantidad de GS e1 1uficlente para titular la MS "I aobreponene a au efecto. 

Por otra parte, Gordon y Brlll, (1074) trabajando con K. '""'"'°";. f A. ""9elalllii, 
y Stewart y llowell {1075) con A11a6oe11a crli"'ric., todo• mlcrorganllmoa dluotróllcoa, han 
obaervado un erecto lntereaante que cauaa la pretenda de la MS aobre la lljac16n de nltró&eno, 

"I 6lte ea, que adn en pr-ncla de NHt "I de MS, dlchOI organltmoa aon capac• de cleareprlmlr 

la 1lnteal1 de nltrogenua huta en un 50%, e lnc)ulO exportar amonio al medio extracelular. 
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Relacl6n entre la Glutamlno Slntetua y la 
Fijacl6n de Nltr61eno en Rlai.robium 

En RAi.ro6ium joporaicum 61A76 así como en algunas cepu de RAi.ro6ium tri/olii de 

crecimiento r'pido, RAüo6ium .,., llfl ha demoetrado la existencia de dOB glutamino slntetuaa 

GSI y GSII (Darrow y Knotts, 1077¡ Ludwig, 1080). La GSI se regula por un sistema de 

adenllación-dlladenilación Hmejante al de enterobacteriu. En cambio la GSll no est' sujeta 
a este tipo de regulación (Darrow, 1080). Se ha obiervado que en mutantes de RAi.ro6ium .,. 

32Hl, en lu que lu dOB GS11 estú alteradas o bien, cuando s6lamente la GSI eet' alterada 

y pr-nta niveles de adenllación muy elevadOB, dlchu mutantes prelMlntan fenotipo Nlt-. 

En amblo mutaclone1 en la GSII no modifican su comportamiento respecto a la lljación de 

nltr6geno y la nodulaclón y siguen 1iendo N1t+. A1ími1mo, lu revertantee en adenllación de 

la GSI recuperan la capacidad para reducir el N1 (Ludwig, 1080¡ Morett, 1084). 

A.aqirillum &rolileuer un Modelo de Eatudlo Reciente 

A.aqirillum ffuileue es un mlcrorganilmo dluotróftco perteneciente al g'nero A-· 
pirillum. Son bacterlu Gram negatlvu que llfl han encontrado uocladu a una gran variedad 

de putOB incluyendo trigo, arro1, mafl y 10rgo (Kumarl et ol., 1076). Huta el momento ae han 

clulftcado tre1 e1pecies1 A10.,irillum 6rolileue uociada fUndamentalmente a trigo y arro1, 

A.roqirillum lil'O/erum uoclada a maí1 (Tarrand et al., 1078¡ Baldan! y Doberelner., 1080) y 

A.roqirillum amuOMue (Magalhae1 et al., 1083). 

Aparentemente lu dOI prlmeru llfl distinguen entre otru caracteríatlcu por au -

peclftcldad reapecto a plantu C4 y C3, 1lendo A. lil'O/erum eapecíftca de 1iltemu Cf y A. 
6'uilln11 de 03 (Baldan! y Doberelner., 1080). Se ha reportado tambl'n que bacterlu del 

g'nero A.aqirillum excretan auxlnu, glberellnaa, 6cldo lndol~tlco y 1uatanclu del tipo de 

cltoclnlnu (Tien et al., 1079) a Ju que 11 le1 ha acijudlcado el Incremento en raíces latera­

les y la proltreraclón de pelOB radiculares ohlervadOB en plantu lnoculadu con A1oqirllum 
(Umall-Garda et al., 1080). SI bien no 11 han ohlervado eatructuru del tipo del nódulo pre-

1ente en la uoclaclón RAi.ro6ium- lepmino1a, entre A.roqirillum-fNmlta.., aí 11 ha encontrado 

especificidad en la uoclaclón y penetración específica de la raí1 (M. Zamudlo, comunicación 

per1anal). Dado el potencial biológico que tiene eate mlcrorganilmo, llfl le ha comt1mado a 

estudiar exhauetlvamente. 

El grupo de C. Elmerlch ha reali1ado numerOBOa e1tudl01 1en,tlco1 en relación al 

metabolismo nitrogenado de A1oqirillum. Qulvlger et ol., (19112), han detectado en .A.ro•· 
Jirillum 6railetut y A. lipo/erum la exlltencia de una reglón de DNA con homología a IOI 

geDH utructuralea de la nltrogenua DiflWK de K. JllNUmoni4r. Por hlbrldl1aclón DNA-DNA 

detectaron un fr-.mento de 8.7 Kb homólogo a DifHDX, que llamaron ABRI. F..te fragmento 

fue clonado en B. coli utill1ando el bacteriófago .\gt7 - ara6, en el que 11 con1truyó un banco 

de genes de .A. tr.lilenee. 
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Tambl'n se encontró homologla entre A. 6rlllileflle y K. pneumonie cuando se hibri­
dl1ó contra el DNA de nifA (Nalr et 111., 1983). Jara d 111., (1983), en un intento por aislar mu­

tantes Nlf- alteradas en los genes estructurales de nitrogenua, obtuvieron tres cepas que no 
presentaron actividad de nitrogenasa ni cuando se encontraban en condicionea de desrepresión. 

Como previamente habla sido reportado que plúmidos del grupo de Incompatibilidad IncP 
pueden 11er Introducidos en A.roqirillum y que 1e mantienen estables, Polsinelli d al., (1980), 

decidieron clonar el fragmento ABRI (n1fllD.K) en el 1ltlo único E&Sllll del plúmido RK290. 
Eete plúmido (Dltta et al., 1980), confiere reeietencia a tetraclclina y contiene eltioa únicos 
para algunu en1lmu de reatrlcción. Como eete plúmldo no e1 autotransferlble, 111 requirió 
del plúmido pRK20U, que e1 tra111ferencia+, como ayudador. La frecuencia de conjugación 
para A. huilcn1e encontrada con el pRK290 fu' del orden de 3 x 10-•. 

Se construyeron doe plúmldoa, el pA835 (DiflWK) y el pABS6 (nifll y una deleclón 
de 2.8 Kb que comprende el gene de n1fK y un fragmento de nlm). Eatoa do1 plúmldoa fueron 
lll&doa en experimentos de complementación de Ju mutante• Nlf-. De '•tu, aólo una fue 
complementada huta en un SO% de Ju actlvldade1 11lve1tre1 con el pABH. El pABS8 no 
la complementa, por lo que dicha mutante puede estar en alguno de loe doa genee deletadoe 

del pABS8, o bien llevar una deleclón en D1fll polar sobre la tran1erlpclón. Lu otru dos 
mutantea anall1adu no fueron complementadas. Cuando el pA835 se Introdujo a c'lulu de 

la cepa 11lv111tre, la actividad de nitrogenua ee redujo huta un 50%. Eato est' en concordancia 
con lo encontrado para K. pneumonie en el aentldo de que la pr-ncia de niOl en un vector 
multicopia titula el actlvador n1fA y la resultante es una dlemlnuclón de nltro1enua (Dlxon 
,, al., 11184). 

En or1anilmoe como K. pneumonie 111 ha obaervado una correlación entre mutaclonee 
en el gene eatructural para la en1bna glutamato 1lntua, ~. una Incapacidad para deareprlmlr 
loa niveles de la GS y un fenotipo Ntr- que en algunoa organl1moa dluotróftcoa Incluye la 

fijación de Na. Se ha propuesto que el efecto plelotróplco obaervado en estu mutantes sobre 

el fenotipo Nu, 111 debe a que cepas deficiente• en glutamato 1lntua (GOGAT) acumulan 
glutamlna, lo que a 1u VIII cauea la adenllaclón e lnactlvaclón de la GS (Nagatanl et al., 11171¡ 

Brlll, 11175). 

Como ya MI mencionó anteriormente reepecto a mutante1 en glnD, cuyu GS'• e1túi 
altamente adenlladu por falta de la en1lma modificadora de la PD, áto genera que la 1(ntesil 

tanto del producto de glnA como del producto de glnG (nllQ) se detenga, lo que a 1u ves 
tiene por conaecuencla una Incapacidad para activar loa eiltemu Ntr. Eato ha eldo eugerldo 

por 'l\lbb (11174) y por Strelcher et al., (11174) para mutacionea en~· 

.Allmlsmo, Foor y Maguanlk, (11180) han propuesto que el producto de glnB, PU, que 
en 1u forma de1urldllada es el que favorece la adenilaclón de la GS, e1tado en que 111 encuentra 
cuando MI eleva la concentración Intracelular de la glutamlna, pudiera actuar como un co­
repreaor de la 1lnte1il de ~ (glnG) o directamente de eu tran.Cormaclón en actlvador, con 
lo cual al no haber 1uftclente producto de ntrQ 111 pr-nta el fenotipo Ntr-, que en organilmoa 
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diuotróficoa incluye la fijación de nitrógeno. Como ejemplo ya se mencionó previamente el 
fenotipo Nlt- que presentan las mutantes de Rlai.ro6ium cuya GS se encuentra altamente 
adenilada. 

En A.aqirillum 6nuilen11, el grupo de Banl et al., (1980) ha aislado mutantes en 
el gene que codifica para la glutamato 1lntua (GOGAT). Estas fueron seleccionadas por su 
crecimiento en NHt alto, 25 rnM, y 1lmult"1eamente Incapacidad para fijar nitrógeno. Estas 

mut&nte1 no presentaron actlvidade1 detectable• de GOGAT. Cuando se anall1ó el compor· 

tamlento Ntr de e1tu mutantea por crecimiento en dlferentea austratOI Ntr, ae encontró que 
no crecen en hiltldlna, adenlna, alanlna, xantlna y nitrógeno molecular. Tampoco crecen en 

nltratOI o nitrito. como linlcaa fuentes de nitrógeno. Sin embargo, a( crecen en amonio alto, 
glutamlna, arginlna, glutamato, aspartato, uparaglna y prollna. Presentaron actividades de 
GS muy baju, no lnduclblea en ninguna condición y bastante adenlladu. Intere11111temente 

algunu de 1ua mutantee presentaron actlvldade1 de deahldrogenaaa glutmlca (GDH) reducl· 
du al 50% de Ju actlvldade1 sllve1tres, para lo cual no 1111 brindó una explicación. A la lu1 de 

lu caracteríatlcaa de 1ua mutante•, Banl ee al. (1980) propusieron la existencia de mecanlamoa 

de re1ulaclón Ntr 1111mejante1 a IOI encontradOI en enterobacterlas. 

Por otra parte, Plulnakl y Rolfe (1983) reali1aron experlment01 con 8 cepu de 

A. m.ilen11 y A. lipofervm para determinar el número de plúmldOI de cada una de estas 
cepu y la dl1trlbuclón de la Información para la fijación de Ni en este organlamo. Utlll1ando 

el m'todo reportado por Kado y Llu (1981), para purificación de plúmldOI de alto peso 
molecular, con algunu modificaciones, obtuvieron un perfil de plúmld01. Encuentran que 

exl1te aran variación reepecto al número y peao molecular de I01 plúmldOI de cada cepa. El 
ran10 de IOI pe- moleculares varía desde 12 huta 370 meg&daltones. La cepa de A. 6nuilen11 

Sp7 ATCC29H5 (cepa allve1tre utllil&da en este trabajo de táil) contuvo 4 plúmld01, de 100, 
130, 350 y 370 me1&daltone1. Para la locall1aclón de I01 1ene1 estructurales nlt en A.roqiri· 

lhlm, utllilaron como probador 1'nlco el plúmldo pW564, derivado del p8R328, que contiene 
IOI senes DIOll2 de Rlaintium tri/olii. El DNA total de lu 8 cepas digerido con f&gfil, lo 

hlbrldlsaron contra pW564. En todOI IOI CUOI la hlbrldl1aclón especifica 1111 locall1ó en fraa· 
mentol crom010male1 que en nlgún cuo correspondieron a Ju bandas de plúmld01. Tambl'n 
hlbrldl1aron el DNA total de A.roqirillum con DNA de nlfllllK de K. pneumonic, y IOI re-

1ult&doa 111 repitieron, por lo que en A.roqirillum I01 gene• nlfHllK parecen eatar locall1&d01 

en crom010ma. 

Otro dato que confirma la afirmación anterior es la exl1tencla de una cepa de Anqiri· 
llum de la cual fueron curadoa IOI plúmldOI. Esta cepa 1lguló 1iendo Nlf+. En IOI Rlai.robic 
de crecimiento r'pldo 111 ha dem01tr&do que algun01 de I01 gene1 que controlan lu propiedades 
1lmblótlcu e1t"1 locall1ado1 en plúmldOI de alto pe.o molecular (Beynon et al., 1980¡ Banfalvl 
et al., 1981). Sl bien loe senes estructurales para la nltrogenua en A. 6nui111ftl11 1111 localilan 

en crom010ma, aún no ha lido de1C&rtada la poelbllld&d de que en este or1anlamo IOI senes 
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con funciones semejantes a los de asociación bacteria-rall est'n codificados en alguno de sus 
plúmidDB. 

Gauthler y Elmerich, (1977) han aislado mutantes de A. /muile111e auxótrofu de 

glutamlna y concomitantemente Nll-. Al analbar el comportamiento ensim'tico de la GS 

de dlchu mutantes, e1t01 autores encontraron dDI diferentes fenotipDI. Uno caracteri1ado por 

ausencia completa de actividad de GS, tanto bioeinUtica como de tran1ferua1 una Incapacidad 

para crecer en NHt bajo 2 mM, en glutamato l mg/ml o en NHt 20 mM, y por ausencia 

completa de actividad de nltrogenua determinada por el eDAyo de reducción de acetileno. El 

segundo fenotipo ae caracterl1ó por una Incapacidad de crecer en glutamato 1 mg/ml y NHt 
2 mM, pero que presentaron crecimiento residual en 20 mM de NHt. Estu mutantes pre­

sentaron alrededor de un SO% de la actividad sllve1tre de nltrogenaaa en ausencia de amonio 

o en pr-ncla de glutamlna (10 µg/ml), y alrededor de un 200% de actividad de reducción de 

acetileno en pr-ncla de NHt 20 mM; tambl'n presentaron actividad re1ldual de GS, entre 
un 10% y un 20%, comparado con lDI niveles de la cepa 11lvestre. 

Al a11lar revertante1 protótroru a partir de lu mutantes antel menclonadu, encon­

traron loa 1lgulente1 fenotlpoa. Lu revertantea del primer grupo presentaron actlvldadea de 

GS de alrededor de un 211% de la actividad silvestre, actlvldadea de nltrogenua 1lmllarea a 

lu de la cepa sllveatre y volvieron a ser sensibles a la reprealón causada por NHt. Lu re­

vertante1 del segundo grupo ae comportaron de manera 1lmilar, a6lo que lu actlvldade1 de 

GS fueron cul lu de la sllveatre, qui•' un poco mú baju, y llll valorea de reducción. de 

acetileno fueron equivalente• a loa de la 11lveatre u( como 1u 1en1lbllldad al NHt. Tanto 1u 
revertantet del primer grupo como 1u del segundo grupo preaentaron nlvelea de adenllaclón de 
la GS totalmente normale1. A la lu1 de e1toa re1ultadoa, elloa propualeron que poalblemente 

en A11111Pifillum .,.lile111e la regulación de la GS e1tuvlera 1ujeta a un 1i1tema de regulación 

que controla la bloa(nteals de la nltrogenua. 

