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1. Azotobacter y el ciclo de nitrégeno

El nitrégeno es un elemento fundamental para los
seres vivos. Tras el carbono, el hidrbégeno y el oxigeno,
es cuantitativamente, el elemento m&s abundante de la
materia viva, de la gque constituye del 8 al l16%.
Cualitativamente forma parte de moléculas tan
importantes para la vida como los &cidos nucleicos y las

proteinas.

Aunque el nitrégeno constituye el elemento més
abundante de la atmésfera (79%), su disponibilidad para
la gran mayoria de 1los organismos estd limitada a la
pequefia proporcién del total que representa el nitrégeno
fijado. Solo algunos procariotas, que reciben el nombre
de diazotrofos o fijadores de nitrdégeno pueden utilizar
el nitrégeno atmosférico, en forma de Ny, y convertirlo

en nitrdégeno combinado bajo forma de amonio.

El nitrdégeno fijado se puede encontrar en diversos
estados de oxidacién como nitrato, nitrito, amonio o
nitrégeno orgdnico y puede pasar finalmente a nitrdégeno
atmosférico cerrando un proceso conocido como "ciclo del
nitrégeno". En la figura 1 se presenta un esquema de
este ciclo. El1 nitrégeno orgdnico procedente de la
desintegracién de 1los organismos y de sus excreciones
puede ser transformado en amonio en un proceso
denominado amonificacién. El1 amonio puede ser oxidado
hasta nitrato, en un proceso denominado nitrificacién,
que es 1llevado a cabo por las bacterias nitrificantes.
El amonio y el nitrato pueden ser absorbidos por las
plantas y microorganismos y pasar de nuevo a formar
parte de la materia orgdnica, proceso conocido como
asimilacién. En ambientes anaerobios o microaerobios
algunas bacterias pueden realizar un proceso conocido

como desnitrificacidén, mediante el <cual el nitrato se
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transforma en nitrégeno molecular o en Oéxidos de este
elemento gque escapan a la atmésfera. El suelo pierde
nitrégeno por desnitrificacién, por volatilizacibén del
amonio, por el lavado de los nitratos con el agua de la
lluvia y sobre todo por la recoleccién de 1las plantas;
estas pérdidas se compensan por la reduccidén de
nitrégeno atmosférico a amonio "fijacién de nitrégeno".
La atmésfera es la gran reserva de nitrégeno de la
naturaleza y la fijacién de nitrégeno molecular la etapa

estabilizadora del ciclo de este elemento.

La reduccién de Ny puede ocurrir de tres maneras
distintas. En primer lugar, las descargas eléctricas de
las tormentas, las radiaciones ultravioletas, los rayos
césmicos o la friccidén de 1los meteoritos con la
atmésfera pueden proporcionar 1la energia requerida para
producir 6xidos de nitrdgeno e incluso amoniaco a partir
de Ny atmosférico. En segundo lugar, el Ny del aire
puede ser reducido industrialmente con hidrbégeno gaseoso
por el procedimiento de Haber-Bosch. En tercer lugar,
existe la ya mencionada fijacién bioldgica, realizada

solo por algunos procariotas.

Se estima gue se fijan anualmente wunos 275
millones de Tm de nitrdgeno, de las cuales 175
corresponden a la fijacidén biolégica, 70 a la industrial
y 30 a la espontdnea. Por lo  tanto, la fijacidn
biolégica supone méds del 60% del nitrdégenoc fijado y més
del doble del nitrégeno afiadido a los cultivos en

fertilizantes.

El género Azotobacter, descrito por primera vez

por M. W. Beijerinck en 1901, comprende unas bacterias
del suelo, gramnegativas, aerobias estrictas, que forman
guistes, y que son capaces de utilizar como fuente de

nitrégeno tanto el N; atmosférico, como el nitrato, el



nitrito o el amonio. Las caracteristicas principales del

género Azotobacter como fijador de nitrégenoc son las

siguientes: Son bacterias fijadoras libres, es decir,
para fijar el Ny no necesitan establecer simbiosis con
otros organismos, caracteristica que comparten con otros

géneros bien conocidos como por ejemplo Klebsiella o

Clostridium. Es uno de 1los pocos géneros (junto a

Azomonas, Beijerinckia y Derxia) que fija nitrbégeno en

aerobiosis, y ello gracias a que ha desarrollado unos
sofisticados mecanismos que protegen a la nitrogenasa de

la ipnactivacién irreversible por Oy, bien manteniendo un

microambiente anaerobio eliminando el O mediante una
intensa actividad respiratoria (mecanismo que se conoce
como "proteccidén respiratoria"), o bien inactivando

reversiblemente a la nitrogenasa mediante la unién a

otra proteina, proteina Shethna (Shethna, 197Q) cuando
el nivel de O es suficientemente alto (mecanismo gque se
conoce como "proteccidén conformacional®"). Y por Gltimo
es el <UGnico género en el que se han descrito dos
nitrogenasas: una nitrogenasa convencional dependiente
de molibdenoc y otra gque solo se expresa en ausencia de

molibdeno, descrita por primera vez en A. vinelandii

(Bishop et al., 1980; Bishop, 1982). Recientemente se ha

purificado, a partir de unos mutantes de A. chroococcunm,

que presentan una delecidén de los genes estructurales de
la nitrogenasa, nifHDK, otra nitrogenasa gque en vez de

molibdeno tiene vanadio (Robson et al., 1986).

Se ha discutido mucho 1la utilidad de Azotobacter

como fertilizante nitrogenado, y de hecho se ha empleado
como fertilizante en una amplia variedad de cultivos. Se
han realizado numerosos estudios sobre el efecto de la

inoculacién con Azotobacter sobre el crecimiento de las

plantas. Los estudios realizados en 1la URSS y otros
paises del Este describen aumentos de rendimiento en

diversos tipos de cultivo, especialmente de patata,



(Rubenchick, 196Q). También en determinados suelos de
Egipto (Hegazi et al., 1974) y de la India (Karunakar y
Rajgopalan, 1936) se ha descrito un incremento muy
notable del rendimiento tras inoculacibén de cultivos de
cafia de azucar, maiz y sorgo. En cambio en otros paises
como Suiza, Francia, Dinamarca, Finlandia y EEUU los
resultados han sido negativos (Hamdi, 1985). En
cualquier caso, no estd demostrado que el aumento en el
rendimiento de las plantas sea debido a la incorporacién
de nitrégeno al suelo. Otra posibilidad es que dicho
efecto se deba a sustancias, como las giberelinas,
citoquininas y 4&cido indolacético, liberadas por este
tipo de bacterias (Vancura, 1961; Brown et al., 1968) o

al antagonismo que ejerce Azotobacter sobre ciertas

bacterias y hongos patdédgenos como Candida, Monilia vy

Alternaria.

2. Andlisis genético en Azotobacter

La especie mas estudiada dentro del género

Azotobacter desde el punto de vista genético es A.

vinelandii. Los primeros mutantes Nif~ (que han perdido

la capacidad de fijar nitrdbégena) descritos en la
literatura fueron obtenidos precisamente en A,

vinelandii hace varias decadas. A pesar de ello, la

genética de este organismo estd muy atrasada presentando
dos problemas fundamentales. Uno de ellos es el escaso
nimero de mutantes distintos de los que se dispone para
utilizarlos como marcadores genéticos y el otro es la
falta de wun mecanismo eficaz de transferencia de
material cromosémico que permita llevar a cabo estudios

de recombinacién y complementacidn.

2.1 Mutagénesis

El limitado numero de mutantes descritos de



Azotobacter probablemente se deba no a una dificultad de

la mutagénesis en s{ sino a que Azotobacter tiene un

elevado numero de copias del cromosoma (Sadoff et al.,
1979; Robson et al., 1984).

Se ha empleado una extensa gama de mutédgenos
distintos, luz ultravioleta, nitrosoguanidina,
etilmetanosulfonato, hidroxilamina Yy transposones
(Kennedy y Toukdarian, 19871) y el resultado ha sido el
aislamiento de mutantes Nif~ y algin auxétrofo de
Adenina, Uracilo, Hipoxantina o cisteina (Contreras,
1987; Kennedy y Toukdarian, 1987), asi{ como resistentes

a antibiéticos o a antimetabolitos.

2.1.1 El1 ICR-191

El ICR-191 es una acridina altamente mutagénica en

Escherichia coli y otros organismos. Los compuestos ICR

son similares a la proflavina: se trata de compuestos
heterociclicos planos que ademds llevan una cadena de

poliamida, figura 2.

Varios tipos de pruebas sugieren gue los
compuestos ICR producen mutaciones por desfase, (Ames y
Whitfield, 1966; Roth, 1974). La mayoria de las
mutaciones inducidas por ICR no revierten con mutdgenos
que producen sustituciones de bases, pero si 1lo son por
el propio ICR. Los compuestos de ICR inducen mutaciones
con efectos polares, 1lo cual sugiere que producen
cambios de fase y 1la polaridad se debe a que aparecen
codones sin sentido en la nueva fase de 1lectura de la
traduccién. Martin (19671) y Newton (197Q) demostraron
que la reversién de mutaciones inducidas por ICR
frecuentemente ocurre por mutacién en un segundo sitio
dentro del gen mutante. Estas mutaciones que originan la

reversidn provocan normalmente cambios de pauta de
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Figura 2: Esquema de la molécula de ICR-191.
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Azotobacter estd o no contaminado (Kennedy y Toukdarian,

1987). Hasta hace poco el lUnico sistema de transferencia
de DNA cromosémico que se conocia era la transformacién
(Page, 1978; Page y Tigerstrom, 1972). M4&s recientemente
se ha descrito 1la transformacidén con DNA plasmidico
(David et al., 1981; Glick et al., 1985). También es
posible transferir material cromosémico por conjugaciédn
empleando el pldsmido promiscuo del grupo IncP-1, R68.45
(Tortolero et al., 1983).