Plllterlormente, Elmerlch (lDllll) clonó el gene de glnA de A. 6rotillftH va116ndoae de 

un banco de genea que el grupo de este ml1mo autor con1truyó (Qulvlger et 11., 1982), utl­

ll1ando para la detección de la clona poaltlva un probador eapeclflco de glnA de K. pneumonie. 

La clona, dealgnada pAB44, fue capas de reatablecer el fenotipo 1Uveatre a a11unu mutantet 

Gin- Nll- de K. pmumot1i.m y de A. 6l'Glileft1e. Por an'llsls en maxlc6lulu en B. coli, atoe 
autore1 Identificaron el producto del pAB44 como una proteína de 110 Kd (coincidente con 

el peto molecular reportado para la GS), con actividad de GS. Alin no ae ha determinado si 

dicha clona contiene tambl'n una reglón con funclonea aemejantes a mrDQ (glnLG). 

Objetivo d.t Proyecto de 'l'wlll 

El objetivo truado para este proyecto fue el aislamiento de mutante• revertante1 para 

la ftjaclón de Na en A1oqirillum mlile111e Sp7. Debido a que eate organismo ya ftja Na en vida 

libre en condlclonea en lu que la prealón parcial de Oa ea suficientemente IN\la, u( como en 
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crecimiento en condiciones de microaerofilia (consistente en cultivos en medio semisólido, lo que 
lea permite crecer a una distancia de la superficie de algunos milfmetros, en donde encuentran 
la preaión parcial de 02 adecuada para que no inactive au nitrogenua), se presentaba el 
problema de seleccionar a aquellu mutantes que fijaran el N1 en forma constitutiva de 11111 
c'lulu que fijaran N1 como una capacidad ya propia en eate organismo. Es decir, que dichu 
mutante• pudieran 1er diCerenciadu Cenotfpicamente de la silvestre sin tener que recurrir a 
probar Individualmente cientos de aobrevivlente1 a un tratamiento mutsg,nico dado. Por eata 
ruón ae decidió b111car una eatrategia que permitiera aeleccionar dichu mutantes revertantea 
en fijación de N3, algunu de lu cuales serían con1titutlvu. 

En el momento en que eata t&is 1e inició, en nueatro laboratorio hablamo1 logrado 
la obtención en B. eoli de mutantee constltutivu para la GS por medio del ai1larniento de 
mutante• reailtentea a metlonina 1u1Coxlmina (MS) a partir de una cepa conteniendo una 
mutación en 1lnG. La mutante en alnG le confiere en B. eoli 1en1ibilidad a MS. De e1ta 
manera se pena6 que el milmo ruonamlento podla utililarae en A. 6ra.rilenH para el 1iltema 
nltrogenua, 1iempre y cuando el ailterna nitro1enua Cuera activado en A•lpirillvm por glnG 
(md2) y sJnF (llHA) como en enterobacteriu. Ademú este milmo enfoque experimental 
IMI pena6 que noa hubiera aervido para demoatrar 11 el 1ilterna ntrC-ntrA (glnG-glnF) podla 
activar loa 1enea 1111 en A.a1pirillvm como ae ao1pechaba en otroa organilmoa dluotróflcoa. 

All, baúndonoa en un modelo de regulación del metabolilmo nitrogenado como el 
deecrito anteriormente, planteamoa la 1l¡uiente hip6te1il experimental. Para obtener mutantea 
conatitutivu para la fijación de N3, 1uponiendo que la re¡ulación nitrogenada en A_,,¡ritlum 
oc.urriera como en enterobacterlu, serla neceeario eliminar el re1ulador 1eneral de activaclcSn 
de lu vlu de utllilación de nitró1eno md2, y poateriormente mediante un aegundo puo 
de mutaa,neail, 1enerar un promotor independiente de activación-reprealón por loa 1enee 
re1uladorea de la tranacripclón 1111, en la re¡lón del promotor de loa ¡enes •tructurale1 para 
la ftJaclón de nitr6geno, DifllDK, o bien un promotor conatltutlvo en la repón de loa ¡enea 
re¡uladora para 1111, DifLA, Se decidió Mlecclonar el primer tipo de mutantea por senalbllldad 
a MS (al¡ulendo loa reaultadoa encontradoa para B. cola), o bien para fenotipo Ntr-. En eete 
trabajo • deacribe la obtención y caracteriaación 1en,tica y flsioló¡k:a de mutante. alteradas 
en parte de •toa 1iltemu Ntr y conclulmoa que en A•lpirillum 6ra.rile111e existen al1unas 
diferenclu en la re¡ulaclón Ntr comparada con K. pneumonie. 

Aalml1mo ae deacrlbe la obtención de mutantea revertante1 para la fijación de ni· 
tr6geno, que fueron aelecclonadu por recuperación de 1u capacidad de fijar Na. Para el 
diaefio experimental de la obtención de mutante• con1titutlvu para la fijación de N3, se 1lguló 
prM:ticamente la eatrate¡la utlllaada en B. eoli para aillar mutante• con1titutlvu para glu· 
tamino 1intetaaa que con tanto 'xlto hablamoa obtenido en el laboratorio (Oaorio et al. 1984). 
Partlmoa de la 1upoaicl6n de que loa productoa de glnG y glnF podrlan aer activadore1 tanto 
de sJnA como de nULA, tal y como 1ucede en K. pnevmonie (Elpln et al., 1982)¡ ya que en B. 
eoli hablamoa podido aialar mutantee ginº como revertante1 de mutantee glnG, no reeultaba 
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dificil suponer que el mismo procedimiento pudiera seguirse en A.ro1pirillurn, 1iempre y cuando 
en esta última bacteria existiera un sistema DllA·llkQ que activara tanto glnA como nifLA, 

Como antecedente adicional existía el trabajo publicado por Ausubel d ol., (1977) en 
el que describe la obtención de mutantes de K. pneumonie capacea de desreprlmlr la actividad 
de nltrogenua Independientemente de la actividad de la glutamino 1intetua. En la 'poca en 
que este trabajo fue reall1ado, aún prevalecía la concepción de que era la glutamlno alntetua 
por 1( ml1ma la que regulaba la actividad de 101 1iltemu Ntr. No obltante '•to, Au1ubel 
(1977) hace la diltlnclón entre lOI dOI fenotlpoe encontrado• por mutaciones en la región de 
glnA, aquellu que eran Gin- y lu que 1e pre1entaban como Gin+ Hut- Nlf-, a lu que 
definieron genotípicamente como glnR;j1 fthu&• 

La estrategia descrita por Auaubel (11177) fu' la 1lgulente: (1) obtener mutantes que 
fuesen auxótrofu de glutamina, (2) a partir de lu Gin- aislar mutantes Gin+ Hut- Nlf-, 
(S) a partir de stu aislar revertante1 Nif+. Obtuvieron revertante1 Gin+ Hut- Ntr+ que 
cotranaduc(an 100% con glnA y 8-12% con lhl, que e•t• cul contiguo a glnA. Para evitar 
obtener revertantes en el locu1 para glnA y sí encontrarlu en la reglón de promotor de Dlf, 
partieron de una mutante que ademú del genotipo anteriormente mencionado era bld2, ya 
que e1te gene e1t• locall1ado en el crom010ma en la reglón contigua a lOI gen• Dlf, A1í, lu 
revertantes al1ladu fueron 30-110% cotranlduclble1 con bld2. A e1tu mutantel 1e le1 de1lgnó 
nia. Lu caracteríatlcu 10brelallente1 de eatu mutante• 10n: (a) IOR cS. dominantes (b) 
mapean a la mitad del acúmulo de genes lllf (c) 1lguen 1lendo 1en1lbl11 a represión por NH4Cl 
(d) en cepu que contienen tanto la mutación mrr como ginº (con1tltutlvu para la 1lutamlno 
1lntetua), la 1(nte1l1 de nltro1enua 1e ve reprimida por la prenncla de amonio, en tanto que 
mutantea que 1610 llevan ginº son con1tltutivu para la 1ínteal1 de nltro1enua. 

Hoy día 1&bem01 que lu mutaclone1 que dan por fenotipo una Incapacidad para 
desreprlmlr IOI operone1 de utlll1aclón de hlltldlna y de la fijación de N1 en K. p1aeumot1ie 
1e locall1an en nkQ. Partiendo de la actuall1aclón de esta Información, nOI pareció que el 
enfoque que nOI habíam01 planteado era el adecuado a 11111ulr. 
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Materiales y Métodos 

Medloe 7 condlclon• de cultivo 

Como medio rico 1e utilbci Lurla, consistente en extracto de levadura 5 g/I, bactotrip­
tona 10 g/l y NaC.l 10 g/l. 

Medio Mínimo utili1ado para Anqirillum •....aen1e 
(11 pH 8.8-7.2) 

K1HP04 
K81P04 
M¡S04.7810 al 10% 
NaCI al 10% 
.cac1,.2810 al 10% 
micronutriente.• 
l'eCl3 al 0.1% 
K08 
vitaminaº 
kldo 1uccfnlco 

Solución de mlcronutrlentee• 
(200 mi) 

0.21 
0.2351 
.0.281 
0.0081 
O.OH& 

• Autoclavear • 

Na1M04.28a0 
MnS04.810 
83803 
CuS04.5810 
ZnS04.7H1 

.. Dllolver en bailo marfa y filtrar. 

81 

"• 2ml 
1 mi 
2ml 
2ml 
0.5ml 
4.5 g 
1 mi 
51 

vitaminaº 
(UN> mi) 

10 mg biotlna 
20 mg piridoxal.HCI 

Elte medio 1e 1uplementa con una Cuente de N, que e1enclalmente fue NH4Cl 25 mM, 
N84Cl 2.5 mM o 1lutamlna 2 mg/ml. A1fml1mo, dependiendo de la cepa, IOI requerimientos 

que 11 adicionaron fueron en 1u mayoría metionlna 40 µg/ml o hi1tidlna 50 µg/ml. Loe 
antlbiótieo1 11 utlll1aron a lu 1iguiente1 concentracion111 excepto cuando 1e e1peciftque di­

ferente: Km 50 µ1/ml, Te 10 µg/ml, Prm 100 µg/ml. Para medio 1cilido para cultiv01 en 
caja ae utllilaron 15 1/l de bactoagar. Para medio 1emilcilido para cultlv01 en mlcroaeroftlia 

11 utllllaron 1.8 1/l de asar. Todu lu cepu de A•oqirillum 1e crecieron 1iempre a SOºC, 
temperatura óptima de crecimiento de 11ta bacteria, uf como permillva para la induccicin y 

funcionamiento de la nitroaenua. Para lu cepu de E. eoli portadoru de plúmldOI ae utili1ci 
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Lurla 1uplementado de algún antibiótico (según la reaistencia conferida por el plúmido). La 
temperatura de crecimiento para eate organismo fue de 37°0. 

Protocolo de muta1•n•la con EMS 

Lu dlulu se crecen en medio mlnimo huta fase exponencial en un volumen de 5 mi. 

Se centrifugan y re1u1penden en la mitad del volumen, 1.e. 2.5 mi de salea •In fuente de carbono 

ni de nitrógeno. A 2.4 mi de salea• lea adiciona 0.1 mi de EMS. Se juntan lu c6lulu con la 
aolución de EMS, y ae dejan Incubando durante 2.5 hn. 1in agitación a 30°C. Para lnactlvar 

el EMS 1e centrifugan y 1e reauspenden en 1 volumen de tl111ulfato de Na al 5%. FAte puo 
1e repite dm vece1. Luego 1e reauspenden tu c6lulu en 5 mi de medio rico LC (lurla) y 1e 

dejan recuperar huta f- exponencial tardía. Se centrlfu1an y 1e lavan doa vece1 en salea 

1in C/N. Se depletan un par de horu y lue10 1e re1uspenden en el medio mínimo 1electivo en 
el que tu mutantea d-adu no Man capacea de crecer y 1e lea adiciona 1 mi de Km al 1% 
durante 12 hn., deapuÑ de lo cual 1e lavan tu dilulu por lo men111 doe vecea y 1e re1uspenden 
en medio mínimo completo huta f- expo nenclal. Se hacen diluclonea huta 1 x 10-• y 1e 

platean en el milmo medio en el que 1e les permitió llegar huta exponencial. De ahí H toman 
lu colonlu al1ladu y H parchan en 1111 diferente1 medloe 1electlv111. 

Mutapn•la con EMS a mólldo 

FAenclalmente el protocolo e1 el mi1mo que el anterior excepto que deapu61 del puo 
de la recuperación en LC y loe lavad111 en salina, • e1patulan lu c6lulu directamente en ~u 
conteniendo el medio mínimo en el que tu mutante• de lnter61 no pueden crecer y al cabo de 
20 hn. de Incubación a 30°C H e1patulan con Km para una concentración ftnal de 1 m1/ml, 

y 1e dejan por e1pacio de 38 hn. en incubación. Puado e1te lapao, H recoae el crecimiento 
mediante el auxlllo de una e1pttula y 1e lavan lu c:'lulu por lo menoe d111 vece1, de1puú de lo 
cual 1e diluyen y e1patulan en el medio mínimo completo. Luego ae parchan en loe dlferentea 

medioa de 1elección. 

Protocolo de mutas•n•la con el PlCmTDIKm 

Se crecen lu bacterlu en medio rico LC huta 40 u. Klett. (aprox. 1x101 c'lulu/ml). 

Se centrlfusan y reaU1penden en 1 mi de LC. Agre1ar 1 mi de aoluclón Ca-Ma (0.03M CaCl1 
0.015M MaS04) y 1 mi de LC+fago ae1ún la multiplicidad de Infección. Dejar 00 min. a 
SOºC 1in .. itación. Centrifu1ar y rnuspender diluyendo 1:10 en LOl. Separar en varloe 
matracn. Dejar expre11&11do huta exponencial temprana. Afladlr Km a una concentración 

ftnal de 50 p1/ml (la preaencla del '.[.d le confiere realatencia a 50 p.1/ml de Km a la cepa 
receptora) y dejar llegar el cultivo huta f- exponencial tardía. Para el enriquecimiento• 

centrifqan y lavan lu dlulu en 1allna y H dejan depletando 12 hr1. dnpuú de lo cual • 
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re1uapenden en medio mlnimo en el que las mutantes de inter~ no pueden crecer y se les 
adiciona paromomicina 500 µg/ml (concentración final) permitiéndoles crecer durante 6 hrs. 

Lavar por lo menoa doa veces y resu1pender en medio mlnimo completo mú Km 50 µg/ml y 
dejar creciendo huta exponencial temprana. Hacer diluciones, platear y parchar en los medios 
de 1elecclón. 

Propagación del fago 

l.- Crecer la cepa MXlOH a SOºC en LC + MgS04 0.01 M concentración final, en un voldrnen 
de 50 mi (45 mi LC + 2.5 mi MgS04 0.2M + 2.5 mi •overnlght•). 

2.- Centrlfu1ar y re1uapender en LC concentrando 5 vecea (50ml - lOml). 

S.- Incubar con .. ltaclón a 40°C por 2 hr1. 

4.- Puar a S7°C por una y media hn. 