3. Azotobacter y el metabolismo del nitrégeno

3.1 Asimilacidén del amonio

El amonio producido por fijaciébén, por reduccidn de
nitrato o de nitrito, por degradacién de compuestos
orgdnicos o tomado directamente del medio, puede ser
incorporado a esqueletos carbonados por varias vias
metabdlicas, de las cuales las mds importantes son la
catalizada por la glutamato deshidrogenasa (GDH) y la
catalizada por las enzimas glutamina sintetasa (GS) vy
glutamato sintasa (GOGAT) o0 ruta GS/GOGAT.

La GDH cataliza la aminacién reductiva del
2-oxoglutarato en glutamato, figura 3. Esta reaccidn
solo puede tener lugar a altas concentraciones de amonio

debido a la alta Km de esta enzima para el amonio.

La incorporacién de amonio a esqueletos carbonados
por la ruta GS/GOGAT tiene lugar en dos etapas. En 1la
primera, una molécula de glutamato reacciona con una de
amonio para dar una molécula de glutamina. Esta reaccién
estd catalizada por la glutamina sintetasa, enzima que
ha sido muy estudiada por su papel clave en el
metabolismo del nitrégeno. La GS €S una enzima



13

homomultimérica que en bacterias gramnegativas puede
tener cada una de sus subunidades en forma adenilada
(poco activa) o desadenilada (activa). La adenilacién y
desadenilacidn de la GS responde a la fuente de
nitrdégeno utilizada y es llevada a cabo por un sistema
de varias enzimas. En la segunda etapa, dgue es
catalizada por la GOGAT, se produce una transaminacidn
desde la molécula de glutamina antes formada hasta una
molécula de 2-oxoglutarato para dar como producto dos
moléculas de glutamato, figura 3.

En la mayor parte de los organismos estudiados la
ruta GS/GOGAT resulta ser la via principal de
incorporacién de amonio a esqueletos carbonados (Tempest
et al., 1973; Miflin y Lea, 1976; Tyler, 1978), a
excepcidén hecha de 1los hongos (Brown et al., 1974).
Ademds se ha comprobado qgue algunas bacterias carecen de
actividad GDH detectable, como por ejemplo Bacillus

megaterium (Elmerich y Aubert, 1971), Rodopseudomonas

capsulata (Johansson y Gest, 1976), Rhizobium (Ludwing,

1978) y en A. chroococcum (B4rcena, 198Q0), asi como

muchas cianobacterias (Meeks et al., 1971).

3.1.2 Regulacién de la produccidn y asimilacién del

amonio en bacterias

El control genético de la produccién de amonio y
su posterior incorporacidén a esqueletos carbonados se ha
estudiado mucho en enterobacterias. Los datos obtenidos
con otras bacterias gramnegativas, como Rhizobium o

Azotobacter, muestran la existencia de ciertas

similitudes entre éstas y las enterobacterias, aunque se

detectan diferencias importantes.

En enterobacterias, el sistema de control (ntr)

estd constituido por tres genes: ntrA (glnk), ntrB




Exterior

NHI:

Arminodcidos

Interior
!
Glutamcto
Glutamcto
Glutaming ————— (GOGAT)
(GS)

2-oxoglutarato

metabolitos
(GOH) Glutamato nitrogenados

2-oxoglutarato

Figura 3: Vias de incorporacién de amonio en bacterias.
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(glnLk) y ntrxC (glnG). Los genes ntrB y ntrC estén

ligados y forman parte de un operédn junto con el gen
estructural de la glutamina sistetasa (glnA) (De Bruijn
y Ausubel, 198l; MacFarland et al, 1981; Pahel et al,
1982). E1 gen ntrA, por el contrario, estd localizado
lejos de 1los anteriores. La accién conjunta de estos
tres genes permite controlar la expresién de una serie
de sistemas encaminados a proporcionar amonio (fijacién
de nitrdégeno, degradacién de ciertos aminodcidos, etc.)

y del propio operén glnAntrBC.

Se sabe que diferentes enterobacterias, como
Salmonella typhimurium (Garcia et al., 19717),
Escherichia c¢coli (Pahel et al., 1978) o Klebsiella

aerogenes (Gaillardin y Magasanik, 1978) poseen el gen
ntrA. En todos 1los casos conocidos los mutantes ntrA~
son auxétrofos para glutamina e incapaces de utilizar
otras vias de produccién de amonio (fenotipo NtrY),

incluyendo 1la fijacidén de nitrbégeno en K. pneumoniae

(Leonardo y Goldberg, 1980).Los mutantes ntrA~ de A.

vinelandii son también nif~, aunque, a diferencia de las

enterobacterias, tienen glutamina sintetasa (Santero et
al., 1986).

La expresidn del gen ntrA es constitutiva,
independiente de 1la fuente de nitrdgeno y de la
presencia de producto NtrA funcional (Merrick y Steward,
1985). En estudios realizados <con ciertos plasmidos se
observé que la pfoteina NtrA competia con la subunidad
sigma-70 de la RNA-polimerasa, producto del gen xrpoD, 1lo
gue sugeria gque la proteina NtrA podia ser un factor
sigma especifico para los promotores del metabolismo del
nitrdégeno, lJos <cuales tienen una secuencia consenso
diferente de la del resto de los promotores bacterianos,
(Beynon et al., 1983; Ow et al., 1983; Ow et al., 1985).

Esta suposicidén ha sido confirmada tras el aislamiento Yy
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la purificacién parcial de 1la proteina NtrA, Hirschman
et al., 1985.

La funcién del gen ntrB no se conoce. Se ha
demostrado que este gen tiene funciones represoras, ya
que se  pueden obtener estirpes superreprimidas que
pierden este fenotipo al introducir deleciones en ntrB
(Foor et al., 1978; Bueno et al., 19853). Sin embargo,
también se ha observado que las deleciones de este gen
no producen una alteracidén drdstica de 1la regulacién de
la glutamina sintetasa (Chen et al., 1982).
Recientemente se ha establecido que el gen ntrB tiene
capacidad represora, pero su efecto solo se puede notar
a concentraciones de nitrdégeno intermedias. En estas
condiciones los mutantes por delecién de ntrB tienen
niveles sensiblemente mds altos de glutamina sintetasa
que la estirpe silvestre (Bueno et al., 1983). La
funcién del producto ntrB seria la de modular 1los
niveles de expresién de 1los genes del metabolismo del
nitrégeno, siempre dentro de unos limites intermedios,
pudiendo gquizas actuar como un intermediario en la
transferencia de informacién de 1la disponibilidad de

nitrégeno desde 1los productos de los genes glnB y glnD

(enzimas responsables de la adenilacién y desadenilacidn

de la glutamina sintetasa) hasta los productos de los

genes ntrA y ntrC (Backman et al., 1983).

El gen ntrC ha sido objeto de numerosos estudios,
en los que se ha revelado como un activador esencial
para la expresién de 1los genes del metabolismo del
nitrégeno (Kustu et al., 1979; Pahel y Tyler, 1979;
Rothman et al., 1982). En el operén glnAntrBC tiene
ademds funciones represoras, ya que mutantes ntraA~
(auxétrofos de glutamina) pueden revertir a protétrofos
por mutaciones que inactiven ntrC, Magasanik (1982). Se
podido demostrar gque la proteina NtrC interacciona con
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el DNA (Hirschman et al., 1985; Hawkes et al., 19853), 1lo
que sugiere que la funcidén activadora la realiza
directamente sobre el DNA.

3.2 Asimilacién del nitrato

El nitrato es la forma de nitrégeno inorgdnico més
abundante en los suelos y es asimilado tanto por
plantas, algas y hongos como por numerosos
microorganismos procaridticos. La asimilacién del
nitrato es, por lo tanto, un fendmeno cuantitativamente
importante. Cualitativamente también tiene importancia,
ya que la presencia de nitrato inhibe 1la fijacidén de
nitrégeno en fijadores aerobios, como por ejemplo en A.
vinelandii (Lee y Wilson, 1943; Wilson et al., 1943), A.

agile (Burns, 1965; Lee y Wilson, 1943), A. chroococcum

(Lee y Wilson, 1943; Zoond, 1926) y Anabaena cylindrica

(Fogg, 1942). El1 nitrato tiene efectos negativos sobre
el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa,
impidiendo la formacién de nédulos e inhibiendo 1la
fijacién de nitrbégenc en 1los nédulos ya formados
(Nutman, 1956; Virtanen et al., 1941).

Tanto en eucariotas como en procariotas,
fotosintéticos o no, la reducciébn asimilativa del
nitrato se realiza mediante dos etapas: la reduccién del
nitrato hasta nitrito, reaccidén que es catalizada por la
nitrato reductasa Yy que supone la transferencia hasta el
nitrato de 2 electrones, y la reduccién del nitrito
hasta amonio, en wuna reaccién 1llevada a cabo por la
nitrito reductasa y que supone la transferencia de 6

electrones hasta el nitrito.

3.2.1 Las nitrato reductasas asimilatorias

La nitrato reductasa asimilatoria es la primera
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enzima en la reduccidén del nitrato hasta amonio. Se
trata de wuna molibdoproteina gque cataliza la reduccidn
por 2 electrones del nitrato hasta nitrito en una gran
variedad de organismos: bacterias, hongos, algas vy

plantas superiores (Payne, 1973; Guerrero et al., 1981).

Atendiendo a la especificidad del donador de

electrones, se pueden distinguir dos tipos de nitrato

reductasas asimilatorias: (%) Dependientes de
ferredoxina, las cuales se presentan tipicamente en
cianobacterias y (I1) dependientes de piridin
nucleétidos, gue se encuentran fundamentalmente en

organismos eucaridticos.

En diversas cianobacterias, como Anabaena

cylindrica (Hattori, 197Q), Anacystis nidulans (Manzano

et al., 1976) y Nostoc moscorum (Ortega et al., 1976),

se ha puesto de manifiesto la existencia de una nitrato
reductasa asimilatoria gue puede aceptar electrones
directamente desde la ferredoxina reducida, pero no
desde piridin nucleétidos reducidos. La nitrato
reductasa de Anacystis ha sido purificada hasta
homogeneidad y parcialmente caracterizada (Manzano et
al., 1978). Esta enzima es una molibdoproteina compuesta
por una sola cadena polipeptidica de 75 kilodaltons de
peso molecular y que carece de flavinas y citocromos
(Candau, 1979).

No existen pruebas claras que demuestren que las
nitrato reductasas asimilatorias de bacterias
fotosintéticas utilicen ferredoxina como donador

fisioldégico de electrones (Guerrero et al., 1981).

En bacterias aerobias quimibétrofas se conocen
pocos datos acerca de esta enzima. Si bien se ha podido

detectar actividad dependiente de ferredoxina "in vitro"
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en A. chroococcum (Tortolero et al., 1975), no se puede

concluir gque éste sea el donador fisioldbgico de
electrones a 1la nitrato reductasa. La nitrato reductasa

de A. chroococcum es una enzima soluble (Guerrero et

al., 1973); sin embargo, A. vinelandii posee una nitrato

reductasa unida a grandes particulas (Taniguchi y
Ohmachi, 1960). Recientemente ha sido purificada hasta
homogeneidad 1la nitrato reductasa asimilatoria de 1la
bacteria también fijadora de nitrdédgeno Derxia gummosa

(Wang y Nicholas, 1986); dicha enzima estd compuesta por
dos subunidades de 88 y 80 kdaltons y contiene citocromo
bgg7; Como donador de electrones wutiliza el piridin
nucledétido NADH vy su actividad resulta estimulada por la
presencia de FAD o FMN. En hongos, algas verdes Yy
plantas superiores la nitrato reductasa es una
molibdoproteina que contiene FAD y citocromo bgs7 Yy gue
cataliza la reduccidén de nitrato a nitrito utilizando
NAD(R)H como donador de electrones (Garret y Amy, 1978;
Hewitt, 1975; Hewitt y Notton, 1980; Losada y Guerrero,
1979; Vennesland y Guerrero, 1979). De acuerdo con la
especificidad mostrada por NADH o NADPH, se pueden

distinguir tres tipos de nitrato reductasas.

Un tipo usa especificamente NADH y corresponde a
la nitrato reductasa que se encuentra en las hojas de la
mayoria de las plantas superiores (Beevers y Hageman,
1969; Beevers y Hageman, 1972; Kuo et al., 198Q0) y en
algunas algas verdes, como por ejemplo, Chlorella
(Solomonson, 1979; Syrett y Morris, 1963). Otro tipo es
el encontrado mayoritariamente en algas verdes (Ahmed y
Spiller, 1976; Diez et al., 19771) y en levaduras
(Guerrero y Gutierrez, 1977; Rivas et al., 1973), el
cual puede usar indistintamente ambas moléculas de
piridin nucledbtidos con aproximadamente la misma
afinidad por ambas. Son por tanto dependientes de
NAD(R)H. Por dltimo, en los hongos filamentosos
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Aspergillus nidulans (McDonald y Coddington, 1974) vy

Neurospora crassa (Pan y Nason, 1978), la nitrato

reductasa usa especificamente NADPH.

3.2.2 Nitrito reductasas asimilatorias

La nitrito reductasa asimilatoria cataliza 1la
reduccién del nitrito hasta amonio en wuna reaccién que
implica la transferencia de 6 electrones. Esto es un
hecho inusual ya que tan solo 1la nitrogenasa y la
sulfito reductasa, ademds de 1la nitrito reductasa,
catalizan reacciones en las que se transfieren 6
electrones. Hay una gran similitud entre 1la nitrito
reductasa y la sulfito reductasa, pudiendo esta Gltima

reducir "in vitro" al nitrito.

Atendiendo al donador de electrones 1las nitrito
reductasas se pueden dividir en dos grupos: (1)
Dependientes de ferredoxina, caracteristicas de
organismos fotosintéticos y (I1) dependientes de piridin
nucleétidos reducidos, que se encuentran en organismos

no fotosintéticos.

Las nitrito reductasas dependientes de ferredoxina
son normalmente enzimas solubles gque contienen como
grupos prostéticos una agrupacién sulfoférrica y un
grupo sirohemo (Guerrero et al., 1981).

Las nitrito reductasas asimilatorias dependientes
de NAD(R)H se pueden separar en tres grupos: Unc
compuesto por aquellas que pueden utilizar
indistintamente ambos piridin nuclebétidos como donador
de electrones, como la del hongo Neurospora (Garrett y

Amy, 1978). Un segundo grupo lo formarfian las nitrito
reductasas con una marcada especificidad por el NADPH

como donador de electrones, como la de la levadura
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Torulopsis nitratophila (Rivas et al., 1973). Por

Gltimo, un tercer grupo 1lo forman las enzimas que se
encuentran en organismos procaribéticos no fotosintéticos
y tienen como donador de electrones especifico al NADH.
En general, las nitrito reductasas dependientes de
piridin nucledétidos tienen como grupos prostéticos FAD y
un grupo sirohemo (Guerrero et al., 1981).

3.2.3 Regulacidén de la asimilacién de nitrato

En los diferentes organismos estudiados la
capacidad de utilizar nitrato varia en respuesta a
cambios en pardmetros ambientales, la luz, la
temperatura, el pH, los niveles de CO y 033, la fuente
de nitrégeno y otros factores (Beevers y Hageman, 1972;
Garrett y Amy, 1978; Hewitt et al., 1976; Losada vy
Guerrero, 1979; Morris, 1974; Syrett y Leftley, 1976;
Vennesland y Guerrero, 1979).

La regulacidén de 1la reduccién del nitrato hasta
amonio puede tener lugar por la inactivacién de las
enzimas, que puede ser reversible (Interconversién
metabbélica) o irreversible (Degradacidén proteolitica) o

por el control sobre la sintesis de las enzimas.

Se ha otorgado un papel importante en la
regulacién de esta ruta a la reduccidén del nitrato hasta
nitrito por la nitrato reductasa, por lo que esta enzima
ha sido objeto de numerosos estudios; en comparacién, la
reduccién de nitrito hasta amonio ha sido mucho menos
estudiada. Otro punto posible de regulacidén de la ruta

es la entrada del ién nitrato al interior celular.

Existen pruebas de interconversiones metabdlicas
reversibles de la nitrato reductasa en algas (Losada Yy
Guerrero, 1979; Vennesland vy Guerrero, 1979%). Ademds se
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han observado inactivaciones reversibles en estudios "in
vitro" en plantas (Leong y Shen, 1979; Palacidn et al.,
1974; Trinity y Filner, 1979; Wallace, 1973) y en 1la

bacteria A. chroococcum (Guerrero et al., 1973).

En Neurospora se han detectado inactivadores

especificos de la nitrato reductasa que tienen actividad
proteasa (Sorger et al., 1978). Existen ademds numerosos
casos descritos de degradacién proteolitica de la
nitrato reductasa en respuesta a cambios ambientales,
tanto en plantas (Jolly y Tolbert, 1978; Kadam et al.,
1974; Sherrad et al., 1979; Wallace, 1978; Yamaya et
al., 1980; Yamaya y Ohira, 1976) como en hongos (Garrett
y Amy, 1978; Hewitt, 1975; Sorger et al, 1978;

Vennesland y Guerrero, 1979).

En cuanto al control de la sintesis de 1la nitrato
reductasa, existen numerosos estudios en los hongos

Neurospora crassa Yy Aspergillus nidulans. En ambos

casos, la sintesis de la nitrato reductasa estd sujeta a
induccidén por nitrato y represién por amonio y 1la propia
enzima regula autogenamente su sintesis (Cove y Pateman,
1969; Tomsett y Garett, 1981).

Todos los datos existentes en cianobacterias
indican gue el amonio actua como represor de la
asimilacién de nitrato, tanto en fijadoras de nitrdgeno
(Bagchi y Singh, 1984; Hattori, 1962; Herrero et al.,
1981; Meeks et al., 1983; Ohmori et al., 1977) como en
no fijadoras (Flores et al., 1980; Manzano et al., 1976;
Stevens y van Baalen, 1974). En cianobacterias no
fijadoras de nitrdégeno no es necesario la presencia de
nitrato para la sintesis de 1la nitrato reductasa,
obteniendose una alta actividad de esta enzima en
ausencia de nitrato y de amonio (Herrero et al., 198l1).

Los resultados obtenidos con cianobacterias fijadoras de
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nitrégeno difieren de los anteriores, ya que muestran en
su mayoria que el nitrato actua como inductor de la
sintesis de altos niveles de nitrato reductasa (Herrero
et al., 1981; Meeks et al., 1983). No obstante, Bagchi y

Singh (1984), encontraron gque en Nostoc moscorum el

nitrato no es inductor de 1la sintesis de nitrato
reductasa, aunque es necesario para activar el sistema

de transporte al interior celular.

Los estudios realizados en bacterias sobre la
reduccién de nitrato se han centrado fundamentalmente en
nitrato reductasas disimilatorias, especialmente 1la de
E. coli, de la cual se poseen numerosos datos
bioquimicos y genéticos. La nitrato reductasa de E. coli

esta codificada por tres genes narG, narH y narl

(Edwards et al., 1983; MacGregor, 1975) que forman una
sola unidad transcripcional (Bonnefoy-Orth et al., 1981;
Edwards et al., 1983; 1Ingledew y Poole, 1984). La
sintesis de la nitrato reductasa disimilatoria es
inducida por nitrato y reprimida por oxigeno (Fimmel y
Haddock, 1979; Showe y DeMoss, 1968; Stewart, 1982). Al
igual que sucede en hongos, la propia enzima ejerce un

control autdégeno de su sintesis (Bonnefoy et al., 1986).