11 • ..:. Cloroformar 1:20, centrifugar y volver a cloroformar. 

e.- Titular en ABU57 (concentrar lu células al doble en la aolución de Ca-Mg, y poner 
en contacto 0.1 mi de i:élulu de AB1157 y 0.1 mi de fagoa, dejar a S7°C por 20 mln)¡ 
diluir en LC y plaquear en LCTG (LC, timlna, glucoaa) con agar suave. Contar lu placas 
obtenldu e Infectar para la mutagén11ll a la multiplicidad de Infección que 1e d-. Para 
multiplicidad de infección de O.l = 10 bacterlu/fago 

SI el titulo del fago ea l x 101 /mi y tenemoa un cultivo con l x 101 /bacterlu/ml, 
tomamoa 10 mi de cultivo= l x 101 /bacterlu/10 f .. oa = 1 x 101 p.f.u (unldad11 formadoras 
de placu) --+ 0.1 mi fago/10 mi bacterlu. 

. Multiplicidad 0.05 = 20 bacterias/fago para 5 mi cultivo --+ 5 x 101 bacterlu/20 f• 
goa = 2.1 x 107 p.f.u. titulo del f .. o 1 x 101 /cada 0.1 mi --+ 21 pi de fago. A la hora de 
poner el fago y lu c61ulu juntu, • Importante que loa vohimenu aean Igual•; '•to e1, ej.: 

1 mlLC 
1 mi Ca-Mg 
0.1 mi &co 
0.1 mi LC 

para 10 mi 
de cultivo 

Detumlnacl6n de Ja actividad de sJutamlno 91ntetua (GS) 

Enayo de tramt'erua 

F.lenclalmente 11 1lguló el protocolo reportado por Bender et .J. (1D77), a excepción 
de pequeflu modlftcKlon• en el tratamiento de lu c'lulu. Loa p&IOI que 1e llguleron fueron: 

l.- Crecer llovernlpt• en medloa mínlmoa pertlnent., l.e. NH4CI 25 mM, 2.5 mM, y glu­

tamlna 2 1111/ml (la glutamlna H debe preparar frelca). 

2.- Inocular 10 mi de medio a una denaldad de l5 u. Klett y crecer huta 100 u. Klett. 

S.- Adicionar 2 mi de CTAB (11111/ml) (detergente aniónico). 
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4.- Continuar agitando por 10 min. 

5.- Puar a hielo por 10 min, centrifugar (5000 rpm por 10 mln). 

1.- Lavar con un volúmen de KCI 1%, centrifugar y reauspender en 1 mi de KCI 1%. 

7.- Dejar en hielo huta el momento de reali1ar la determinación. 

Me1cla de reacción 

GS Total = en1ayo de tran1ferua 1ln Mg++ 

agua bldeatllada 
lmlduole 1 M pH 7.SS 
NH10H0.8M 
MnCl10.1 M 
-nlato de Na 0.29 M pH 7.SS 
ADP 16dlco 20 mM pH 7.0 
CTAB (1 1111/ml) 
L-1lutamlna 0.2 M 

aforar a SS mi 
ajU1tar a pH 7.33 

14.0 ml 
4.5 ml 
0.74 ml 
0.09 mi 
S.O mi 
0.8 mi 
S.O mi 
4.125 ml 

GS tran1ferua con Mg ++ = GS no adenllada 

Todo l1ual, 11610 que la mescla lleva MgCl1 S M 0.81 mi/ SS mi. 

Para cada enuyo S7°C 
0.4 mi meacla 
0.1 mi bacterlu 

A IOI 5 mln parar la reacción con 1 mi de "Stop Mlx• 
A IOI 10 mln parar la reacción con 1 mi de "Stop Mlx• 
Tomar un tiempo cero. 
Cenhlfqar 20 mln a 2500 rpm 
Leer a HO nm, con1lderar que 1 mlcromola de 1ama-1lutamllhldroxamato lee 0.532 a 540 nm. 

Para obtener la adlvldad npeclflca • r•ta el valor cero de IOI valore• de 5 mln y 10 mln, 11e 

multlpllca el valor de 5 mln por 21 H le 1uma el valor de 10 mln, • divide entre 21 • divide 
entre 10, H divide entre 0.532 y por último • divide entre el valor de 100 pg/protefna. 

Determlnacl6n ele la actlvlelael ele aJutamato alntaaa (GOGAT) 

Se 1lguló eHnclalmente el procedimiento reportado por Meen et al. (1970)1 IOI puce 

que • 1lguleron fueron: 

1.- Crecer •cwemlpt• en medio mlnlmo d-ado. 

2.- Inocular a 15 u. Klett 25 mi y dejar crecer huta 100 u. Klett 

s.- Centrllu1ar 12 mln a 9000 rpm. 

4.- Lavar d01 vece1 con 12.5 mi de butrer de extracción. 
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6.- Resuapender el pellet en l mi de buffer de extracción que contenga 2.25 mM MnCl2 
concentración final (concentrar las células 25x). 

11.- Sonlcar y centrifugar a 4°0. 

7.- Recuperar 1abrenadante y dejar en hielo. 

Buffer de Extracción 
EDTA0.6 mM 
K1HPO, 6 mM pH 7.2 
CTAB (1 1111/ml) aiiadlr 1/10 volúmen 

Solución StocJc MnCl2 0.226 M (100 vece1 concentrada) 

Muela de B.eacc16a 
alfa-cetoglutarato 
alutamlna 

0.2 M pH 7.11 
60mg/ml 

para 600 mi 

NADPH 
Trll 

11 mg/ml (en buffer de ensayo· Trl1) 
0.1MpH7.11 

Coctel: 
o.s mi glutamlna 
0.6 mi alfa-ceto 
4.5 mi Trll 
UmlH20 

Coctel control: 
O.S mi H20 
0.6 mi alfa-ceto 
4.6 mi Tril 
Uml H20 

AJuatar blanco con coctel control a 340 nm. 

Mesclar en la celda: 

arrancar reacción: 

0.46 mi coctel 
0.40 mi buffer extracción 
60 µI NADPH 
O.l mi extracto dlulal 

Tomar tiempo cero, 1 mln, 2 mln, S mln, 4 mln, 6 mln y oblervar el decaimiento de 

la abeorclón de lus del N ADPH conforme 1e comume durante la reacción. Se comldera que 

0.1 mlcromolu de NADPH ablorben 0.82 a S40 nm. El valor de la actividad especffica 1e 

obtiene rotando el valor del último tiempo lefdo en el que todavfa H obeerva un decaimiento 
llneal,del valor de cero¡ '9te • divide entre el número de mln. Se hace lo mismo con el control, 

y 1e le reata el valor del control al valor obtenido. Se hace una real• de trea con el valor de 
NADPH y le divide entre el valor de 100 ¡.ig/protefna, con lo que H obtienen Ju actlvldadea 

e1pecfficu. 

Detumlnac16n en1lm6Uce de hl1tld ... 

De acuerdo al protocolo reportado por Pahel d al. (1982), 1e liguleron loa puoa 
deacrito. a continuación: 

l.- A partir de un "overnlght•, 11 Inocularon loa cultlvoa en MM 1uplementado con una fuente 

de carbono, N"4Cl 2.6 mM y L-hlltldlna 60 ¡.ig/ml. 
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2.- Cuando hubieron llegado a una densidad aproximada de 4 x 108 célulu/ml, se lea adicionó 

CTAB a una concentración final de 100 µg/ml y MnCl2 a una concentración final de 

1.0 mM y 11e lea dejó en agitación durante 2 mln, después de lo cual ae puaron a hielo. Se 

centrifugaron y se lavaron en un volúmen de KCl al 1%1 poaterlormente11e concentraron 25 

vecn el vob1men Inicial y se reauapendleron en una 10luclón que contenfa 20 mM lmlduole 

(pH T.11), O.S mM MnCl2, y 100 µg/ml CTAB, y 11e dejaron en hielo huta el momento de 

reallsar lu determinaciones en1l!Mtlcu. Me1cla de reacción comlatló en 20 µg/ml CTAB, 

100 mM dletanolamlna, 11 mM glutatlón y 10 mM L-hl1tldlna (pH 9.4), todo nto aforado 

a 1 mi con qua bldeatllada. La reacción 11e Inicia al momento de adicionar entre 11 y 211 µl 

de lu célulu tratadu. Como blanco ae utlli1ó la mescla de reacción 1ln célulu. Se midió 

la formación e Incremento de urocanato a 27T nm a STºC. Lu actividades específica 11e 

reportan como nanomolu de urocanato/mln/mg proteína. 

CuantHlcacl6a de protefau 

Se reall1aron por el m6todo reportado por Lowry (19111). 

PurHlcacl6a de putamlno 11Dtetua por el m6todo de 
preclpltacl6a coa polletlleaeallcol 

Por el m6todo reportado por Strelcher y Tyler (1980). 

Soluclonet 1tock de polletllenegllcol (PEG) al 40% y NaCl 4 M .., prepararon en buffer SB. 

Butrer SB. 

20 mM lmlduole 

lOmMM¡Cl2 

2 mM beta-mercaptoetanol. 

l. Se cultlv6 un vob1men de 11 de c6lulu en MM 1uplementado con una fuente de carbono y 

L-1lutamina 2 ms/ml como fuente llmltante de nltr61eno (condición en la cual la 1(nteala 

de GS • la mú elevada) huta ~na demldad de 40 u. Klett = 1 x to'. Se centrlfu1aron 

y 11e concentraron 100 veces lu célulu en bufl'er SB. Se 10nlcan a una temperatura de 

O a 4°0. Loa re1t01 celulares ae eliminaron centrifugando por 411 mln a lT,000 rpm. Se 

recupera el 10brenadante con pipeta y ae colecta en tubOI e1t6rlle1. 

U. A 1 vob1men de extracto agregar, goteando con agitación, un vob1men Igual de PEG 20% 

preparado en butrer SB. 10 mln deapun se centrifuga a 111,000 rpm por 111 mln. Se debe 

obtener un paquete (Pl) compacto y un sobrenadante perfectamente claro. De lo contrario 

volver a centrifugar. 

m. La putllla Pl n reaU1pende en 4 M de NaCl preparado en bufl'er SB, en la mitad del 

voldmen del extracto original a 4°C. Para obtener la múlma 1olublll1acl6n 11e utlll1a un 

homopnl1ador de vidrio. Se forma una 1oluclón clara que contiene del 80% al 00% de la 

actividad de GS. 
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IV. Se centrifuga y se colecta el sobrenadante Sl; se precipita en un volúmen igual de PEG al 

20% -2 M NaCl en buft'er SB. Se deja a 4°C y 10 min después se centrifuga a 151000 rpm 

15 min. El 10brenadante 821 u pipeteado cuidadosamente evitando contaminarlo con el 
pellet P2. 

V. La fracción 82 IMI mantiene en hielo y se le agrega la mitad del volúmen que se tiene 

de acetona a -20°0 añadiendo r'pldamente y con agitación. El precipitado formado se 
centrifuga por 15 min a 151000 rpm. Se decanta el 10brenadante y 1M1 1M1Ca el remanente 
Uquldo por ureación (e1Wrll). 

VL El pellet ae reauapende en 1/10 volúmen original del extracto en buft'er de columna. 

Bull'er de columna. 
20 mM lmiduole pH T.5 
1 mMMgCl1 
10% glicerol. 

Fue neceaarlo uti111ar un homogenl1ador para 1olubi111ar el pellet PS, para asegurar 
la múlma recuperación de GS. El homogenado fue centrifugado a 15,000 rpm por 15 min y 

el 10brenadante 84 fue cuidadOAmente colectado. Se guardó a 4°C. Se tomaron allcuotas 

para reall1ar el enaayo de actividad por tran1ferua1 uf como también se corrieron gelu de 
protelnu para determinar el peao molecular de la(•) protelna(1). 

Purllcacl6n de DNA croma.omal 

De acuerdo al m6todo reportado por Qulviger et 111 (Ul82)1 y con modlftcacion• re­

portadu por Marmur (llMll). Loa pu011M1guidoa fueron: 

1.- Se creció 11 de dlulu en medio PAY (Peptona de cuelna 4 g/l; MgSO, 2 mM y 0.411 g/l 
de extracto de levadura, pH 7.2) en oblcurldad (con objeto de que producan la menor 

cantidad de poll1acúldoa poalble), con agitación a SOºC. (Para lu cepu Km' IMI lea 

adlclon6 Km a una concentración final de 50 11g/ml). 

Por cada 2 1 de dlulu: 

2.- Relupender en 15 ml de una 10luclón 50 mM Trl .. HCl pH 8.0, 1acaroaa 25%. 

S.- Adicionar 20 mg de lll01ima y 40 mM EDTA¡ Incubar a STºC 10 mln. 

4.- Adicionar SDS 1% concentración final y proteina1a K 10 mg o pron&1& 10 mg de una 

10luclón 20 mg/ml predigerlda una y media hr1 a STºC; Incubar el lilado huta que clari­

fique a STºC, alrededor de 2 hn. 
5.- Puar el lilado claro un par de vecea por una jeringa de plútlco. 

e.- Calentar el !liado claro a TOºC durante 20 mine Inmediatamente adicionar un voldmen de 

fenol:cloroformo:llOamlllco, 20:20:1; a¡ltar bien, centrifugar y tomar. fue acuOA. Repetir 
ate puo doa o tra veca, huta que la fue acuOA aW tran1parente. 

7.- Adicionar un voldmen de cloroformo:llO&mfllco, centrifugar y tomar f&IMI acu-, repetir 

e1te puo doa o trea vecea. 
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8.- Precipitar adicionando 2 volúmene11 y medio de etanol a -20°0 y 200 mM de acetato de 
Na, dejar a -20°0 toda la noche, centrifugar y lavar con etanol al 70% doe o tre11 veces, 

Mear y r•uapender en 1 mi de TE (Tria 10 mM, EDTA 1 mM). 

9.- Adicionar RNAu pretratada a una concentración final de 0.01 mg/ml, incubar SO min a 
S7°C. 

10.-Repetir ~ 8-8, re1uapendiendo en el volúmen mú pequeño poeible. 

PurUlcac16n de plúmldoe por el m4todo de U.la alcallna 

Se 1igul6 el protocolo reportado por Manilti1 (11182). 

lllectroelucl6n de ll'qmentoe de DNA 

Se digieren loe DNA'1 con lu en1lmu de re1trlccl6n de1eadu y IM! corren gele1 de 
agaroea ultra pura al 1% en bufl'er Tri•Acetatoe-EDTA 0.25x. Se tiñen IM gel• con bromuro 

de etldlo l mg/ml y 1e corta el fragmento de lnten.. &te • corta en peduoe y • coloca 
en un dmara de electroeluci6n conteniendo bulrer Tril-Acetat09 en amboe po1M. Se corre a 

120 voltl por 5 hn a 4°C. Al cabo de este tiempo• invierte la polaridad durante 1 mln para 

d•prender el DNA, • colecta el volúmen de electroeluci6n 1 • extrae con un vol6men de 
fenol lo mú frlo poelble¡ .. agita vigorOA111ente durante 1 mln, .. centrifuga 1 colecta la r­
acuoea, • extrae con cloroformo 1 luego • precipita con doe 1 medio volúmen• de etanol 

-20°C 1 200 mM acetato de Na. Se centrifuga, 11lava1 • seca¡ luego 11 re1u1pende en bull'er 
TE. 