En contraste con las nitrato reductasas
disimilatorias la informacién sobre nitrato reductasas
asimilatorias en bacterias es muy escasa. El sistema

mejor conocido es el de Pseudomonas aeruginosa. Esta

bacteria posee dos nitrato reductasas, una asimilatoria
y otra disimilatoria, que son genéticamente distintas
(Sias et al., 1980). Se han obtenido mutantes de P.

aeruginosa incapaces de asimilar nitrato y se han

dividido en tres grupos: Uno formado por mutantes que
carecen de la nitrato reductasa asimilatoria, otro que
carece de la nitrito reductasa asimilatoria y un Gltimo

grupo que carece de ambas enzimas (Sias e 1Ingraham,
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1979).

En A. vinelandii, Sorger (1969) obtuvc un mutante

que carecia de actividad nitrato reductasa.
Recientemente, se han descrito mutantes en el gen ntra,
gue carecen de nitrato reductasa, nitrito reductasa vy
nitrogenasa (Santero et al., 1986) y mutantes en el gen
ntrC, los cuales carecen de nitrato reductasa pero no de
nitrogenasa (Toukdarian et al., 1986).

4. Objetivo de esta tesis

El objeto de esta tesis ha sido estudiar la

genética de la asimilacién de nitrato en la bacteria A.

vinelandii. Se han abordado los siguientes puntos:

1) Estudio fisioldgico de la asimilacidén de

nitrato en estirpes silvestres.

2) Obtencién de una amplia coleccién de mutantes

afectados en la asimilacidén de nitrato.

3) Clasificacién de dichos mutantes en distintos
grupos atendiendo a diferencias fenotipicas y a la
complementacién con césmidos que llevan genes

reguladores ya descritos.

4) Caracterizacién fisiolbgica de 1los distintos

grupos de mutantes.

5) Construccién de una genoteca y complementacidn

con esta de los mutantes obtenidos.
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l. Estirpes y pldsmidos utilizados

Las estirpes y plédsmidos utilizados se indican en

la tabla I.

2. Tampones y soluciones

-Tampén fosfato 0.5 M, pH 7.5

PO4H2K.¢...-.......0-.-..oo...nco 10.88 g
PO4HK2..ooo-.oo.oooo.oo.ooo.--oo. 73012 g
H20. ® 8 8 8 0 0 00 0 2 PR LGS s e e et e e .haSta l l

-Solucidédn de Fe-EDTA

Se preparé mezclando las soluciones A y B. La

mezcla se oxida burbujeando con aire durante una noche.
Solucidén A: EDTA 4cido libre..... 16 g
KOH...............C'. 10049

H0....000000000eesehasta 186 ml

Solucién B: SOgFe.7 H9Ouvvrvuns.. 13.7 g
H30.cc0evveeeeeceeesshasta 346 ml

~Reactivo Holmes-Bonner

Se preparé siguiendo el procedimiento descrito por
Maniatis et al. (1982). Una solucién de cloroformo y
alcohol isoamilico en proporcién 24:1 se mezcla en
volumenes iguales con una solucidén de fenol saturada con
tampén Tris-EDTA.
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Tabla I: Estirpes y pldsmidos utilizados

Estirpe o
plésmido

Genotipo/Fenotipo

O marcador

Origen o referencia

Azotobacter vinelandii

Uw
UW136
uwer
AS29
AS30
As31
AS32
AS33
AS34
AS35
AS36
AS37
AS38
AS39
AS40
AS41
AS42
AS43
AS44
AS45
AS46
AS47
AS48
AS49
AS60
AS61
AS62
AS63
MV91l

Silvestre

RifT

Nif-6(I"II%) Rif¥

Nif-6
Nif-6
Nif-6
Nif-6
Nif-6
Nif-6

Nif-6 Nar~

ntrA-9 RifT

Nir~

RifT

ntrc-1 Riff
ntrCc-2 Riff
ntrc-3 Riff
ntrC-4 Riff

Nar™

RifT

Nir~ RifT

(Chl Nart Nif<7)::Tn5

Rifr

Bishop y Brill
n
C. Kennedy
Santero et al. (1986)
Esta tesis



MV92

MV93
MV94
MV95
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(ChlY Nar* Nif~)::Tn5 Esta tesis
Rifr

Escherichia coli

HB101

Q358

SMR10

Plé&smidos

pCAl
pGS?9
PHS255
pLV50
pLV72
PRK2013

proA2,leuBl,thil Maniatis et al. (19823)
aral4,lacY,galk,Xyl5

Mtll,supE, recaAl3

hsdS20,rpsL20

hsdRx~,hsdMg*, supF N. Pieniazek

(sutyy)

C-la(Lambda cos2 B N. Pieniazek
red3,gam am2l1l0

cIts857,xisl,ninb)/

lambda

(Nar-Nix), KmT Esta tesis

CmI, KmT (Tnh5) C. Kennedy

(cos), KmT N. Pieniazek
(glnA-ntrG), Tct C. Kennedy

(ntrd), Tct "

Km¥, Tra*t ‘Figurski y Helinski,

(1979)
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-Tampén Tris-EDTA (TE)

Contiene Tris (10 mM) y EDTANay; (1 mM). El pH

deseado se ajusta afiadiendo ClH concentrado.

~-Tampd4n TES

Contiene Tris (10 mM), EDTANap (100 mM) y ClNa
(150 mM). E1 pH es 8.0 y se ajusta con ClH.

El tampén TESL es similar, al TES, excepto que la
concentracién de EDTANaj; y de ClNa es 100 veces menor.

~Tampén SMCK

Estéd constituido por dos soluciones preparadas y
autoclavadas por separado y mezcladas antes de usar de
la siguiente manera: H30 (190 ml), solucién A (8 ml) y
solucién B (2 ml).

Solucidén A: POyHNaj; anhidro...... 52.5 g
PO4H2K.............I. 22.5g
H2Oieveveeeeeeeeeosshasta 300 ml

Solucidén B: ClNA::eeeeeosoceocens 10 g
CINHf:eovoonoenannnns 20 g
CloMg IM.vuieeennsenn. 20 ml
ClyCa 1Meveuveveeennn. 2 ml

HpO.veevveeveeeeeeeehasta 200 ml

~Tampdn TSP

HpO.ivoeiieeonooeeesooonanssaseeesl3e2 ml
Tris.ClH 1M (pH 7.9).cccececcesse 0.6 ml
Espermidina 0.25 Mi..:.veeseeoeoos 0.6 ml
Putrescina 0.25 M.c.vvveeeseecess 0.6 ml
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-Tampdn TEK x10

H20.n.oonoool..o.volc.oooo

ClKo.-..o-ooocooooouou-.c-

Tris.ClH 1M (pH 8.1)......
EDTA 0.2M (pH 7.0)ceeee...

-Tampdn para digestiones con enzimas de restriccién

...'..850 ml

® o s 0 06 37-3

g

I.‘...loo ml
cesses 50 ml

Las digestiones con enzimas de restriccidén se

realizaron con el tampén de fuerza iénica

las especificaciones de la casa comercial.

Fuerza idnica:

O -
Tris-ClH (pPH 7.5)cccceccss
CloMg.eceeeeeecoocennocsans

DTT...............‘I.Q.Q..

adecuada

Media Alta
50 mM 100 mM
10 mM 50 mM
10 mM 10 mM

1mM 1 mM

-Tampén para el ligamiento del DNA

El tampén de ligamiento

veces. Las concentraciones en la

Tris—ClH (PH 7.5)ccecccces
Cleg'................'...

DTT--.--...........-...ooo

ATP.O....-.-.clncoo.oooloo

segln

se prepara concentrado 10

reaccién son

ceece..66 MM
ceeeee 5 mM
eeses. 5 mM
ceeses 1 mM

El ATP se prepara por separado.

-Solucidén SSC x10

Citrato Na@:.eeeeeeseooosososocecsses 15 mM
ClNa.................l.....I.....lsomM



-Tampdén CIP x10
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TriS—ClH (pH 900).0-...0-.-...--..1 M
Cleg-ooooo.oo-oo-o-cc0.000-0.100020 mM

clzznu....o-ooooo-o.oac-.oouo.oa-o 2mM

Espermidina..ccceccscessceseasccssse20 mM

-Tampdén STE x5

TriS*ClH (pH 800)....000..00.....-100 mM
ClNa...............-..........-.-.500 mM
EDTA.Naz.ooo.coo.ocoooo.----.oooo- lo mM

3. Medios y condiciones de cultivo

3.1 A. vinelandii

El medio minimo

vinelandii ha sido

el medio

utilizado

composicién es la siguiente:

para cultivar

Burk modificado,

SOgMg.7H20 . e tversuecocnsansaonces 0.2 g
CloCa.2Ho0. et eeeeeecanaccnnnenoes 5 mg
ClNA.eoseessestsanasssssssscsscasse 0.2 g
Solucidén Fe-EDTA..ccesseeconseasas 1 ml
MoO4Nag.2H20 e eeeeeesesencceeeses 0.29 mg
SACArOS@. csccessossssssssssssasae D g
Tampén fosfato 0.5M (pH 7.5).....40 ml

Hzo.............-.--.............hastall

Cuando fue necesario

suplementé con acetat

(o)

este

medio minimo

_A-.

cuya

se

aménico (1lg/1), nitrato potdsico
(0.8 g/1) o nitrito sédico (0.2 g/l).

Para inducir el estado competente en A. vinela

en los experimentos

de

ndii

transformacién se utilizé

el
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medio (TE) gue carece de molibdato y de hierro y que
lleva acetato ambnico (1.1 g/l1).

El medio rico no definido (BSNA) es el mismo medio
minimo suplementado con triptona (2g/l) y extracto de
levadura (1lg/l). Los medios sélidos contenian ademés
agar (15g/1).

Los cultivos liquidos se incubaron a 30 ¢2C con
aireacién o agitacién vigorosa (250 rpm). Los medios
sélidos se cultivaron también a 30 eC.

3.2 E. coli

El medio utilizado ha sido el medio rico no

definido Luria-Bertani, que contiene:

TriptONa@.cecesccscsscsascsosscasscs 10 g
Extracto de levadura.....ceeseeses 5 g
ClNa..........Q....l.......l..... Sg

HZO..I.O.....‘......O.-..........hastall
El pH se ajusta con NaOH a 7.2.

Para experimentos de infeccién con el fago lambda
se afladié ademds tris-ClH 10 mM (pH 7.5) y SOgMg 20 mM

({medio LTM).

3.3 Agentes selectivos

Para la seleccién e identificacién de diferentes
estirpes y pldsmidos se han utilizado una serie de

agentes selectivos, tanto en A. vinelandii como en E.

coli, a las siguientes concentraciones:
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Concentracidén (ug/ml)

Compuesto A. vinelandii E. coli
Kanamicina (Km) 1 40
Tetraciclina (Tg) 10 10
Rifampicina (Rif) 20 20
Clorato potdsico (Chl) 12550 -

4. Métodos genéticos

4.1 Aislamiento de mutantes

-Durante el desarrollo de esta tesis se ha aislado
una coleccién de mutantes utilizando los agentes
mutagénicos y procedimientos que a continuacidén se

describen.

4.1.1 Mutagénesis con ICR-191

La mutagénesis de A. vinelandii con ICR-191 se

realizé partiendo de cultivos en fase exponencial. Una
muestra de estos cultivos se diluydé hasta alcanzar una
concentracién aproximada de 5000 células/ml. Se tomdé 0.1
ml de la dilucidén anterior y se afiadié a un tubo que
contenia 2.8 ml de agar de cobertera (agar 5 g/1, ClNa 5
g/1) al que previamente se le habfa afiadido 0.1 ml de
una solucién de ICR-191 (100 ung/ml). El contenido del
tubo se vertié inmediatamente en una caja de Petri con
22 ml de medio Burk suplementado con acetato amdénico o
BSNA. Las cajas de mutagénesis se incubaron en oscuridad
a 302C durante 6 dias. Transcurrido este periodo se
expusieron bajo una 1luz fluorescente durante 24 horas

para descomponer el mutdgeno.
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4.1.2 Mutagénesis con Tn5

Para mutagenizar con Tn5 se ha utilizado como
vehiculo el plédsmido pGS9. Este plédsmido no puede
mantenerse establemente en A. vinelandii y es

susceptible de ser transferido por conjugacién.

Para asegurar la mdxima frecuencia de conjugacién
se ha empleado el plésmido PRK2013 como plasmido
"ayudador" de la transferencia.

Se partié de cultivos de las estirpes HB10l/pGS9 y
HB10l1/pRK2013 en medio rico LB y de la estirpe UWl36 en
medio Burk suplementado con acetato ambénico. El cultivo
de UW136 se concentrdé 5 veces en tampén fosfato (x0.04).
Se mezclaron 0.1 ml de <cada uno de los tres cultivos
sobre una placa de medio rico BSNA y se incubd durante
24 horas a 309C. Finalizado este perfodo, se recogid 1la
biomasa producida y se resuspendié en 0.2 ml de tampén
fosfato (x0.04). Los 0.2 ml de células se sembraron en
una caja de medio Burk suplementado con acetato aménico,
kanamicina y rifampicina, y se incubdé a 302C durante 4
dfas. Las colonias aparecidas al cabo de ese tiempo
(aproximadamente 3-5x103) se recogieran en 5 ml de
tampén fosfato (x0.04).

4.2 Conijugacién

Las conjugaciones se realizaron siempre entre E.

coli y A. vinelandii. Se partié siempre de cultivos

crecidos hasta fase estacionaria. Se diluyeron hasta una
densidad O6ptica de 0.15 y se incubaron de nuevo hasta
0.5-0.6. Se mezclaron 0.1 ml de la estirpe de E. coli
donadora, 0.1 ml de HB10l/pRK2013 y 0.1 ml de la estirpe
receptora de A. vinelandii en placas de medio rico BSNA.

Se incub®é durante 24 horas a 309C, se recogié la biomasa
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con 0.2 ml de tampén fosfato (x0.04) y se sembrdé en
medio selectivo.

4.3 Transformacidn

4.3.1 Transformacién en E. coli

Para la obtencién de células competentes de E.
coli se siguié el método de choque térmico en CljyCa
(Mandell y Higa, 197Q0), con ligeras modificaciones. La
estirpe que se pretendfa transformar se cultivé en medio
LB durante wuna noche. Una muestra de ese cultivo se
diluyé 100 veces en LB y se incubd® a 379C durante 2 a 4
horas, hasta alcanzar una concentracién aproximada de
108 bacterias/ml. En ese momento se enfridé el cultivo en
hielo durante 15 minutos. Al <cabo de ese tiempo, las
células se centrifugaron a 104 rpm durante 10 minutos vy
se resuspendieron en la mitad del volumen inicial de
ClpyCa 50 mM frio, manteniendose en hielo durante 30
minutos. A continuacidén, 1la suspensidn se centrifugd de
nuevo y se resuspendié en un 1/100 del volumen inicial
de CljyCa frio, manteniéndose en hielo durante al menos 2
horas. Tras este tratamiento las células estaban
competentes, se les afiadia glicerol hasta una
concentracién final del 15%, se distribufan en tubos
Eppendorf (0.2 ml/tube) y se congelaban a -702C. Por
este procedimiento se pueden ‘mantener en estado

competente durante un periodo de 6 meses.

Para realizar el experimento de transformacidén se
descongelaba una muestra de 0.2 ml, manteniéndola en
hielo durante 1 hora. Una vez descongelada, se mezclé
0.1 ml de 1la suspensién bacteriana con el DNA
correspondiente, y se dejaba en hielo durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo se incubaba durante 2

minutos a 429C., La mezcla de DNA y bacterias se
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inoculaba en 5 ml de medio LB previamente calentado a
37°C y se incubaba durante aproximadamente 2 horas. Por
¥ltimo se sembraba en medio selectivo adecuado, tras

hacer las diluciones pertinentes.

4,.3.2 Transformaciédn en A. vinelandii

Para obtener células competentes se siguié el
procedimiento descrito por Page y von Tigerstrom, (1979)
con algunas variaciones. Se partidé de preindéculos de la
estirpe deseada en medio TF crecida hasta fase
estacionaria. A continuacién se diluyé 10 veces en el
mismo medio hasta una densidad é6ptica de 1, tomando el

cultivo un intenso color amarillo verdoso.

Para transformar con DNA cromosémico se mezclaron
0.5 ml del cultivo y 0.1 ml de la solucién de DNA y se
sembraron en una placa de medio Burk suplementado con
acetato aménico. Se incubd durante 24 horas a 302C. La
biomasa resultante se recogié con tampén fosfato (x0.04)

y se sembrd en medio selectivo adecuado.

Para transformar con DNA plasmidico se utilizdé el
método descrito por Glick et al. (19853), ligeramente
modificado. Se concentraron células competentes de 10 a
20 veces en medio TF. Se afiadié la solucidén de DNA y se
incubé a 309C durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo se afiadié 10 volumenes de medio TF y se incubdé de
nuevoe a 309C durante 1 hora. Por Gltimo se sembrd en el
medio selectivo adecuado con las diluciones pertinentes.

4.4 Segregacidén vy enriguecimiento

Para permitir la expresién de alelos recesivos
aparecidos por mutacién o introducidos en un nuevo

contexto genético por transformacién se dejdé en todos
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los casos un perfodo de segregacién de aproximadamente
12 generaciones en un medio no selectivo. Esta
segregacién se 1llevé a cabo diluyendo las células
mutagenizadas o transformadas hasta una concentracién de
aproximadamente 2x107 bacterias/ml e incubando hasta
alcanzar una concentracién de aproximadamente 5x108
bacterias/ml, repitiendose 1la operacién durante tres
veces consecutivas.

En los experimentos de aislamiento de mutantes, a
la etapa de segregacién siguié otra de enriquecimiento.
Para ello, 1las células provenientes de la segregacién se
recogieron por centrifugacién, se lavaron tres veces con
tampdn fosfato (x0.04) y se inocularon a una
concentracién de aproximadamente 5x107 bacterias/ml en
el medio en el cual no deben crecer 1los mutantes
deseados y s{ las bacterias silvestres. Se incubdé a 309C
durante 3 horas y se afiadié ampicilina y D-cicloserina a
una concentraciébn de 20 ng/ml, incubédndose
posteriormente durante 15 horas. El1 cultivo resultante

se sembré en placas con un factor de dilucién de 1.
5. Métodos anal{iticos

5.1 Determinacidédn de proteina

La determinacién de proteina se realizd por el
método de Lowry modificado por Markwell et al. (1978).

Se utilizaron las siguientes soluciones:

Solucién A: CO3Na@2eeeeeessoncossal $
NaOH. . ceeeveoecoeneas0.4 %
Tartrato.NaK.........0.16%
SDSceceecerserssonranesl %

SOIUCién B: SO4CU.5H20...........4 %
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Solucién C: 100 de A + 1 de B, preparar antes de
usar.

Solucién D: Folin 1:1 con HO.

El procedimiento seguido fue el siguiente: A 1 ml
de cada muestra en NaOH 0.1 N conteniendo una cantidad
de proteina entre 20 y 40 ng, se 1le afiadié 3 ml de
solucién C. Se incubdé durante 45 minutos a 30°2C. Tras
este tiempo se afiadié 0.3 ml de solucidén D y se incubé
45 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se midié
la absorcién a 750 nm. Se hizo una recta patrén con
seroalbimina bovina en NaOH 0.1 N.

5.2 Determinacién de nitrato

La determinacién de nitrato se realizd seglin el
método descrito por Cawse (1967). El1 procedimiento
seguido fue el siguiente: Se tomé 1 ml de cada muestra
con una cantidad de nitrato entre 0 y 500 nmoles. Se
afiadié 4&cido amidosulfénico (2% P/VU) y se incubdé 2
minutos a temperatura ambiente, tras lo <cual se agitéd
vigorosamente. A continuacidén se afiadié 3 ml de &cido
perclérico (6.65%) y se incubd durante 25 minutos a
temperatura ambiente. Se midid la absorcién a 210 nm. Se

realizé una recta de calibrado con nitrato potdsico.