Blbrldlucl6n 

Tr&111ferencia de DNA a filtroe de nltroceluloea 

Se corren geles de agarou 1% de S mm de groeor con el DNA digerido, de preferencia 

a bailo volt.Je para que loe fragmentM M •paren bien por pelO molecular. Se tiñe el gel en 

EtBr 1 mg/ml y 11 le saca foto. El gel • trata en HCl 0.25 M por U mln. Se lava d09 
veces en apa d•tllada. Se cambia a una 10lucl6n de NaOH 0.5 M 1 NaCl 1 M en la cual 

11 deJa durante 20 mln doe vec•, d11pu6t de lo cual • pua a una 10lucl6n neutralllante de 
Trll l M J NaCl S M pH T.5 durante SO mln 2 veces. El gel• coloca 10bre un puente de papel 
Whatmann S mm 1 · un filtro de nltrocelulou del tamafio del gel previamente humedecld09 

in una 10lucl6n SSC ex, 1e le coloca un papel Whatman 1 mm del mllmo tamafio encima, 
mucbu ianltu y un pelO de medio kilogramo 1 11 deja transferir durante por lo menoe 12 hn 
aunque de preferencia 24-48 hr1., despu61 de lo cual el papel de nltroceluloea • 1eca al vaclo 

a 80°0. FAtA lllto para la hlbrldl1acl6n. 
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Me1cla de prehibridización e hibridización 

En 1eneral 1e usó la formamida al 40%, aunque también ae reallsaron experimentos 

con lormamlda al 25% y al 35% con el objeto de eetablecer si es que una dlsminuci6n en la 

concentración de formamlda pod!a permitir el apareamiento de DNA'• con secuenciu mú 
dlaímll• que 70%. 

(10 mi con formamlda al 40% para DNA'• heterólogoa huta un 30% de disparidad en la 
11eeuencla) 

4 mi formamlda d•lonlaada 

2.S mi 20x SSC 

0.1 mi SDS 10% 
0.04 mi EDTA 0.25 M 

0.1miTria1 M 
0,1 mi Denhardt lOOX 

500 p1/ml DNA timo de ternera deenaturaliaado por ebulllcl6n durante 10 mln 

aaua c.b.p. 10 mi 

Para la meacla de hlbrldl1acl6n 16lamente 1e· le adiciona el voldmen de DNA radioac­

tivo previamente hervido durante 10 mln, y 1e le reata e1e volúmen de agua. El filtro 1e 

prehlbrldlaa en la 10lucl6n de prehlbrldlaacl6n a 42°0 durante 8 a 12 hn en una bolaa 1ellada. 

Mlentru tanto 11 marca por "nlck tranalatlon• el detector que 1e va a utlllaar, para lo cual 1e 

llauen lm tlaulentel puo1: 

DNA l PI 
dNTP11 
(ATG) 
Solución de enslma 
dCTP <alfa 31P> 
(10 pCl/pl) act. up. 
H10c.b.p 

1 pi 
20 pi 

,J 10 pi 
10 pi 

100 pi 

Receta general 

Incubar a 1S - 18°0 por 2 hn. 

Llevar a un voldmen de 300 pi con bulFer de eluc16n y puar por una. columna de 
Sephadex G-75 a la que previamente te le ajustó el pH 8.0. Puar por la columna 800 pi 

mu de buffer . de elucl6n.. Dejar tallr el primer voh1men de elucl6n y colectar lOI 800 pi 

rea&antet ,m un. tubo eppendorf y dejar en hielo. Para determinar la actividad upecfftca 

tomar una .UC:uota 1. precipitarla en TOA 10% en preaencla de DNA acarreador y medir 

en un contador de centelleo. Tomar el vohlmen equivalente al ndmero de cuentu por mln 
deeeaclu, ebulllr 10 mln, y adicionar a la meacla de hlbrldltacl6n. Sacar todo el liquido de 

la bolaa.de prehlbrldlaaclón y 1U1tltuír por la meada de hlbrldltacl6n. ·Dejar a 42°0 durante 

12-24 hn. 
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Lavados 

Sacar el Uquido de hibridi1aci6n e Inyectar 20 ml de 2x SSC-0.1% SDS. Vaciar este 

liquido, abrir la bolsa, sacar el filtro y ponerlo en 2x SSC-0.1% SDS a temperatura ambiente 

por 111 mln, deepu6a de lo cual volver a poner en la misma eolucl6n pero a 50°0 en baño 

mar(a durante media hora¡ verificar con el contador Geiger si el fondo del filtro ya no mueetra 

radioactividad ineepecffica. SI alin hay mucho fondo, se cambia la solución SSC-SDS cada 

hora y ae puede lr bajando la concentración de la aalina, con lo que la restrlctlvldad del lavado 
H aumenta. Cuando el filtro ya no preaenta fondo lneapecffico, ae lava aln SDS, pero en la 

concentracl6n de a.Una a la que ae llegó, por 111 min. Se aeca el filtro a 65°0 por 15 mln y se 

coloca entre doe placu fotogr,ficaa a -70°0 deede 12 hn. huta por doa semanu, aegún el 

tiempo de expo1lcl6n que se desee. 
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Resultados 

En eate trabajo 1e describe el aislamiento y caracteri1ación gen,tica de mutantes regu­

latorlu lncapace1 de fijar nitrógeno y de mutantea conatitutivu para la fijación de nitrógeno 

en A•o•irillurn •nui1en1e. 

La cepa 1ilveatre que utilbamOI fue A. huilenae Sp7 (ATCC2H45). A partir de ella 

1e al1laron en eate laboratorio mutantes auxótroru de algún amlno4.cldo. Para ate trabajo 

1e utlli1aron lu cepu MX2033 (Sp7 Met-) y la MX2036 (Sp7 H11-) (ai1ladu por S. Lorla 

y M. Zamudlo), aprovech6ndon01 de la auxotrofia como un marcador gen,tlco. Lu mutantes 

regulatorlu Ntr- fueron aleladas por estrategias diferentes. 

Mutaa4n•la por •tllm•t1111multonato (EMS) y Hleccl6n para 
HDllbWdad a metlonlna •ultoxlmlna (MS) 

Bmndon01 en el modelo de regulación encontrado para Klehiellca """'mOftiae, en 
el cual la au.ncla del producto de mIQ cauaa una incapacidad para fijar nitrógeno, y una 

hipenemibllidad a la inhibición de crecimiento caUAda por el &Mlogo del Kido glut6mlco, la 

D-metionlna L-1ulfoximina (MS), decidlm01 buecar mutantes de A. •tui1en111elecclonando 

para el fenotipo MS8. El objetivo con1i1tió en averiguar 11 el 1i1tema de regulación llllQ- mtA 
previamente deecrito en enterobacteriu, 1e encuentra presente y ea funcional en A. muilen.e. 

Para ello 1e determinó la reapueata de la cepa 1ilveatre MX2033 Met-, a variu 

concentracionea de MS tanto en mediOI llquid01 como en medio 1161ido. Se encontró que a 

100 p.g/ml de MS o a concentracionea mayores que '•ta, la cep1 1ilveatre ea inhibida. Para 

crecimiento en liquido decidimOI UI&? una concentración de 50 p.g/mi, ya que e1ta concen· 

tración ea la múlma a la cual la cepa 1ilveatre no ea inhibida. La concentración que deter­
mlnamOI como óptima en medio aólido fue de 5 p.g/ml para lu MS8, ya que en eate medio 

la d01l1 perml1lva 1ubletal para la cepa 1ilveatre fue de 10 p.g/ml. El Interesante hacer notar, 

que en A. •ro1ilen1e 1e observan diferencias claru entre lu diferentea condlcionea de cultivo y 

la reepueata en crecimiento de esta bacteria. 

Delpu'8 de la mutag,ne1i1 1e seleccionaron aquellas colonias que no crecieron en lu 
concentraclonea de MS mencionadas, recuper6ndOH en medio mlnimo (MM) adicionado con 

NH4Ct 25 mM y 1uhlecuentemente prob6ndoae el crecimiento en MM adicionado de hlltidlna, 

arginlna o prolina como llnlcu fuentea de nitrógeno. No 1e encontró pleiotropla reapecto a la 

1en1lbllidad a MS y la incapacidad en utllilar clertOI amlnÑC:id01 como fuentea de nitrógeno, 

ni con reapecto a la fijación de nitrógeno, pue1 tu mutante• hipenen1ibles a MS crecieron en 

I01 aminÑC:ldOI mencionadOI como llnlcu fuentea de N, uf como en au.ncia de nitrógeno 
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combinado. En este primer intento por correlacionar loe diferentee fenotipOI Ntr bajo un de­

nominador común, de alrededor de 3000 coloniu parchadu en e1011u1trat01 Ntr, no se pudo 

altlar ninguna que 1lmult6neamente eetuviera alterada en tod°" loe 1!1temu Ntr probadoe. 

Por eata ruón 1e dac:artaron todu lu mutante11 lo que Incluyó la fracción de la población 
que contenfa lu MS8, Hut- Nlf- y llMI fenotlpoa Hut+ y Nir+ encontradoe poateriormente 
(ver mú adelante). 

Mutas4n•l8 por J:MS 7 nlec:cl6a para fenotipo Ntr-

Como otro m6todo de obtención de mutantes en un locua anA!ogo a miQ en entero­

bacterlu, ae utilla6 la aelecclón para fenotipo Ntr- (incapacidad para utllllar entre otroa, 

hiltldlna, ar1lnlna o prollna como fuent11 únlcu de N). Se mutasen116 la cepa MX2033 con 

etllmetanoaulfonato (EMS) 7 1e telecclon6 para Incapacidad llmultAnea para crecer en •toa 
trea aminoM:ldot como fuentea ánlcu de N. Se probaron varl09 mlle1 de aobrevlvlentes al 
tratamiento mut1116nlco 7 no 1e lop6 encontrar ninguna que preaentara 109 tres fenotlpo1 
1lmultAne09. Aparecieron colonlu a una frecuencia de 1 X 10-5

1 que no crecieron en alsuno de 
eetoe 1111tratoe1 pero que lf crecieron en 109 otroe doe. Se repitió la mut1116neslt 1elecclonando 

directamente en un coctel de hlatldlna-ar1lnlna1 con lo que rMultaron colonlu con crecimiento 

dilminufdo en amboa medloa. 

Por último, en otro Intento, 1elecclonam09 exclu1lvamente para la utlll1aci6n de hl1-

tldlna Hut-, fenotipo que de loe tree (Hut-, Aut-, Put-), ee habfa presentado como el rnú 

claro. Obtuvlmoa rnutantea a una frecuencia de 5 x 10-s cu70 fenotipo fue Hut- y que •i· 

multúleamente resultaron incapaces de fijar el nitrógeno molecular 1 Nlf-. De eete experimento 

11 purificaron da. cepu, la MX2100 1 MX2101 (Tabla 1). No ntlafech09 con e1tu mutantes, 

puee el fenotipo Ntr clúlco no lo babfamo9 encontrado, reanudama. la búqueda mediante 

una •tratesla de mutas6netp 1 de 1eleccl6n diferente • 

Mutq ... •la pOI' luucl6a da Tal 

Para lasrar la Introducción e l1111rcl6n del elemento de tran1po1lcl6n 1en6tlca1 ~. 

en A. 6ruilcftle1 11 hlso necenrla la conatrucclón de un vector que mediara dicho evento. 

En nueetro laboratorio 11 conatru16 un f1110 Pl que lleva lmertado un ~. El Pl Cm 
utlU1ado confiere resistencia a cloramfenlcol (Cm), en tanto que el lDl confiere realttencla 

a lranarnlclna (Kan). El f1110 PI no 11 •table en A. mrileue. Sin embargo, como 1( losra 

Infectarlo, permite que 11 lleve a cabo la tranapo1lclón del ~ 1 que 4tte quede lnaertado 

en el aenoma, Interrumpiendo lu 11euenclu 16nlcu. El Pl 11 •ares• fKllmente cuando lu 
bacterlu lnfectadu 11 crecen en autencla de cloramfenlcol. Lu mutantel • 11lecclonaron por 

retlttenc:la a SO P&/mi de bnarnlclna. 

-19 -



Poeterlormente se realizó una aegunda aelección para el marcador de interés. En este 
cuo nuestra 1eleccl6n fue directamente para incapacidad de fijar N2, utilizando como criterio 
de Nlf- una total auaencla de crecimiento en medio mlnimo sin N combinado, auplementado 
a61o con una fuente de carbono, en c~u de Petrl, condición en la cual la ailveatre pre1enta 

crecimiento realdual y confluente. ~o eatu condlclonea lu bacterlu no tienen la ten1i6n 
parcial de 02 óptl111& para la fijación de Na. Sin embargo poeeen la auftciente cantidad de 

nltrosenua para formar algo de amonio con lo que logran crecer de manera residual bajo 
eatu condlclonN. El entone• un reftejo de la actividad de la nltrogenua que 11 bien no eat• 
funcionando al óptimo, permite dlltlnguir claramente aquellu bacterlu que crecen bien en 
eatu condlcionu de lu que no crecen en abloluto. 

l>Npu61, a lu colonlu -pechoeu de 1er incapaces de fijar nitrógeno 1e le1 verificó 
dicho fenotipo por cultivo en condlelonea mlcroaeroflllcu. En mlcroaerofllla, dado que el 
medio contiene 11ar al 0.11%, lu bacterlu crecen formando una banda a cierta diltancla de " 
la auperftcle, l.e. en donde encuentran la te1111lón parcial de Oa adecuada (0.01-0.05 atm o 
0.5%) para el correcto funcionamiento de la nltrogenua. Slmult6neamente • parcharon en 
eaju con hlatidlna como fuente de N y 1e purificaron 1610 aquellu que al milmo tiempo fueran 
Kmª Hut- Nlr. F.ltu 1e encontraron a una frecuencia de entre l x 10-1 'I 1 x 10-•. Lu 
eepu allladu provenientes de mutqéneall lndependientel por lnnrcl6n de 1il§., con fenotipo 

Hut- Nlr Kmª 11 denominaron MX2102, MX210S y MX2104. (Tabla 1). 

Alelamlmto de mutuat• Hut- Nlf- por 
nmtq6n•la coa nltl'OflOpanldlna (NTG) 

El muU¡eno NTG, actóa durante la replicación al nivel de DNA de cadena nncllla 

1enerando mutaclonu mliltlpl11 en loe litioa de replicación. Decldimo1 &litar un tercer 1rupo 
de mutantel por medio di una •trateala de mutqénult dlf1 :ente, utlllsando NTG. F.lte 

muU¡eno ofrece la particularidad de aenerar mutaclonet mdltlJtet, con lo que 11 obtienen con 

frecuencia cepu con mú de una mutación en un 1610 sene o en 1ene1 veclnOI, 'I loa fenotl· 
poa que 1e oblervan pueden atar dadoa por una 1umatorla de lu alteraclonea mutqénlcu. 
Selecclonam01 lu mut&nte1 por fenotipo Hut- y 1lmult6neamente Nlr. Se alalaron y purlft. 

caron doe cepu, la MX2105 y la MX2108 que preMntaron el fenotipo deteado (Tabla 1). 

DecldlmOI volver a blllCar mutantea hiper11nliblfll al efecto de MS 41ta vn mut• 
1enllando con el Pl Cm l:DA1 con el objeto de eatablecer el comportamiento de 61t&1 por 

cuanto a 1U1 fenotlpoa de ulmllacl6n de N. Fueron 1elecclonadu para Kmª e lnhiblcl6n de 
crecimiento en c~a a una concentracl6n de 5 µ1/ml de MS. Se recuperaron tre1 clue1 de mu­
tantu MSª: (•) Hut- Nir-, (b) Hut+ Nlf- y (c) Hut+ Ntr+. Lu mutantel que 1e puriftcaron 
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IHI denominaron MX2107, MX2108 (Hut- Nif-), MX2109, MX2110 (Hut+ Nif+), Mx2111, 
MX2112 (Hut+ Nif-) (Tabla 1). 