5.3 Determinacién de nitrito

La determinacién de nitrito se realizé segln el
método descrito por Snell vy Snell (1949). Para ello se
utilizaron las siguientes soluciones:

Solucidén A: Sulfanilamida 58 mM en ClH 2.4 N.

Solucién B: N'NEDA 0.69 mM.
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La determinacidén se realizé afiadiendo a 1 ml de
muestra 1 ml de solucién A y 1 ml de solucién B. Se
agité vigorosamente y se incubd 10 minutos a temperatura
ambiente, tras 1lo cual se afiadié 2 ml de HZ0 y se midié
la absorcién a 540 nm. Se realizé una recta de calibrado
con nitrito sédico.

5.4 Determinaciédn de amonio

La determinacién de amonio se realizé segln el
método descrito por Solorzano (1969). Se utilizaron las
siguientes soluciones:

Solucidén A: Fenol..eeeeeeeoooeses 0.1 g
Etanol....ceeeeeeeesalb ml
Solucién B: Nitroprusiato.Na..... 0.1 g
H20....0"....I"....20 ml

(Guardada en botella topacio y con una durancién
mdxima de un mes).

Solucidén C: Citrato.3Na@.eeeeseses 5 g
NaOHO'....I....‘.'... 0.25 g
HpO.eeeveveveeneeseschasta 25 ml

Solucidén D: Hipoclorito.Na....... 1.5 N

Solucién E: 20 ml de solucién C + 5 ml de solucidn
D. Preparada antes de usar.

La determinacién se realizdé afiadiendo a 1 ml de
muestra y por este orden: H0 (3.1 ml), Solucién A (0.2
ml), Solucién B (0.2 ml) y Solucién E (0.5 ml). La
mezcla se incubdé en oscuridad durante 1 hora y se midié
la absorcién a 640 nm. Se realizd una recta de calibrado

con acetato aménico.



6. Métodos bioquimicos

6.1 Ensayos enzimdticos

6.1.1 Obtencidén de extractos

Los extractos se obtuvieron por sonicacién de
suspenciones celulares concentradas 20 veces en tampén
MOPS-KOH 25 mM (pH 7.5) + Ditioeritritol 0.5 mM, durante
5 minutos con 50 watios de ©potencia a intervalos de
medio minuto con 1 minuto de descanso y manteniendo el
extracto en hielo. Se <centrifugé a 16.000 rpm en frio
durante 20 minutos y se tomé el sobrenadante para

realizar las determinaciones enzimdticas.

6.1.2 Permeabilizacidén de las células

Para ensayos de nitrato reductasa las células se
permeabilizaron afiadiendo tolueno (20 png/ml) y agitando
vigorosamente durante 2 minutos.

Para ensayos de glutamina sintetasa se afiadié MTAB
(100 pg/ml) directamente a las células en medio de

cultivo y se agitd vigorosamente durante 30 segundos.

6.1.3 Actividad nitrato reductasa

El método utilizado consiste en una modificacién
del descrito por Guerrero et al. (1973). El ensayo se
realizé con cultivos en fase exponencial. Las células se
recogieron por centrifugacién, se lavaron tres veces con
tampén MOPS-KOH 0.1 M (pH 7.0) + EDTA 0.5 mM Yy
finalmente se resuspendieron en un 1/10 del volumen

inicial en el mismo tampén.

La mezcla de ensayo contenfa:
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MOPS-KOH 0.5 M (pH 7.0)ceceeevee. 0.4 ml
NO3K 100 MMuvveuueneeneaaananaaas 0.2 ml
Metil violégeno 1.5 MMiceeeeeesss 0.2 ml
CNOK 10 MM.coveeeeeececcsansasneese 0.2 ml
Células Yy HpOuveeereoaeroeeeoeess 0.8 ml
So04Nas; (8 mg/ml en CO3HNa 95 mM) 0.2 ml

La mezcla de ensayo se incubdé durante 60 minutos a
309C. La reaccién se pardé agitando vigorosamente hasta
oxidar completamente el metil violdégeno reducido. Se
centrifugé y se tomé 1 ml de sobrenadante para

determinar la concentracién de nitrito.

6.1.4 Actividad nitrito reductasa

El método wutilizado es una modificacién del
descrito por Vega et al. (1973). El ensayo se realiz$
con cultivos en fase exponencial. Se recogieron las
células por centrifugacién y se lavaron tres veces con
Tampén fosfato 12.5 mM (pH 7.5). Se resuspendieron
finalmente en un volumen de un 1/10 del inicial en el

mismo tampén.

La mezcla de reaccién contenia:

Tampén fosfato 0.5 M (pH 7.5)...... 0.2 ml
NOoNa 10 MMeveeeeeoeocosossnsseassss 0.1 ml
Metil violdégeno 1.5 mMM..:eeeeoessse 0.14 ml
HoOuevoeeonensnaaonasonansasasssss 0.26 ml
CélulaS.icesessccsasssensssscsscees 0.2 ml
Sy04Nay (26 mg/ml en CO3HNa 0.29 M) 0.2 ml

La mezcla de reaccién se incubé durante 60 minutos
a 30°C. La reaccibén se pard por agitacién vigorosa hasta
oxidar completamente el metil violdégeno. Se centrifugé y

se tomé una muestra de sobrenadante diluida 10 veces en



42

la que se determiné la concentracidén de nitrito.

6.1.5 Actividad transferasa de la glutamina sintetasa

El ensayo se realizé siguiendo el procedimiento
descrito por Siedel y Shelton (1979) con pequefias
modificaciones. Las células se permeabilizaron en el
medio de cultivo con MTA a una concentracidén final de
100 pmg/ml. Se utilizaron las siguientes soluciones:

Solucidén A: GlutaminN@...eceeeeeecesese?3 mg
MnCly;.4H20...cceeeeeeses 1.2 mg
NHOOH(ClH) eeeveeveeeeese34.5 mg
MOPS-KOH 0.25 M (pH 7.5) 4 ml
B Y P ml

So0lucidn B: ADP..ccecsceccaccscnssses 9.8 mg
AsO4HNa3.7H20..ce0eeeeee312 mg
MOPS-KOH 0.25 M (pH 7.5) 5 ml
HoOeeeveveeeveeeeneaonas 5 ml

Solucidén C: Cl3F€..ceeeeeecncesses 33.3 g
Acido tricloroacético. 60 ml
ClHeeeeeeeeeooooonnnnsne 7.7 ml
HyOieeeeveeeeseaeeesehasta 1 1

El ensayo se realizé afiadiendo a 0.2 ml de muestra
0.5 ml de soclucién A, 0.25 ml de B y 0.25 ml de H20. Los
ensayos se hacian por duplicado, afiadiendo a uno de 1los
tubos 0.02 ml de ClpoMg (3 M). Las mezclas de reaccién se
incubaron durante 30 minutos a 30eC y se pararon
afiadiendo 2 ml de solucién C. Se centrifugd y se midié
la absorcidén del sobrenadante a 540 nm. Se realizé una
recta de calibrado con L-glutamil-gamma-mono-hidroxamato.
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6.2 Aislamiento de DNA

6.2.1 Aislamiento de DNA plasmidico

Para el aislamiento de DNA plasmidico, tanto desde
E. coli como desde A. vinelandii, se ha seguido el

procedimiento de lisis alcalina descrita por Maniatis et

al. (1982). Se han utilizado las siguientes soluciones:

Solucién A: Glucosa (50 mM), Tris-ClH (25 mM pH
8.G) y EDTA (10 mM pH 7.5).

Solucién B: NaOH 0.2 N y SDS 1l%.
Solucién C: Acetato potdsico ( 5 M pH 4.8).
El procedimiento seguido fue el siguiente: En un

tubo Eppendorf se pusieron 1.5 ml de cultivo de E. coli

© 5 ml de cultivo de A. vinelandii (concentrados en 1.5

ml). Se centrifugd durante 1 minuto y el sobrenadante se
resuspendié en 0.1 ml de solucién A conteniendo lisozima
(1 mg/ml). Se incubdé 5 minutos a temperatura ambiente y
se afiadié 0.2 ml de solucidén B, se mezclé con cuidado y
se incubé 5 minutos en hielo. Se afiadié 0.15 ml de
solucién C y se incubd durante 15 minutos en hielo. Se
centrifugé durante 1 minuto y el sobrenadante se pasé a
un nuevo tubo Eppendorf. Finalmente se desproteinizé
utilizando el reactivo de Holmes-Bonner y se precipité
con etanol absoluto, procedimientos ambos descritos en
detalle por Maniatis et al. (1982).

6.2.2 Aislamiento de DNA cromosdédmico de A. vinelandii

Dependiendo de 1la futura wutilizacién del DNA que
se va a aislar, el procedimiento varfa sustancialmente.



6.2.2.1 Aislamiento de DNA purificado de A. vinelandii

El método seguido ha sido descrito por Robson et
al. (1984). Se «cultivé A. vinelandii en medio Burk (200

ml) hasta el final de la fase exponencial. Las células

se recogieron por centrifugacién y se lavaron con 25 ml
de ClNa (3% P/VU). Se resuspendieron en 10 ml de TES y se
les afiadié 1.6 ml de SDS (10%). Se incubdé a 379C durante
10 minutos. Tras esta incubacién el DNA se precipitdé con
1.2 ml de acetato sbédico (3 M) seguido de 10 ml de
isopropanol a -202C. Se mezcldé cuidadosamente y se
recogié el DNA con barillas de vidrio. Se dejé secar
durante 2 horas y se disolvidé en 3 ml de SSC. Se afiadié
RNA-asa (10 pg/ml) y se incubé a 372C durante 30
minutos. A continuacién se afiadié proteinasa K (0.5
mg/ml) y se incubdé en agitacién suave durante 4 horas a
372C. Por AWGltimo se desproteinizé usando el reactivo de
Holmes-Bonner y se precipitéd con etanol absoluto.
Finalmente se resuspendid en 0.5 ml de TESL. La

concentracién de DNA se estimd espectrofotometricamente.

6.2.2.2 Aislamiento de DNA cromosémico para

transformacién

El procedimiento utilizado ha sido el descrito por
Page y Sadoff (1976). Cultivos de 10 ml en medio Burk
suplementado con acetato aménico se llevaron hasta final
de la fase exponencial. Las células se recogieron por
centrifugacién y se resuspendieron en 3 ml de una
solucién gue contiene: ClNa (1.5 M), citrato.Na3 (15 mM)
y SDS (0.2%). Se incubaron durante 90 minutos a 652C y
se agitd vigorosamente durante 2 minutos. Los lisados se
guardaban a -209C hasta su utilizacién.
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6.3 Restriccidédn del DNA

Las digestiones con enzimas de restriccidn se
realizaron durante 1 hora a 302C. 1 ul de enzima se
afiadié a 9 pl de DNA en tampén de restriccién.

6.4 Ligamiento del DNA

Las reacciones de ligamiento se realizaron durante
15 horas a 152C en mezclas de reaccién que llevaban 1 pnl
de ligasa, 9 ul de DNA y tampén de ligamiento.

6.5 Desfosforilacidn de los extremos 5' del DNA

La desfosforilacién de los extremos 5' del DNA se
realizé seglin el procedimiento descrito en Maniatis et
al. (1982). E1 DNA disuelto en tampén TE se 1llevd hasta
43 nl con Hy0. Se afiadié 5 pl de tampdn CIP (x1Q) y 1 nl
de fosfatasa alcalina (CIR). Se incubbé a 372C durante 30
minutos y se volvié a afiadir 1 pl de CIP, continuandose
la incubacién durante otros 30 minutos. Tras este
tratamiento se afiadié 25 pl de H30, 20 pl de tampén STE
(x5) y 5 pl de SDS (10%) y se incubdé durante 15 minutos
a 682C. Finalmente el DNA se limpié mediante el reactivo
de Holmes-Bonner Yy posterior precipitacién con etanol

absoluto.

6.6 Electroforesis del DNA

Todas las electroforesis de DNA se realizaron en
geles de agarosa segln el procedimiento habitual
descrito por Maniatis et al. (1982).

6.7 Obtencidn de extractos de empagquetamiento

Los extractos de empaquetamiento fueron obtenidos



a partir de una sola estirpe de E. coli (SMR1Q) 1libre de
produccién de fagos enddgenos (Rosenberg et al., 1985).

La estirpe SMR10 se cultivé en medio LB a 30¢eC
durante una noche. Se diluyé 100 veces en 450 ml del
mismo medio y se cultivé hasta alcanzar una densidad
éptica a 560 nm de 0.4. E1 cultivo se pasé entonces a
449C donde se incubdé durante 15 minutos con una fuerte
agitacién, la cual no puede cesar en ningin momento.
Transcurrido este tiempo se pasé a 379C, donde se incubd
durante 90 minutos, tras lo cual se enfrié en hielo
durante 5 minutos. Seguidamente se centrifugd en frio y
el precipitado se resuspendidé cuidadosamente en 9 ml de
tampén TSP (enfriado previamente). Se centrifugé de
nuevo y se resuspendié en 0.7 ml de TSP. Se repartieron
alfcuotas de 20 nl en tubos Eppendorf abiertos que
contenian 5 pl de wuna solucién de DMSO (2.5 ul), HZ0
(2.1 ul) y ATP 0.1 M (pH 7.0) (0.4 pl) y se guardaron en
nitrégeno liquido hasta su utilizacién.

6.8 Empagquetamiento del DNA

El procedimiento seguido fue el siguiente: Se
descongelaron tubos con extractos incubandolos durante
30 segundos a 289C y poniendolos en seguida en hielo. Se
afiadié 10 ul de DNA en tampén TEK, se mezcld
cuidadosamente y se incubé a 282C durante 90 minutos.
Tras este tiempo se afiadié 0.5 ml de SMCK tampén con 50
pg/ml de DNA-asa I y 3 pl de CH3Cl. Se agité hasta
homogenizar completamente la suspencién y se centrifugé
durante 2 minutos. Se tomé el sobrenadante y se empled,

con las apropiadas diluciones, para infectar E. coli.

La eficiencia de los extractos se comprobd
empaquetando DNA de lambda EMBL4 e infectando la estirpe
Q358.
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6.9 Infeccidén de E. coli por el fago lambda

Se cultivé E. coli en medio LTM durante una noche
a 372C. El cultivo se puso en hielo durante 10 minutos y
se centrifugé en frio para recoger las células, las
cuales se resuspendieron en la mitad del volumen inicial
en S04Mg (10 mM). Se mezclé 0.2 ml de células asf{
preparadas con 0.1 ml de 1la suspensidén de fagos. Se
incubé durante 15 minutos a 0°C y se sembré con agar de

cobertera LTM en placas de este mismo medio.



RESULTADOS Y DISCUSION
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l. ESTUDIO FISIOLOGICO DE LA ASIMILACION DE NITRATO

Como ya se vidé en la Introduccidén, la asimilacidn
de nitrato es un proceso que suele estar regulado debido
a su carédcter adaptativo. Generalmente los organismos
cultivados en presencia de nitrato poseen altos niveles
de nitrato reductasa mientras que 1los niveles de los
cultivados en amonio son muy bajos; los datos referentes
a las nitrito reductasas asimilatorias son escasos. Se
discute cual es el papel que désempeﬁa el ién nitrato en
la regulacién de 1la nitrato reductasa tanto en la
induccién de la sintesis de la enzima, como en la
proteccién frente a la inactivacidén o degradacién de la

misma.

En este capitulo pretendemos estudiar los factores
gue afectan a la regulacidn de la nitrato reductasa y de
la nitrito reductasa, asi como establecer las
condiciones que permitan la seleccidén de mutantes en la
reduccién de nitrato y posibiliten un estudio genético
de esta ruta

l.1 Determinacidédn de la sensibilidad a clorato

El clorato es un andlogo estructural del nitrato
gue se ha utilizado ampliamente para seleccionar
mutantes incapaces de reducir nitrato tanto en hongos y
algas verdes como en bacterias. El método de aislamiento
se basa en la capacidad de muchas nitrato reductasas de
reducir al clorato hasta clorito, el cual es un
compuesto muy téxico gque envenena a las células que lo
producen. Sorger (19693) obtuvo un mutante de A.

vinelandii resistente a clorato que carecia de actividad

nitrato reductasa. Nosotros pretendemos poner a punto



las condiciones que permitan la seleccién de mutantes
afectados exclusivamente en la asimilacién de nitrato
(pueden crecer en aire con N2 como Gdnica fuente de
nitrégena) y mutantes afectados tanto en la asimilacién
de nitrato como en la fijacién de N3 (necesitan
nitrégeno reducido para crecex). Sabemos que ambos
procesos estdn relacionados entre si ya que sirven para
proveer al metabolismo celular de nitrégeno reducido en
forma de idén amonio. La fijacién de Ny y la asimilacién
de nitrato pueden compartir no solo elementos
regulatorios sino estructurales, como por ejemplo las
primeras etapas de la sintesis del FeMoCo y del MoCo,
respectivamente.

Hemos probado la sensibilidad al clorato en placas
de medio Burk suplementado con distintas concentraciones
de clorato (0, 5, 10, 15, 20, 50, 100 y 200 mM) y con o
sin acetato aménico (lg/1). Sembramos unas 107 células
de 1la estirpe UWl36 por placa de medio Burk con clorato.
La sensibilidad de la cepa UW136 al efecto téxico del
clorato se puede observar desde la concentracién més
baja utilizada (5 mM); no obstante, aparecen algunas
colonias resistentes cuyo nUmero desciende a medida que
aumenta la concentracién de clorato. No se observan
colonias resistentes en placas carentes de amonio Yy
suplementadas con 50 mM de clorato; en cambio, en
presencia de amonio incluso a concentraciones de clorato
tan elevadas como 100-200 mM siguen apareciendo colonias
que resisten el efecto téxico del clorato. En la figura
4 se representan las curvas de <crecimiento de UW1l36 en
cuatro condiciones distintas: en medio Burk, en medio
Burk con 100 mM de clorato, en medio Burk suplementado
con 1 g/l de acetato aménico y en medio Burk
suplementado con acetato aménico Yy clorato
simultaneamente. La sensibilidad a clorato es clara en

medio sin amonio, mientras que cuando éste se afiade al
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Figura 4: Curvas de crecimiento de 1la estirpe UW136
en medio Burk (M), Burk suplementado con acetato amodnico
(A), con clorato (®) y con acetato amdnico y clorato

(®).
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medio tan solo se observa una cierta ralentizacidén del
crecimiento al final de la curva. Posteriormente
comprobamos gque disminuyendo la concentracién de acetato
aménico hasta 0.3 g/l, cantidad suficiente para
sustentar un buen crecimiento de un mutante deficiente
en la fijacién de nitrégeno (UW6L), se consiguen unas
condiciones en las cuales UW1l36 y UW6éT son sensibles a
clorato alin en presencia de dicha fuente de nitrégeno
combinado. En los experimentos posteriores en esta tesis
se utilizé siempre la concentracién de clorato de 100 mM
y cuando se suplementd con acetato ambénico se hizo a la
concentracién de 0.3 g/1.