Crecimiento en •u•tratm Ntr 

Con t. Intención de establecer qu• tan general se presenta la regulación de 1iltemu 
Ntr en A. lll'Gftlente, probamos el crecimiento de la MX2033 y Ju mutantem MX2100, MX2101, 
MX2102, MX2103 y MX2104 en diferente• 1uatratoa nltrogenadoa reportadoa (Tyler, 1978) 
como Ntr. Para ello creclmm todu Ju cepu en MM adicionado con NHt 25 mM en liquido 
huta fue exponencial, de1pu•a de lo cual 1H1 hicieron diluclone1 huta l X 10-I t y a putlr de 
colonlu alaladu • pucharon en MM 1uplementado con cada uno de loa 1l¡ulente1 compueatOI 
nltroaenadoa: hlltldlna (2 ms/ml), arglnlna (2 mg/ml), prollna (2 mg/rnl), alanlna (2 mg/rnl), 
IHlrlna (2 mg/ml), llllna (2 ms/ml), '-:Ido glut6mlco (2 mg/rnl), glutamlna (2 mg/rnl) y xantina 
(2 ms/ml). Tambl•n • probaron en urea (2 mg/ml) y N03 (10 mM) como fuent• de N, por 
IHlr compueatoa que pudieran •tar btJo regulación Ntr, ul como en aumencia de nitrógeno 
combinado en mildo y en mlcroaerofllla. 

Como H mueatra en la Tabla 2, la cepa 11lve1tre creció en todos emtoa 1uatratoa, en 
tanto que Ju mutantea no crecieron aólamente en hlltldlna o en auaencia de N combinado. 
Lu mutante• MS1 mólamente fueron probadu en amonio alto (25 mM) y btJo (2.5 mM), 
glutamlna (2 mg/ml), hlltidina (2 mg/ml), arglnlna (2 mg/rnl) y 1in N combinado en caja 
(Tabt. 3). Todu crecieron en arginlna, glutamlna, amonio alto y amonio btJo. 

En la Figura 3 • mu•tra la curva de crecimiento de lu dos cepu control MX2033 
y MX2036 y de Ju mutante• Hut- Nlf- u( como Ju MS8• La tua de crecimiento de lu 
mutante• Hut- Nlf- y Ju mutante• MS8 en au1H1ncla del lnhibidor • compuable a la que 
pre1H1ntan lu cepu control MX2033 y MX2036 en MM adicionado con NH4Cl 25 mM 1in 
MS. El experimento ae reall1ó en MM liquido adicionado de NHt (25 mM) en pre1H1ncla de 
50 pg/rnl de MS. En t. figura S me puede apreciar el efecto de la MS aobre el crecimiento de 1u 
mutantea MS1, que aon lnhibldu huta en un 75% del crecimiento que alcanaan en aumencla de 
MS, en tanto que lu mutantes Hut- Nlf- y lu cepu control btJo lu mi1mu condlcionea aólo 
prnentan una inhibición de crecimiento del 50% a lu H hn. de incubación. Lu mutantea 
Hut- Nlf- uaadu fueron MX2100, MX2101, MX2102, MX2103 y MX2104 y lu MS1 fueron 

la MX2107, MX2109 y MX2lll. 
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TABLA l. CEPAS Y PLÁSMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO 

Cepa Cepa Paterna Fenotipo Procedencia 

A•,,mllvm 6rorikn1e 

SpT (ATCC201411) 11lveatre Tarrand et ol. '80 
MX2011 SpT Mee Lorfa S., Zamudlo M. 
MX2100 MX20SS Met- Hut- Nlr eate tra~o 
MX:a101 MX20SS Met- Hut- Nlf- eate tra~o 
MX210:1 MX20SS Met- Hut- Nlf- Km' eate tra~o 
MX2101 MX20SS Met- Hut- Nlf- Km' eat.e tra~o 
MXlllN MX20SS Met- Hut- Nlr Km' eat.e tra~o 
MX:a101 MX20SS Met- Hut- Nlf- e1t.etra~o 
MX:a1oe MX20SS Met- Hut- Nlr e1t.etra~o 
MX:IOM SpT u11- Lorfa S., Zamudlo M. 
MX:llOT MX20se Hla- Hut- NlC- Km' MS' e1tetra~o 
MX:l108 MX20se u11- Hut- Nlr Km' MS' e1tetra~o 
MX:l109 MX2ose Hl1- Hut+ Nlf+ Km' MS' eatetra~o 
MX:auo MX20S8 Hla- Hut+ Nlf+ Km' MS' •te tra~o 
MX:llll MX20SO Hla- Hut+ Nlr Km' MS' e1te tra~o 
MXH13 MX20SO Hla- Hut+ Nlf- Km' MS' •te tra~o 
MXHll MX2102 Met- Hut+ Nlr° Km' •te tra~o 
MXH1' MX210S Met- Hut+ Nlr° Km' eate tra~o 

MXHll MX2104 Met- Hut+ Nlr° Km' eate tra~o 

B1dcricAia eoli 

BB101 pro, leu, thl, lac Y, mtta ,, el. '80 
hadM, hadR, recA 

GM·4 pro, leu, thl, lac Y, Au1ubel et al. 18S 
recA, rpaL, endA 

MX911 MXll02 1lnG::Tnll, pro, thl, Covarrublu et ol. 
lleval, blo, Km' e1te laboratorio 

Pl'8mld1111 Carac:t.erf1llcu lmportantel Procedencia 

PMCTSA derivado de PACYC177¡ contiene 1 Oannon et 111. '81 
fraamento de 2.7 Kb con DlfA.1 extremo 
S' de DlfL de K. J11Nt1t11ot1iu, Km' 

PACRS derivado de PBRS271 Ap', contiene Oovarrublu et al. 
· la rql6n da alnG de B. eoli 

PMM12 derivado de PACYClTT, Ap'1 contiene Merrlck •• "· '82 
l f'r11J11ento de 4.1 Kb con miQ 1 
1 peduo de IWll de lt K. pneumonlae. 

PBRSH::Tnll lmercl6n ift tlito de '.mi en PBRS22 FApfn d .t. '84 
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TABLA 2. CREOIMJENTO DE MUTANTES Hut-Nif- EN SUSTRATOS 

Ntr EN MEDIO SÓLIDO MM SUPLEMENTADO CON 

NH.Ol NH.Ol Gla N2 micro uro- Hit Art Pro Ala Ser Ly1 Xan Urea NOs 
Oepu llOmM 2.li mM i filia t i • i • • * i i lOmM 

MX20H + + + + + + + + + + + + + + 
1ilw1tre 
MXHOO + + + + + + + + + + + 
BMI 
MXHOI + + + + + + + + + + + 
BMI 

MX2102 + + + + + + + + + + + 
Ta1 
MXHOI + + + + + + + + + + + 
Ta1 
MX21CM + + + + + + + + + + + 
Ta1 

MX2101 + :i: % :i: % :i: 
NTQ 
MX2IOI + + + + + + 
MTQ 

t ala ai&rdpao compuuto 
i coacea~16a laal 1 m1/ml 

+ crecimiento conll111nk 
:i: crecimiento reaidual 
- ao hq crecimi.nto 

(Lol creelmitatoe 11 rqli11roa a IO"O daruw ua mlaimo de 41 laa. 1 .. múimo de T dfu) 

Fue comón oblenar que I011 de» fenotlpoe que 1e unron como 1electlv011 (Hut- Nlr} 
revertfan • una frecuencia demulado elevada aWi cuando nta no • preMnt6 con Igual fre.. 
cuencla para ambol fenotlpoe,. por lo que procedlme» • •t&blecer dicha frecuencia para cid• 
marcador. Todu lu mutantea, tanto lu &laladu por mutqfne1l1 con EMS como lu &laladu 
por lnlercl6n de IDI, revirtieron • una frecuencia de entre 1 x 10-:s y 5 x 10-4 • un fenotipo 
Hut+ Nlr. F.ata frecuencia tan alta de rever1l6n • Hut+ ne» 1uglrl6 un evento de 1upr•l6n 
eapeclftc& p.ara la utll11acl6n de hlatldlna, ya que lu mutante• ngufan 1lendo Nlr •. 

En B. coU han itldo d11erltol eventol de auprnlón •pecfftc:a a una eleYlda frecuen­
cia. Vale la pena mencionar el cuo de lo que ocurre con mutaclon• en ti sene I!!!!· Como 
11 mencionó en la Introducción, mut&clon• en •te locua dan por fenotipo una auxotrofla 
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TABLA 3. CRECIMIENTO DE MUTANTES MS9 EN SUSTRATOS Ntr EN SÓLIDO 

Cepu N3 

MX:.110141 + 
allve1tre 
MXHOT 
Tn& 
MXHOO + 
Tnll 
MXH11 
Tn& 

+ crecimiento confluente 
- no hubo crecimiento 

NH,Cl 
25mM 

+ 

+ 

+ 

+ 

NH,Cl Gin Hil 
2.5mM 2 mg/ml 2 mg/ml 

+ + + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

(Lu lncubaclonea ae re.Usaron a SOºC en preaencla de 02 desde 2 huta 7 díu) 

Arg 
2 mg/ml 

+ 

+ 

+ 

+ 

por glutamlna. Con una frecuencia muy elevada, de alrededor de 1 x 10-•, ae dan eventos 

de 1uprealón de e1ta mutación mediante una aegunda mutación a un fenotipo Gin+. Lu 
mutaciones responaable1 de la 11upre1lón del fenotipo Gin- han sido mapeadu y locall1adu 
dentro de la reglón e.tructural para glnG, e1 decir, que lu 1upresoru espec{flcu de mutaciones 

en glnF ae locall1an en g!nG, con lo que ahora lu mutantes son protótrofu. 

De un modo aemejante y partiendo de la 1uposlclón de que en A. 6ftuiler11e exista el 

operón para la utlllnclón de .hlstldlna en un arreglo fillco 1emejante al de enterobacterlu y 
dado que este fuera activado por el producto de llllQ, penaamoa en la posibilidad de que la 
1upreelón que encontramo1 en nue1tru mutantes del fenotipo Hut- a Hut+ pudiera deberae 
a un evento eapecíflco que diera Independencia de dicho actlvador. Por otro lado, la revenlón 
de Nlf- a Nlf+ ea un evento que ae pr-nta a una frecuenda de entre 1 x 10-• y 1 x 10-1• Ea 
mú frecuente encontrar revertantea Nlf+ Hut+ que Nlf+ Hut-, ya que la revenlón a Hut+ 

u 10 vecea mú frecuente que para el fenotipo Nlf+, 

Eltoa datol 1u1leren que posiblemente 1111 eventOI mutq6nlcoa ae preaenten obte­
nl6ndoae primero una mutación re¡ulatorla que no permitiera activar 1lmultheamente loa 
operonea Dif y hlll y que mutaciones aecundarlu e Independientes dieran lugar a loa fenotipos 
Nlr- Hut+ o Nlr+ Hut- y posteriormente al fenotipo Nlf+ Hut+. Ya que e1to1 event111 ae 
preaentan a frecuenclu muy elevadu, lo mú probable e1 que ae 1obrepongan durante el lapao 
de kil experimento., de manera que lncluao en prlmoalllamlentoa ya ae logren aislar no s6lo 
Nlf"" Hut- 1lno )OI otroa fenotlpos Nlf- Hut+, Nlf+ Hut-, debido a d111 evento. mutq6nlcoa 

Independientes y cul 1lmult"1-. 
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FG. 3 SENSIBLI~ CE MJTANTES A 50 µg/ml DE MS . 
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Determlnaclonu de GS de la• mutant• 
Ensayo de transferua. 

Lo primero que intentamoa fue tratar de establecer las condiciones del ensayo para la 
cepa 1llve1tre. Para ello crecimom la cepa MX203S (Met-) en NHt 25 mM (exceao de amonio), 
en NHt 2.5 mM y en Gin 0.2% (condiciones de limitación de nitrógeno) y permitlmom que lot 
cultivom llegaran a una demidad de crecimiento de 100 u. Klett, i.e., aproximadamente 5 x 108 

c6lulas/ml. 
Con objeto de permeablll1ar a lu c6lulas me putieron en contacto con el detergente 

aniónlco CTAB a una concentración final de 0.1 mg/ml por eapacio de 5 min. Acto meguido 
te tomaron alicuotas de 0.1 mi de la 1utpen1ión y te afiadieron loe 1u1tratom del ensayo¡ 

loa tubom te incubaron por intervalom de 5 mln y 10 min, despu68 de lo cual la reacción me 
detuvo con una toluclón de cloruro f6rrico, en cuya preaencla te forma un compue1to colorido 

(pm .. glutamilhidroxamato), que puede mer cuantificado por espectrofotometrla a 560 nm. La 
intensidad del color deArrollado retulta proporcional a la actividad de glutamino 1lntetua 

Intracelular. 

Se logró optlmllar el emayo al permeablll1ar a las c6lulas con CTAB a una concen­
tración final de 0.2% por npaclo de 10 min. Una ves e1tablec:ldas las condiciones del ensayo de 

la glutamlno 1lntetua en la cepa 1llvestre procedlmoa a 1u determinación en nue1tras mutantes 

en las tre1 diferente• condlclon• de cultivo. 

Loa resultadom Indican (Tabla 4), que nueatras mutante1 no eat6n alteradas en IUI 

actividades de glutamino 1intetua. Et decir, 61tas pretentaron valores lgualea a 101 de la cepa 
1llve1tre. FAto 11 cierto tanto para IÚ mutantes a11ladas por tratamiento con EMS como para 

las allladu por lnterclón de ?nA. 
Para el cato de las al1ladu por NTG, una de ellu, la MX21051 a6n cuando preaentó 

actividad normaÍ de GS en NHt 25 mM, fue incapu de crecer en NHt 2.11 mM o en Gin 0.2%. 

Nivel• 7 condlclonu da admUacl6n da mut-t• Hut-

En enterobacterlu existen algunas evidencias, propu•tu por Foor y Maguanlk 

(1078, 1080) entre CÍtrOI, que 1ugleren que la actividad de la glutamlno 1lntetua •t' reaulada 
por la relación Intracelular de lu posas de alutamlna y alf•cetoglutarato. 

Cu.ftdo el equlllbrlo en lu concentracion• de 61toa te de1pla1a hacia cualquiera de 
lom doa, áto tiene un efecto 10bn la adenllaclón de la GS; es decir, cuando la. concentración 
Intracelular de aJutamlna aumenta, deMnc:adena una reacción que Involucra la participación 
de dom protefnas (el producto de alnB, la protefna Pll, y el de alnD, la urldlltrwferua, ver 
Introducción), que detembocan en la adenllaclón y por lo tanto lnactlvaclón pfo&rnlva de 1u 
1ubunldad• de la glutamlno 1lntetua. · 

FAto trae como conMCuencla que en condlclonn de crecimiento en exCllO de nitrógeno, 

la alutamlno llntetua me encuentre muy adenllada. Cada una de lu 1ubunldadee de la GS 
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TABLA 4. ACTIVIDAD Y ESTADOS Dl!l ADENILAOIÓN.Dl!l MUTANTES Hut-Nir-

Actividad de transferaaa Adenllaclón ñ 
Ce pu NH,CI NH4CI Gin NH4CI NH4CI Gin 

25mM 2.&mM 2 mg/ml 2&mM 2.5mM 2 mg/ml 

MX3011 0.57 0.75 1.81 &.16 2.2& 1.50 
MX:UOO 0.53 0.73 1.77 &.03 2.07 l.76 
MX3101 0.56 0.79 1.57 &.28 2.15 2.2& 
MX3103 0.57 0.72 1.69 &.14 1.86 1.60 
MX3101 0.51 0.77 1.76 4.87 2.43 1.110 
MX31CM 0.51 0.65 1.63 5.86 2.70 1.71 
MX:UOI 0.76 NC NC 4.94 NC NC 
MX3108 0.62 1.19 1.77 &.so 2.34 2.16 

NC = no creció 
ft = 1ubunldade1 adenlladu, lnactlvu 

{Lu actividad• e1t6n reportadu como el promedio de l01 valores obtenldOI en tre1 o mú 
determlnaclona reall1adu) 

tiene una afinidad por 1u1trato, glutamato mú amonio, muy elevada. En condlclon11 en 111 

que el 1u1trato no 11 llmltante, buta con que algunu 1ubunldada de la GS 11t'n actlvu para 

1lntetl1ar la cantidad de glutamlna 1uflclente para llenar IOI requerlmlentOI celular11. Por el 

contrario, cuando lu .bacterlu 11 cultivan en una fuente llmltante de nitrógeno, como 1ería 

amonio bajo o glutamlna, 1e encuentra que la glutamlno 1lntetua 11~ muy deladenUada. 

. Bajo condlclon11 en 111 que hay poco amonio, cada 1ubunldad de la GS debe encontrar• en 

iu forma activa para poder captar la mayor cantidad de 1U1trato p09lble. 

Como ya ha 1ldo reportado por el grupo de Maguanlk (Foor d 111., 1971, 11180}, 

alteraclona en el 1lltema de adenllaclón de la GS, particularmente mutante• en glnB, cuya 

PU no pueda Mr urldllada y que por lo tanto M •t' favoreciendo la adenllac16n de la GS, uf 
como mutante• en 1lnD urldlltramferua, que por au1encla de e1ta protefn1 nuevamente no 

plllda 1er modificada la PU, tienen un efecto plelotróplco 10bre la 1fntelll de 1lnA a travá 
de .wg, que aparentemente no pulde 1er tr&nlformado de repreeor en actlvador (11111n •tOI 

autor11 hay evldenclu que 1u1lenn que M requiere de una protefna PU funcional y urldllada 

para Interactuar con mig), '1 por lo tanto p..-ntan un fenotipo Ntr-. 

Con objeto de lndaaar 10bre la pollbllldad de que nuatru mutantel •tuvieran alec­
tadu en el llltema de adenllacl6n, realllamOI lol e111ay01 de d1termlnacl6n de la adenllac16n 

de la GS en condiciona de exceeo de N, en lu que la GS • debe encontrar altamente adenl· 

lada, uf como en condiciona de llmltacl6n de N, en lu que la GS debe •taren 1u forme mú 
deladenllada~ Como 1e muatra en la Tabla 4 lOI valora de adenllac16n que obtuvllDOI para 
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TABLA 5. ACTIVIDAD DE GS V ADENILACIÓN DE MUTANTES MS8 

'Actividad de tranaferasa Adenilaci6n ñ 
Cepu NH4Cl NH4Cl Gin NH4Cl NH4Cl Gin 

25mM 2.5mM 2 mg/ml 25mM 2.5mM 2 mg/ml 

MX30H 0.54 1.15 1.94 4.89 2.12 3.86 
MXHOI' 0.54 1.40 1.03 6.04 1.85 8.10 
MXHOI 0.52 1.27 0.94 4.38 2.35 9.85 
MX3109 0.55 1.24 1.18 5.06 1.85 9.20 
MX3110 0.61 1.19 1.01 4.97 2.56 6.76 
MX3111 0.52 1.14 1.07 4.42 2.00 9.67 
MX3113 0.51 1.S8 1.25 3.66 1.94 6.22 

fi = 1ubunldadea adenlladu, lnactlvu 

todu nuutru cepu parcialmente alteradu en eu regulación por nitrógeno fueron IDI ml1moa 
que para la cepa 11lve1tre en todu lu condlclonea ensayadu, que fueron NHt alto, NHt hijo 
y Gin. La cepa MX2105, (NTG) que no crece en NHt bajo ni Gin, prnent6 actlvldade1 y 

valore• de adenllacl6n lgualu a IDI de la cepa 11lve1tre y lu demú mutante. en NHt alto. 

DetennJnacl6D de GS y P'•do de adenUacl6n da mutant• MS8 

Tambl6n 111 efectuaron lu determlnaclone1 de IDI valores de la glutamlno 1lntetua 
y IUI utadDI de adenllacl6n de lu mutante• MS8 previamente menclonadu. Lol reeultadoa 
• pueden oblervar en la Tabla 5. Para utDI en1ay01 la cepa 11lve1tre Ulada fue la MX2036 
(H11-)1 de la cual 111 derivaron utu mutantel. Como H puede notar, lu actlvldadee de 

GS que preeentaron tienen valoree de reprul6n y de Inducción 1lmllare1 a la cepa 11lve1tre en 
cuanto al en1ayo de tr&nlferua 111 refiere. Sin embargo, todu lu mutantee pre111ntaron nlvelee 
de adenllac16n mú elevad01, exclU1lvamente en la condición de crecimiento en glutamlna, en 

tanto que IDI valore• fueron normalea en condlclonea de creclmlento en amonio alto y amonio 

hijo. 

Detennlnacl6D da putamato 1lntan GOGAT da mutant• Hut- NIC-

Ya 111 ha reportado, (Pahel et al.1 1979¡ Maguanlk, 1982), que mutaclone1 en ~' 

el sene utructural para la glutamato 1lntua de K. '"°""'"• tienen un efecto plelotr6plco 
tobre lol 1lltemu Ntr como con1ecuencla de una acumulacl6n de glutamlna y la con1lgulente 

adenllacl6n de la GS, por lo que dllmlnuye la expre116n tanto de glnA como de ug (ver 
Introducción). Por uta ru6n decldlm01 determinar lu actlvldadu de uta en1lma. Como 

puede oblerv&rH (Tabla 8), lu mutantee Hut- NIC- no reeultaron alteradu en uta función¡ 

- S8 -



Ce pu 

MX2011 
MXHOO 
MXHOl 
MXH02 
MXHOI 
MX2104 
MXHOI 
MX2108 

TABLA 6. AOTIVID-'D DE GOGAT DE MUTANTES Hut-Nif- * 

nmolu de NADH oxldado/min/mg prote!na 

9.22 
11.19 
13.78 
21.89 (2.38 x) 
18.88 (1.83 x) 
32.20 (3.5 x) 

3.00 
8.72 

• todu lu determinacion11 H reall1aron a partir de cultivos adicionados con NH4CI 25 mM 

1ln embargo lu mutant• por lmerc16n de 1nl praentaron actlvldad11 entre dos y tre1 y 

medio vec11 mú elevadas que la de la cepa 11lve1tre¡ en tanto que la mutante MX21011 re1ult6 

mú baja, 1161amente presenta el 40% de la actividad 11lve1tre. 

En vl1ta de que nuestros resultados no concordaban con tu caracter!atlcu fenotípicas 

de mutaciones en el locue para m[Q en enterobacterlu, 11 pensó en la posibilidad de que en 

A. huile111e existieran dos glutamino 1lntetuu como 11 el cuo de Rlliionum (Ludwig 1980) 

y Apokcterium (Fucha y Kel1ter, 1980), en cuyo cuo la aU1encl1 de actividad de alguna de 

ellas pudiera ver11 encubierta por la prmencla de una segunda GS cuyas actlvidade1 fueran tu 
que 11t,barnos detectando. Para ello decidimos purificar la GS por el m'todo de precipitación 

con polletllenegllcol (Strelcher y Tyler, 1980). Una vea precipitada la proteína 11 rmuependl6 

en bufl'er de columna (ver material y m'todCll) y 11corrieron1ele1 d11naturall11ntel con SDS 

en doble dlmeml6n¡ '•to 11, en una primera dlmen116n por pelO molecular y en una segunda 

dlmenal6n por punto l101lktrlco. Bajo 11te criterio no encontr1mC11 mú que la presencia de 

una 11611 GS (11tC11 r11ultadC11 no 11 mue1tran). 

Datumlnacl6n de blltlda .. de mutant• Hut-

Para averl1uar 11 Ju mutant11 con fenotipo Hut- 11t1ban efectivamente alteradas 

an la utlli1acl6n de hlltldlna, y mú alin, en un locUI re1ulatorlo, 11 decidió determinar la 
actividad de la en1lma hlltldua, la primer enalma de la vía del catabolllmo de hlltldlna en 

.enterobacterlu. Pahel d al. (1982) han obllrvado en B. coli una P'rdlda de lnduccl6n de e1t1 

vfa en mutantes en 1lnG, por lo que nC11 lntere11ba 1verl1uar 11 • que úta r11ponde o n6 en 

A. huiltllH a lnducc16n en condlclon11 de llmltac16n de nitrógeno uf como a repreel6n en 
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condiciones de exceso de nitrógeno, lo que cabria esperar si es que en A.roapirillum la utilización 
de hlstldlna y la capacidad de fijar nitrógeno funcionan como un sistema Ntr. 

A pesar de haber realizado este ensayo repetidas veces, no se lograron establecer las 
condiciones del eneayo que resultaran congruentes con una Inducción y una represión de la 
vfa correspondientes a la concentración y la fuente de nitrógeno utilizadas para el crecimiento, 
ya que loe valorea obtenidoe para la silvestre variaron mucho de ensayo en ensayo. Por esta 
ruón, la determinación de mta vfa emlmAtlca no resultó beneficiosa para la compren1lón de 
nue1tro 1latema. 

Alalamlato de mutut• rnvtant• pera la 
8Jacl6n de nltr61eno a A. 6rtuilen1e 

Partiendo de lu mutantm Hut- NIC- obtenidas por mutag6nesl1 con EMS y por 
l'.n§, 1e procedió a mutagenl1arlu nuevamente con EMS, para buscar revertantes para la 
fijación de nitrógeno que mantuvieran el fenotipo Hut-, Habiendo obeervado una frecuencia 

de reveralón a Hut+ tan alta como quedó mencionado anteriormente, no no1 preocupamoe 
demulado por recuperar mutante• Nlf+ que nece1&rlamente siguieran siendo Hut-, en tanto 

lOI otrOI marcadore1 utlli1adoe para la Identificación de lu cepu 1lguleran siendo detectables. 

SI not ueguramoe de que aquellu proveniente• de lmerclón por l'.n§ continuaran 1lendo Kmª. 

De1pu61 del tratamiento con el mutqeno, 1e le1 permitió un lapao de recuperación en medio 
rico, LC, y 1in enriquecimiento, 1e cultivaron directamente en condlclone1 de mlcroaerofilla 1ln 

fuente de N combinado y 1e dejaron en Incubación sin agitación a 30°0 huta que 1e oblervó 

crecimiento. Se colectó el crecimiento, ee hicieron dlluclon• y 1e volvió a 1embrar lu bacterias 

en el mllmo medio una ves mú 1ln agitación a 30°0. De aquí ee volvieron a hacer diluciones 
y 1e e1patul6 huta 1 x 10-1 en MM 1ln N compuesto. Sólo ee purificaron lu colonias que 

en caja prenntaron un crecimiento mú r'pldo y confluente que el de la cepa sllve1tre. FAtu 

cepu te denominaron MX2113, MX2114 '1 MX2115. Provienen de lu cepu MX2100, MX2102 
y MX210S re1pectlvamente, por lo que la MX2114 y MX2115 10n KmR (ver Tabla 1). 

BlbrldlHcl6n de DNA total de A. 6ranleme con~ 1 pMCTIA (nlfA) 

Con objeto de determinar el n11rnero de elementot de transpotlclón preaente1 en lu 

mutantes, u( como 1u poelble ubicación por comparación con lu bandu poeltlvu con otroe 
detectore1, reall1arn01 experlmentOI de hlbrldl1aclón tipo Southern. Purlficamot el DNA 
cromoeomal de A. 6ruilen11 por el m6todo reportado por Qulvl1er et ol. (1082), con a11unu 
modlftcacliln• (reportadu en Material 1 M6todot), que not permitieron limpiar el DNA de un 
precipitado blanco (po1lblemente 1ean gllcoconjugadot), que Impedía la dlge1tlón del DNA. 

Se purificó el DNA de la cepa 11lvmtre y de lu tres mutante1 por lmerclón de 

l'.n§ Hut- NIC-. Lo1 DNA'• se digirieron a totalidad y 1e corrieron lot DNA'a en gel• 

de electrofore1l1 a 50 volt• durante 12 hra. Como marcador de pelO molecular 1e utlll1ó el 
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DNA del bacteriófago lambda, digerido con lliwllll. F.stos geles se trataron para 1u po1terior 

transferencia a papel de nitrocelulosa, mediante deanaturalisaclón alcalina y 4clda como lo 

reporta Southern (1975). En cu! tod01 loe experlmentoe 1e utll11ó la formamlda al 40%, lo 

que permite hlbrldl1aclón entre DNA'• que 1ólo comparten el 70% de 1u 1eeuencla. Sólamente 

cuando el detector fue el '.Id se uaó formamlda al 50% ya que eate DNA ea 100% homólogo 

al '.Id insertado en lu mutantes de A. huilerue. En general se usaron 5 µg de DNA/carrll, 

excepto donde se especifica que se usó una concentración diferente. La prehlbrldl1aclón y la 

hlbrldl1aclón 1e llevaron a cabo a 42ºC. Para la obtención del DNA de '.Id, 1e purificó el 

pBRS22::'.Id por el IMtodo de lisis alcalina reportado por Manlatil (1982). 

Para lu hlbrldl1aclone1 con '.Id se digirió el DNA total con FGBI, puea el '.Id no 

contiene ningún altlo de reatricclón para eata en1lma, por lo que cabe •perar que por cada 

1Dl Insertado e1t6 presente una aóla banda pa1ltlva. Por el m6todo reportado por Rlgby d ol. 

(1077) de mar~e de DNA con actividad específica alta mediante al uso de DNA pollmerua 1 

("nicle tran1latlon11 ), 1e marcó con alfa P32• Loe reaultadoe de e1te experimento se mue1tran 

en la Fisura 4. Se puede ver que la cepa lllveatre no presenta nln1una banda de hlbrldl1aclón, 

en tanto que lu mutantea MX2102, MX2103 y MX2104 pre1entan una 161& banda positiva de 

hlbrldl1aclón. &.to 1111lere que en cada una hay un aólo '.Id Insertado. 

Concomltantemente, nOI lntereaba 1&ber 11 e1 que el :Id se encontraba insertado 

en una re1lón con homolo1ía al DNA de n1fA de K. JltlltlmOflic, por lo que purlflc:arnOI el 

plúmido pMC7SA que lleva ln1ertado el 1ene completo de nlfA y un 1e1mento de nlfL, en el 

1ltlo único de re1trlcclón de la en1lma Xlllll del vector pACYC177 (Chang y Cohen, 1978). 

(Tabla 1). Debido al hecho de no contar con la enslma Xb.QI para purificar el fragmento, 

utlll1am01 el plúmldo completo para la hlbrldl1aclón. 

Para ate experimento 1e hlbrldl16 primero contra :rd,y lue10 1e dejó decaer la marca 

por dOI 1emanu, dapu61 de lo cual se lavó ate mi1mo filtro en pre1encla de NaOH 0.2 N 

durante 20 min. Para ase1urarnoe de que el filtro eetuvlera limpio, lo pu1lmoe en contacto con 

una placa fotosrMlca que revelamOI al par de d(u. Ya MSUrOI de que el filtro podía volver a 

utlll1arse, se hlbrldl16 contra el plúmldo pMC7SA DifA, utlll1"1dose para ello dOI mlllona 

y medio de cuentu/carrll y lavados en SSC huta 0.5x. De este modo pudimos comparar 

el tamafto de los Cra¡mentos con hibrldl1acl6n po1ltlva para poder determinar 11 el l:Dl se 

encontraba o no locall1ado en el milmo fra¡mento que nlfA. Como se muestra en la Fisura 5, 

1u bandas de hlbrldl1acl6n con los detectorea no coincidieron. De lo cual 1e 1u1lere que el lDl 
no estA llllfÍrtado en un 1ene con homolo1ía a nlfA de K. Jltleumonic al bien e1ta secuencia, 1( 

se encuenhoa ~odtflcada dentro de la lnformacl6n en DNA de A. huilenat, ya que encontramos 

dos bandai de hlbrldl1acl6n positiva tanto en la cepa lllvestre .como en lu mut~tee cuando 

H usó el detector que contiene llifA •. 
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FIGURA 41 HJBRIDJlACJDN DE IAS CEPAS "r:m:n, "X2102, "X210'3 v 
"•2104 ve ~·· plft32211!0~. 
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Blbrldlucl6n con nkQ de E. eoli 

Uno de la1 obJetlvOI Cundarnentale1 que nOI planteama1 fue el de discernir 11 ee 
que en A. ffcrile111e exlate un locue con homología para DUQ. Para ello purlflcama1 el 
plúmldo pACRS, que contiene 1lnG y un fragmento de glnL de B. eoli (con1tru(do por la 
Dra. A. Covarrublu, Tabla 1). La hibrldl1aclón con ute detector 1e repitió varlu vecee. Para 
el experimento de la Figura O 1e digirió el DNA del pACRS con la endonucleua lliDfl y ee 
purificó el fra¡mento cuarto de dicha dlge1tlón, que e1 el que contiene la cul totalidad del 
1ene 1lnG en 800 pb. Ademú utlllsam01 como control pa1ltlvo de la hlbrldlaaclón el DNA 
total de la cepa de B. coli GM4 dlaerldo con IW!lll. 1lnG no contiene 1lt!OI de reetrlcclón 
para Em.81, por lo que e1per,bam01 una 16la banda pa1ltlva. 

Para este experimento ee corrieron varlOI paree de carrllee conteniendo el control 
poeltlvo, la cepa GM4 de B. coli, y una de lu mutantee, la MX210S. Elto se hilo con el 
objeto de probar para el mlamo detector y la mlama cantidad de marca/carril, una diferente 
concentración de formamlda, 25% y 40%. Se utlllaó una de lu mutantee con el propóelto de 
poder reutlllaar el !litro en cuo de encontrar hlbrldl1aclón p09ltlva, para rehlbrldl1ar contra 
:en& y uf eetablecer 1111 que e1te áltlmo • encontrue lnaertado en un 1en1 con homolo1la a 
1lnG de B. coli. Se utlll1aron 5 11g/DNA/carrll y 5 millones de cuentu/carrll. La1 lavad01 se 
nall1aron 16lamente en SSC 2x durante 4 hrs. huta que en el llltro no se detectaron cuentu 
de radioactividad con el contador Gelaer. 

En la Fisura 8 11 puede obeervar que la cepa GM4 d' una banda positiva clara de 
hlbrldl1aclón, de alrededor de 28 Kb, en tanto que la MX210S no preeentó banda alguna adn 
cuando 111 dejó revelando la autorradlo1rafla por eepaclo de da1 1emanu. Preellmlnarmente 
este resultado aunado a lOI re1ultado1 en11m¿tlc01 y de crecimiento de nue1tru mutante1, 
nOI 1ualenn la lnexlltencla en A. ffcftlellH de una reglón con homología a glnG. Sin em­

bar10, •tol n11ultadOI no IOn concluelva1, ya que en 11te experimento H enriqueció para 
DNA de plúmldoe, a Ju1gar por lu bandu tan deflnldu que aparecen en el ael con EtBr, 

J co111lderando que lu modlllcaclones utlll1adu para la purlflcacl6n del DNA Incluyen el 

calentunlento a 70°0. 
En vllta de e1te resultado decldlma1 Intentar la hlbrldl1acl6n con Dll!l de K. pnn· 

.monils, partiendo de la 1upoelc16n de que e.te organismo, al ser dluotróllco, pudiera pmentar 
mayor homolog(a con A. 6nuile111e que B. coli. PurlllcamOI el plúmldo pMM12, derivado del 

pGElOO, que 1610 contiene nW2 y un fraamento de nllB., clonadOI como un fragmento de 

&11111 de 4.8 Kb de K. "'"""""-· Se purlllc6 el fra¡mento de 4.0 Kb de Smll, mllmo que 
fue utllllado como detector. En loe dOI en11ya1 reall1ad01en11tu condlclonu, no• loar6 
obtener una buena dellnlclón de lu autorradloaraflu, por lo que no fue poelble obtener datol 

conclU1lva1. 
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Diacusi6n 

En 1111te tra~o 1e de1cribe el alalamlento de mutantes que almult"1eamente a la 

p4rdlda de la capACldad para fijar nitrógeno pierden la de utllilar hl1tidlna como Cuente linlca 

de nitrógeno. No obatante loa dlvenoa lntentoa por obtener mutante• que •tuvieran alteradu 

en loa 1latemu Ntr de un modo mú general, lu mutante• obtenldu por dlvenoa m6tod01 de 

mutag•nelll y de 1elecc16n, pr .. ntaron Invariablemente un fenotipo c0ncomltante Hut-Nlr-, 

y no uno mú amplio Ntr, dellnldo como lncapACldad de utllllar otru t'uente1 alternu de 

nitrógeno tales como arglnlna, prollna, alanln1, etc. Cuando 1e utl111aron amlno4cld01 como 

arglnlna o prollna para la 1eleccl6n de fenotipo Nlr-, no 1e encontraron mutant81 con •tu 
caracterfltlcu. 

Al anall1ar la ClpACldad de lu mutanta Hut- Nlt- para utll11ar dlvenu fuente. de 

N, 1e encontr6 que crecieron en todoa IOI 1U1tratoa Ntr enuyadoa, a excepción de hl1tldlna 

(Tabla 2). Ee lntere.ante que 11 bien no hallamoa un mtema Ntr como en enterobacterlu, 

nuntru mutante., alaladu en experlmentoa utlll1ando muWgenoa dlferente1, prenntaron un 

fenotipo doble que e1t' relacionado aparentemente con la fijación de nitrógeno. 

Por otra parte • 10rprendente que en ninguna de ellu la glutamlno 1lntetua re111lt6 

alterada en au actividad en lu dlterentea condiciona enuyadu, ni en 1u 1iltema de adenllaclón 

cuando 1e compara con el comportamiento de la cepa allv•tre. 

A la lus de loa rnultadOI reportadoa por Jara et .Z. (1983) en relación a lu mutante• 

en glnA de A. truilmH que 1111t"1 alteradu en la capACldad de fijar N1, nue1troa r•ultadoa noa 
llanwon la atención, en vllta de que ninguna de nue1tru mutantel pre1entó la GS alterada • 

. Por otra parte, la pre1encla en Rliaollivm de doa GS'1 y la dem01tracl6n de que alteraclon• 

en el 1lltema de adenllaclón de la GSI cauaa una lncapACldad para fijar N1 en e1te organlamo 

(Ludwig, lDIO), noa llevaron a determinar 11 e1 que en A.roqirllvm pudieran exlltlr tamblfn 

dOI GS'1, y que úto encubriera alteraclon• en la actividad en1~tle1 de alguna de ellu que 

pudiera correlaclonar1e con el fenotipo NIC- encontrado. Nu•troa rnultadoa apuntan a que 

en A. ffcrilerut 161amente hay una GS. 

Aaímllmo, en un Intento por d•llndar un poalble efecto plelotróplco por mutaclon• 

en el gene que codlftca para la glutamato 1lntua 10bre la flJl!Clón de nltrqeno, reall1amoa lu 
determlnaclon• en1lm,tlcu para la GOGAT, encontrúdona. tree grupOI de mutante.. 

El primero lo componen lu mutante. MX2100 y MX2101 alaladu por EMS. Fo.tu 

preeentan actlvldade1 comparablu a la de la allveatre. La mutante por NTG MX210ll pertenece 

a.tegNpo. 

El 111undo gNpo e1U formado por 1u cepu MX2102, MX2103 y MX210f, cuyu 

actividad• de GOGAT eon de entre 200% y 350% lu de la actividad ellv .. tre. 
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La tercer categoría la forma la mutante por NTG MX2105, que pre1enta 16lamente el 
40% de la actividad presente en la silvestre. 

En nuestro laboratorio ae han encontrado evldenclu que apuntan a que en E. eoli 

exllte un locua regulatorlo contíguo a 109 genes estructurales para la glutamato 1lnt-. Eate 

locua regulatorlo esti. aparentemente relacionado con la expresión de clerto11lstemu Ntr. 

Eat09 reaultad09, fundamentad09 en la te1ll de Multrla de Irene Cutaño, 1ugleren la 

exl1tencla de otro(•) gene(1), ademú de 1lnG, que lntervlene(n) o partlclpa(n) en el encendido 

de 109 operones 1ujet09 a una regulación Ntr, que de manera qulsi. men09 1eneral que el 

regulador glnG, juegan un papel en e1ta regulación. 

SI conalderam09, de modo mu:r 1eneral, que lu v(u fundamentales de ulmllaclón 

de NHt en la dlula aon la GS-GOGAT :r la GDB, :r que mu:r relacionado a la GS ae 

encuentra el regulador general (en K. pMUmonie, E. eoli, K. Hf'OflllH) de 109 1iltemu Ntr, 

1lnG, podem09 encontrar algunu aemejan1u Interesante• respecto a 109 re1uladore1 en cada 

vla. Por ej.: la fijación de N3, como otra vía Importante de ulmllaclón de nltró1eno, requiere 

de DlfA para activar la tranacrlpclón, :r DifA e1 un gene tipo IWQ, tanto por 1u función como 

por la 1111cuencla de promotor que reconoce, 1.e. es un re1ulador que requiere de 1111r re1ulado. 

Ya hace tiempo 1e viene uoclando un fenotipo Ntr a mutaclone1 en GOGAT. Expe­

rlment09 recientes en B. coli 1ugleren que contr1uo a 109 1ene1 estructurales para la GOGAT 

1111 encuentra codificado un regulador •tipo 1lnG•, :ra que 1111 requiere para que la cepa 1111a 

Aut+. Por otra parte, Garclarrublo et el. (1983), han 1u1erldo que en la repón de GOGAT 

exllten d09 promotore1 funclonal11. 

En este tra~o 1e ha pre1111ntado el aislamiento de mutante• alteradu en alguno(•) 

1l1tema(1) Ntr en A. 6rcaeileme, cu:ru GS no 1111 encuentran aCectadu, pero cu:ru GOGAT 1( 

pr111ntan alteraclon11. 

Sl 1uponem09 que 109 diferentes or1anl1m09 presentan lu prlnclpal11 vfu del meta­

bolismo de nltró1eno, pero que la reaulaclón de átu o por •tu del conaumo de nltró¡eno 

varía o puede variar 1111Wi la estrate¡la evolutiva :r adaptativa de cada or¡anllmo, entonces 

. • poalble 1uponer que en A • ....U.1111 pueda exlltlr un re1ulador del -tipo md2", uoclado a 

. GOGAT, cu:ro efecto 16lamente 1111 viera relacionado a la utllllaclón de hbltldlna :r a la fijación 

de N1. 
Para explicar nuest109 datol tendrfam09 que 1uponer que por una mutación puntual 

·en el re¡ulador, M podria alterar IU función IObre l09 1lltemu •Ntr•, 1ln que •to a!ectara la 

actividad de GOGAT (MX2100 :r MX2101). 

Por otra parte, podem09 penaar tambl6n que el 7nl ln111rtado en el 11¡undo ¡napo 

de mutante. pudiera Interrumpir el ¡ene re&ulador arecti.ndolo de tal modo que :r• no pueda 

ejercer un papel de reprelOr (Cutafto, 1981) o re¡ulador 10bre la tran1erlpclón de 109 ¡enes 

para GOGAT, con lo que útol 1111 tranacrlblrían con ma:ror eftclencla que la normal, lo cual 

111ultarla en una elevación de la actividad de GOGAT, (MX2102, MX2103 :r MX2104). 
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Finalmente cabe esperar tambi6n la generación de un promotor "down" por mliltiples 
mutaciones con NTG y la consiguiente disminución de la GOGAT, o alin, la generación de 
mutaciones que alteren directamente la GOGAT, de modo tal que eu afinidad por suetrato o 
el 1ltlo activo quede modificado. Ya que 1e ha alelado la mutante MX2105, que presenta una 

baja actividad de GOGAT y dificultades para crecer en condiciones de limitación de nitrógeno, 
el estudio de la asimilación de NHt y la lfnte1i1 de GDH en eeta cepa podrlan permitir un 
mejor an,lisi1 de la aportación de la vía GDH 111. GS.GOGAT en este organismo. 

Por otra parte, inalstlmoe en hallar una correlación entre la sensibilidad a MS y 

la ulmllaclón de nitrógeno. Para ello obtuvlmoa mutantee MS8 por Inserción de lJ¡¡, que 
pre1entaron tre1 fenotipos respecto a la ulmllación de N: a) Hut- Nif-, b) Hut+ Nif-, 

c) Hut+ Ntr+. Al anall1ar su comportamiento respecto a la GS encontramos que presentan 

valore• normales en todu las condiciones, pero que Indistintamente de sl eon Hut+ o Hut- y 

de 1l 10n N1r+ o Ntr-, todas ae encontraron muy adenlladas aólo cuando las determinaciones 
en1im,tlcu se efectuaron en cultlvoe crecldoe en glutamlna como ánlca fuente de N (Tabla 5). 

Cabe hacer notar que las actlvldadea de GS detectadas en A. 6rarileftle en condiciones de 
Inducción (glutamlna 2 rng/ml) ion apenas 3 veces las detectadu en condiciones de represión 

(NHcCI 25 mM), en tanto que en E. eoli, loe valores de inducción eon del orden de 10 o mú 
veces loa valorea de represión. 

Resulta puee Interesante que en A. 6rallileftle las mutaciones MS8 afectan fundam~n­
talmente la adenllaclón de la GS en presencia de glutamlna y no en presencia de otras fuentes 
de N, por lo que cabe sugerir que posiblemente eat6n afectadu en el sistema de transporte de 

glutamlna. A diferencia de lo que sucede en E. eoli donde la glutamlna func:lona como una 

fuente llmltante de N (lo que d' lugar a elevadoa niveles de actividad de GS desadenilada), 
en lu mutantes MS8 de A. 6ftuileftle parecerfa que dichas mutaclonea permiten una mayor 

entrada de glutamlna, lo cual trae como consecuencia relativa reprealón de la 1fnte1ll de GS y 
mucho mayor adenllaclón. Alfmllmo, por la mllma vía entraría la metlonlna sulfoxlmlna, lo 
cual expllcarfa porqu6 eatu mutantes IOD mú 1enaibles a este compuesto. 

En B. pltueol4 Morett {1VH) ha obeervado que mutaciones MS8 (a11ladu por ln-
1erc16n de '.Inl) pre1entan tres fenotipos dl1tlngulble1. Pueden pre1entar alteraciones en una 
o en ambu GS'1, GSI y GSII, y 6sto puede estar correlacionado aunque no necesariamente, a 
una alteración en la capacidad de fijar Na y /o en la nodulaclón. Una de IUI mutantes (cro­
mosomalu) no fija nitrógeno molecular y pre1enta dificultades para nodular en •u huáped 
natural. FAta mutante e1 ufmllmo la que presenta los valores mú ~01 de actividad de lu 
doe GS'1. En el laboratorio de G. Elpín (19114) clonaron eata mutación hlbrldllando el DNA 
de eta cepa contra DNA de '.lJll y aislando el fragmento que d' hlbrldl1acl6n po1ltlva. Luego 
utlll1aron este fragmento para obtener la reglón 1ilveatre de eata mutación por hlbrldi1ación 
contra un banco de genes de R. pltueoli. Una ves teniendo el fragmento que contiene la 
reglón 1llveatre de la mutación MS8, lo utll11aron para hibrldi1ar contra DNA total y DNA 

de plúmldos de la cepa 1ilve1tre de R. pflate0li CFN42. 
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Encuentran algo muy Interesante y ea que !late hibridiza contra DNA cromosoma), 
ul como tambltln contra DNA de plúmldos, en particular contra el plúmido SIM, que es 
el que contiene la Información para los genes estructurales para la nltrogenua ul como por 
lo menot1 un gene regulatorlo "tipo nJfA• y la Información para loe gene1 de la nodulaclón. 
Cuando utlll1an como detector de hlbridi1aclón el gene nkQ de K. pneumonie contra el DNA 
total y DNA de plúmldo1 de la cepa de RAuoWum CFN42, encuentran una banda positiva 

en cromoto11111, y una banda en el plúmido SIM. Sin embargo, e1tu bandas de hlbrldi1aclón 
no coinciden en peso molecular, ni en cromOllOma nl en plúmido, con lu bandu positivas 
obtenldu contra la región 11lve1tre de la mutación MS8, por lo que elata no ae localiza en 
un gene con homologla a IWQ, Sin embargo, no queda deacartada la poelbllldad de que ae 
localicen en un sene "tipo ¡WQ• por cuanto a au función ae refiere. 

A la lus de e1tot1 reaultadot1 en Rli.llotium y lOll reaultadoe menclonadot1 en A. 6rca1ilenae, 
propuslmot1 lu 1igulente1 con1ideraclone1: 

1.- De exletlr mlQ en A. 6N1ilen11 (coaa que no ha 1ido demoetrada), elite sólo controla la 
re1ulaclón de la GS y no la util11aclón de otroe 1u1tratoe nltrogenadot1. De no exiatlr 
IWQ, la regulación de la GS H darla a travtl1 del aiatema de adenilaclón y /o por algún 
otro mecaniamo. 

2.- NuutrOI ruultadoa Indican que exiate un regulador en A. 61'Geilente que controla 11· 
multwamente la utll11aclón de hiatldlna y la fijación de N1, el cual no ejerce nln1ún 

efecto aobre la regulación de glnA. 

Con objeto de utablecer la exiatencla o lnexiatencla de una reglón homóloga a miQ 
reall1amoa experlmentot1 de hibrldi1aclón DNA-DNA, entre DNA total de A. 61'Geilent• y glnG 

de B. coli. Bajo lu condicione• que utll11amot1 no detectarnoe ninguna banda de hlbrldi1aclón 

poeltlva. POlterlormente repetlmot1 el experimento utlll1ando e1ta vez miQ de K. pneumonie. 

Aqul I01 reaultadot1 no fueron clarot1, por lo que H neceurlo repetir e1te experimento. Sin 
embargo, nueatrOI datoe ft1lológicoe y el reaultado obtenido de la hlbrldluclón de DNA de 

A. lruileu1 contra DNA conteniendo glnG (mdl) de B. eoli, apuntan a que en A. 6l'Cllilen11 
no utl. pre.ente un locu1 con homologla y funcionee 1lmllare1 a glnG (mdl) de enterobacterlu. 

Por otra parte, lu hlbrldilaclonea reall1adu entre DNA total de A. 6N1ilenH y DNA 

de 1ill augleren que en nueatru mutante1 sólamente se encuentra preaente una copla de 
eate tr&111pot1ón, y en viata de que en dlferentee eventoa mutagtlnlcot1 el fenotipo obtenido se 

repitió recuper6ndoee almultineamente mutantea Hut- Nlr- con caracterlltlcu emlmAtlcu 
Mmejantel entre 11, queda augerldo que huta la preaencla de un sólo tnl para explicar el 

fenotipo oblervado. 

Loa reaultadoa de eate trabajo referente• a mrí2 (glnG) parecen eatar apoyadot1 por un 
trabajo realilado en A. lruilente por Pedro1a y Yatea (11~114). Ell01 afilan mutantea alteradu 
en 1u capacidad de fijar N1• Entre ellas, la FP8 y la FPD, crecen en todOI loa 1U1tratoe 
Ntr (NH,Cl 1 mM, NH,Cl 20 mM, arglnlna, prollna, hiatldlna y kldo 1lutl.mlco), excepto 
en NO,. Pedrosa y Yatea (19114) mencionan que 11tu dot1 mutante• preaentan sólamente 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 mill de enterobacteriBB). Realizan experimentos 
de complementación por conjugación con plásmldos del grupo de incompatibilidad IncP e 
Introducen tanto nifA como nkQ. Utilia:an el plásmido pCK3 (nifA e que se expresa de forma 

constitutiva a partir del promotor de tetraclclina), y encuentran que este plásmido es capas de 
complementar ambas mutaciones restableciéndoles la capacidad para fijar N2• Por otra parte 
Introducen el plásmldo pGElO (glnAntrBC de K. pneumonie construido por G. Espln), y en 
este cuo, el pGElO no es capaa: de restituir la función de fijación de Na a sus mutantes. 

Es Interesante notar que sus mutantes no están alteradu en 11u capacidad para utill1ar 
los 1ustratos Ntr Incluyendo la hl1tldina, en cambio no crecen en N03. Los datos de este 
trabajo de té1i1 difieren de los del trabajo de Pedro1a y Yates en que nuestru mutantes 11 
crecen en N03 y no crecen en hi1tldina, y no presentan alteraclonea en el comportamiento de 
laGS. 

Cabe mencionar también que en A. vinel11ndii se han encontrado resultadoa que su· 
gieren que en e1te organl1mo tampoco funciona como regulador general el producto de nkQ. 
Kennedy C. (1986) reall16 experimentoa de complementación con mutante• regulatoriu alter· 
adu en la fiJaclon de N2• Estu fueron complementadu para Nif+ por el pCKS (DlfA e de 
K. pMumonie). En cambio cuando H Introduce el plúmldo pMD46 (nlr.O de K. p111umonie) 
no H re1tablece el fenotipo Nif+. Por otra parte, el pMD132 (nifL de K. pneumont41 que H 
expresa conatitutivamente), cuando H Introduce en la cepa 1ilveatre de A. vinelondii no inter· 
fiere con loa niveles de fijación de N2 en abaoluto. En cambio, cuando el pMD132 H introduce 
en la mutante Nir- 1lmultáneamente con el pCKS, interfiere e Impide que eata cepa recupere 
el fenotipo Nif+. Cuando introdujo Dlfll·!Ad de K. pneumont41 en A. vinelondii encontró una 
auHncla total de la expremión de nlfH a jU1gar por la actividad de beta-galact01ldua. En 
cambio la lnvena, e1 decir, D10l de A. vinelondt'i clonado en K. pneumonie redujo notable-

. mente la actividad de nltrogenua de la cepa 1Uve1tre de K. pneumonidl, lo cual indica una 
fuerte Interacción entre el promotor de D1fH de A. vinelondii y el producto de DlfA de K. pneu· 
111oni•. A1lm11mo 1uglere que en A. wiMlandii, a 1emejan1a de lo que ocurre en A. huileMe, 
el producto de llHQ, por lo menoa el ele K. pncu111onie, no e1 capa• de activar la tra111Crlpclón 
de la nltrogenua en tanto que el producto de DlfA de K. pneumonie 11 logra hacerlo en Ju 
mutante• Nlr-, 

Au1ubel (1083)1 Merrlck (1983) y Drummond (1983) han profundl1ado en el estudio 

de loa productoa de miQ y nl.r..\, IUI blancoa de acción a nivel de DNA y lu estructuru 
que reconocen. Ya sabiendo que ambOI productoa génlcoa cumplen funcione1 1emejantea rela­

clonadu a metabolilmo nitrogenado, iniciaron eatudiOI comparatlvOI de lu 1ecuenclu que 
reconocen en loa promotore• de lOI gene1 que regulan. Comparando lu 1ecuenclu de var· 
IOI promotore1 como 10n el de glnA de E. coli, loa de tranaporte de hiltidina y arglnina de 
S. twlli111unum, Difll de R. meliloti, nifll, nifL, nlfE, DifM, nlíF. y DifD de K. pneumonie, han 
Identificado una secuencia heptam6rica consenso entre todOI estOI promotore1, en la región del 
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-10 a -ll5, pero diferente a la 11ecuencla con11enso de promotor encontrada para E. coli (Beynon 

et al., 198ll). Esta es TTTTGCA para aquellos operonea activables tanto por n!1º. como por 

DifA. (Ya ee mencionó en la Introducción que el producto de DifA puede sustituir al de mñ2 
como activador). En cambio, 1011 operones que sólo pueden 11er activados por n.ifA, comparten 

sólamente una 11ecuencla de lí pb consenso, que es TTGCA. 

Independientemente, Merrlck y Drummond (198ll), ul como Ausubel y Ow (198ll), 
han encontrado que el producto de DlfA, cuando te expresa a partir de un promotor cons­

titutivo, puede 1u1tltufr al producto de mñ2 como actlvador de lOI operones normalmente 
repladOI por Jlld2, Ow y Au1ubel (198Sa) han propuesto lnclUIO, que adn en condiciones 
ftliolóalcu, una ves activada la tr&lllCripclón de DlfA, '•te pudiera activar el promotor de 1lnA 
para ueaurar a travá de la GS, un flujo continuo de NHt hacia 1lutamlna que manten&• la 
concentración intracelular de NHt tan baja que la 1lnte1il de nltrogenua no 1e vea reprimida. 

En Anokena q., 'l\lmer (198S) encontró que hay homolo1la entre el DNA total de 

uta clanobacterla y I01 1ene1 estructurales de la nitro1enua n1fHDK de K. pn1umot1w. F.te 
autor tampoco encontró un control nitro1enado del tipo Ntr en Anokma ., .. En completa 
conaruencia, 'l\lmer (108ll) encontró que el gene de 1lnA de Ataakena clonado en B. eoli te 

expresa Independiente de Dll.Q. En este milmo trabajo H mapeó la re1lón de iniciación de 
la tran1erlpclón de glnA, y H encontraron dOI 1lti01 de Iniciación. Uno de ellOI tiene una 
1ecuencla 1lmllar al promotor con1emo de B. coli y e1 el que 1e UN en condiciones de exce10 
de nltró1eno. El 1e1undo pre1enta una 1ecuencla semejante al promotor de n1fll de Auketaa, 
y e1 áte el que H UA en condiciones de limitación de nitróaeno. 

Aaf, por una parte lu 1emejan1u entre IOI operones DklKl y DifLA han llevado a 
varlOI 1rup01 a proponer un orl1en comdn para amb01, que D1fLA 1ur1e como una duplicación 
de iww;¿, con su p01terior e1peclall1ación (Ow y Auaubel 198lla). Por otra parte, la Infor­

mación que H ha venido acumulando alrededor de e1to1 d01 operone1 en diferente1 or1anism01 
diuotróllc01, apunta a que 1i bien lOI 1ene1 estructurales para la fijación de N1 eet"1 muy 

conservad°' a nivel de la HCuencla u( como el sene DifA, IOI mecani1m01 de regulación que 
controlan e1ta función no H encuentran tan con1ervad01. As(, en A. vit11lata4ii, en R. pll11eoli, 

en AMNIM q. y en A. 6tuile111e pareciera que el control para la fijación de nltró1eno pre­
Klnde de DllQ y en ,cambio H re1ula por el 1illtema de adenilaclón de la GS y por un activador 

del tipo de nlfA, 
A1fmi1mo, nueatr01 datOI 1uaieren la exi1tencia de un re1ulador adicional para Nlf y 

Hut el cual no parece nr llllQ¡ huta el momento Dl[Q no ha 1ido ldentillcado a nivel molecular. 

El hecho obtervado de que el producto de llkQ y el de DifA pre1enten 1imilltudn funclonala 

'1 de que 1u1 reapectiv01 1ene1 compartan cierto arado de homolo1fa a nivel de HCuencia, 
podría 1u1erlr que en nue1tru mutantes·, mutacionn en nifA pudieran Hr re1ponsable1 de lol 
fenotlpOI Nir- Hut-. Sin embar101 al reali1ar experlmentOI de hibrldi1ación entre DNA total 
de A. 6'uile111e y DNA con DifA de K. pneumotaw, encontramos que 11 bien hay d01 bandu 

de hibrldi1ación p01ltlva con DHA, ninauna de tu dOI corre1pondló en peso molecular a la 
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que contenía el ~. E.te resultado apoya la suposición de que el ~ en 1111 mutantes de 
A. lwcuilcnH no 11e locali1a en el gene de nifA. 

A la lu1 del reciente modelo en E. coli de un po•ible regulador en la reglón de GOGAT, 
re.ultaría lntere1&11te anall1ar por hlbridl1aclone1, 11 ea que Ju mutacioneti r111pon1able11 del 
lenotipo Hut- NIC- eatú locall1adu en la reglón contfgua a loa genea e1tructurale11 para 
GOGAT. 

Re1ulta conveniente enlatlsar que loe 11tudloe que 11e realicen aobre 11tructura y 
luncl6n g4nlca en A • .._.,,,.,, ae ven lmpedldoa huta el momento por nueatra Incapacidad 
en haber generado un 1latema de recomblnac16n g4nlca en ate organlamo. Por conalgulente, 
fttudloe de alellamo, de mapeo 1en4tlco, lu relacionu de llaamlento '1 IOI 11tudloe de com· 
plementacl6n ae ven 1upeditadoe al empleo de plúmidoa promflcuoe para poder introducir 
lnlormaci6n gen4tlca en utu dlulu. El deaarrollo de un 1iatem1 de recomblnacl6n g4nica 
u de 1uma Importancia 11 queremoa llegar a conclU1ione1 mú eapecfftcu '1 menoa elucubra­
tivu como a Ju que hemoe tenido que recurrir huta el momento, tanto noeotroe como otroa 
lnve1tlgadorea qui trabajan con uta bacteria. 

,i. 

~ ' ' . : 
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