1.2 Ensayos de 1las actividades nitrato y nitrito
reductasas

Se medid la actividad nitrato reductasa de
cultivos de UW136 en medio Burk suplementado con nitrato
siguiendo el método de Guerrero et al. (1973), tanto en
células permeabilizadas con tolueno como en extractos
celulares obtenidos por sonicacién segin se describe en
Materiales y Métodos. Las actividades enzimdticas que se
obtuvieron fueron muy bajas en ambos casos, como puede
verse en la figura 5. La aparicién de nitrito (producto
final de la reaccién) es casi indetectable en los
extractos celulares. En las células permeabilizadas, no
solo cesa la acumulacién de nitrito después de 1los
primeros cinco minutos sino gue su concentracién
disminuye, probablemente debido a la accién de la
nitrito reductasa y a la inactivacién de 1la nitrato
reductasa por la accidén reductora del ditionito sobre 1la
propia enzima. Guerrero et al. (1973) describieron un
fenémeno similar con la nitrato reductasa de A.

chroococcum, la cual resultaba protegida de esa

inactivacién durante el ensayo por la adicién de
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Figura 5: Actividad nitrato reductasa en células tolueni-
zadas (A) y en extractos celulares (B), con cianato
en el ensayo (®) y sin cianato (B).
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cianato, por 1lo que repetimos los ensayos en presencia
de cianato potdsico (1 mM). En la figura 5 se puede ver

comoc en A. vinelandii el cianato también tiene un efecto

protector de la nitrato reductasa, permitiendo gque 1la
actividad sea lineal con el tiempo al menos durante la
primera hora de ensayo, por lo que en adelante 1los
ensayos se realizardn siempre en presencia de cianato,
tal como se describe en Materiales y Métodos.

La permeabilizacién de 1las células tiene por
objeto hacer mas accesibles los sustratos de 1la
reaccién, entre ellos el nitrato, a 1la enzima. Nosotros
guisimos comprobar si era posible ensayar la nitrato
reductasa en células intactas, sin necesidad de
permeabilizar, pués en caso afirmativo contariamos con
un método sencillo para discriminar entre 1los mutantes
resistentes a clorato a aquellos afectados en una
posible permeasa. Dichos mutantes tendrian actividad en
células permeabilizadas pero no en células intactas. En
la tabla II se presenta la actividad nitrato reductasa
de células preincubadas en presencia de nitrato o de
amonio, tanto permeabilizadas como no permeabilizadas,
comprobdndose que no hay diferencia entre células

permeabilizadas e intactas en ninguno de los dos casos.

La actividad nitrito reductasa se ensayé segin una
modificacién del método de Vega et al., (1973) (ver
Materiales y Métodos). La actividad nitrito reductasa se
midid en células enteras, resultando casi nula en

células permeabilizadas con tolueno.

1.3 Induccién de la nitrato reductasa por nitrato

Con objeto de determinar la cinética de induccidn

por nitrato de la nitrato reductasa, cultivamos la cepa
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.Tabla II: Actividad nitrato reductasa en células

permeabilizadas y sin permeabilizar.

AMONIO NITRATO
Células
permeabilizadas 0.13 : 2.40
Células no
permeabilizadas 0.12 2,20

Actividades expresadas en mU/mg.

Un cultivo de UW1l36 en Burk se dividié en dos
subcultivos, que se incubaron durante 5 horas uno en
presencia de acetato aménico (1g/1) y el otro de nitrato
potésico (0.8 g/1), midiendose 1la actividad nitrato
reductasa en ambos subcultivos tanto toluenizando como
sin toluenizar las células
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UW1l36 en medio Burk, con aire como fuente de nitrdgeno,
hasta el final de 1la fase exponencial de crecimiento y
en ese momento afiadimos nitrato potdsico (0.8 g/1). Se
midié 1la actividad nitrato reductasa en muestras tomadas
a intervalos de una hora. El1 resultado obtenido se
muestra en la figura 6, pudiéndose observar gue incluso
tras 9 horas de incubacidén en nitrato no se ha alcanzado
atn la saturacién de la induccién. Esta extremada
lentitud de la induccién de 1la nitrato reductasa
representa una dificultad a la hora de estudiar el
efecto de distintos compuestos o combinaciones de
compuestos sobre la sintesis de esta enzima, ya que si
la incubacién se prolonga en exceso, las condiciones
finales diferiran mucho de las iniciales tanto en cuanto
a la concentracién de 1los compuestos como al estado
metabdlico celular. Por esta razén, los ensayos
enzimdticos de los siguientes experimentos de induccidn
y/o0 represién de 1la sintesis de la nitrato reductasa se
hicieron tras incubaciones de 5 horas, a pesar de que

las actividades no son las midximas posibles.

1.4 Actividades de 1las nitrato y nitrito reductasas en
presencia de diferentes fuentes de nitrégeno

Con objeto de determinar el efecto de distintos
compuestos nitrogenados sobre la actividad de las
nitrato y nitrito reductasas, se midieron estas
actividades en células de UW1l36 cultivadas en medio Burk
libre de nitrégeno e incubadas durante 5 horas en
presencia de nitrato, nitrito, amonio o solo aire como
fuente de nitrégeno. El resultado se muestra en 1la tabla
III. Tanto la nitrato como la nitrito reductasa tienen
niveles elevados cuando 1las células se incuban con
nitrato o nitrito y bastante bajos (basalesg) cuando se

incuban con amonio o dinitrégeno (aire), siendo también
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Figura 6: Cinética de induccidén de la nitrato reductasa.
Se afiadidé nitrato potasico (0.8 g/l) a un cultivo de
UW136 en medio Burk y dinitrbogeno. Se tomaron muestras
a intervalos de 1 hora y se determindé 1la actividad
nitrato reductasa.
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~Tabla III: Actividades nitrato y nitrito reductasas en
diferentes fuentes de nitrégeno.

Fuente de Nitrato reductasa Nitrito reductasa
nitrdégeno (mU/mg) (mU/mg)

No 0.35 1.18

C1NH4 0.27 2.23

NO,Na 1.37 10.07

NO3K 5.39 22.94

Se tomaron alicuotas de un cultivo de UWl36 en
Burk, se les afiadié: nada (N3), CI1NHg4 (1 g/1), NOzNa
(0.3 g/1) o NO3K (0.8 g/l), se incubaron en agitacién
durante 5 horas y se midieron las actividades nitrato y
nitrito reductasas
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en ambos casos, mayores las actividades obtenidas en
presencia de nitrato que de nitrito.

1.5 Actividades nitrato y nitrito reductasas en células
con hambre de nitrégeno

La baja actividad de ambas reductasas cuando las
células se incuban con dinitrégeno, segGn vimos en el
experimento anterior, podria deberse a la falta de
inductor o a la represién ejercida por el amonio
producido por la nitrogenasa, de manera gue el
incremento de ambas actividades en presencia de nitrato
0o de nitrito se deberia mé&s bién a la ausencia de una
fuente alternativa de nitrdgeno gue reprimiera la
sintesis de ambas reductasas que al efecto inductor de
estos compuestos, si bién esto no explicaria la
diferencia de actividad entre células incubadas con
nitrato y con nitrito (tabla II1). Para comprobar que 1la
induccién de las nitrato y nitrito reductasas no se
logra atn cuando las células se encuentren en
condiciones de falta de nitrdégeno, sino que se requiere
la presencia de inductor, medimos la actividad
enzimdtica de un mutante defectivo en 1la fijacidén de
nitrégeno en un medio deficiente en nitrégeno. Esto se
consiguidé cultivandolo en medio Burk suplementado con
urea (2 mM), la cual provee de nitrdgeno suficiente para
conseguir una cierta masa celular pero insuficiente para
crecer hasta una concentracién celular normal,
deteniendose el crecimiento del cultivo por falta de
nitrégeno. El1 resultado obtenido, asi como el de un
control al que ademds se le afiadié nitrato se presenta
en la tabla IV, pudiendose ver gque solo si se afiade

nitrato hay aumento de ambas actividades.
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Tabla IV: Actividades nitrato y nitrito reductasas en
células con hambre de nitrégeno

Nitrato reductasa Nitrito reductasa
(mU/mgqg) (mU/mg)
+NO3K 2.82 10.83
=-NO3K 0.06 1.14

La estirpe Nif~ UwWé6ér fué cultivada durante 2 dias
en medioc Burk suplementado con urea (2 mM) o durante 1
dfa con urea (2 mM) y nitrato (0.8 g/l). Se midieron las
actividades nitrato y nitrito reductasa en ambos casos.
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l.6 Efecto del medio fresco sobre las actividades
nitrato y nitrito reductasas

Al realizar determinados experimentos observamos
que si las células de un cultivo no inducido son
transferidas a un medio fresco se obtienen unas
actividades anormalmente altas en ausencia de inductor.
Para estudiar este fendémeno, cultivamos la cepa UW1l36 en
medio Burk para después transferir las células a un
medio Burk de refresco, suplementado o no con acetato
aménico, tomamos muestras a diferentes tiempos y medimos
las actividades nitrato y nitrito reductasa en cada
caso. El resultado se muestra en la figura 7, en 1la cual
se vé como se produce un rdpido aumento de ambas
reductasas incluso en presencia de amonio, alcanzandose
el méximo entre 1los 30 y 60 minutos después del cambio
de medio. Las dos enzimas resultan estables incluso en
presencia de amonio, decayendo las actividades
especificas por el aumento de la proteina del cultivo,
figura 7A Yy B, pero manteniendose constantes 1las

actividades absolutas, figura 7C y D.

Para comprobar si esta subida de ambas actividades
se debfia a un suUbito aumento de la concentracién de la
fuente de carbono, se tomdé una alicuota a la cual no se
le cambié de medio, sino que se le afiadid sacarosa,
figura 7A y B, no encontrandose ningin efecto sobre

ninguna de las dos actividades.

l.7 Efecto de la aireacién sobre la actividad nitrato

reductasa

A. vinelandii es una bacteria aerobia estricta que

posee una elevada capacidad respiratoria. Para comprobar

si el grado de aireacidén del cultivo tenia algin efecto
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Figura 7: Efecto del medic fresco sobre las actividades
nitrato y nitrito reductasa. Un cultivo de 1la estirpe
UW136 en medio Burk a mitad de la fase eXxponencilal
de crecimiento, se repartid en 3 subcultivos: Uno se trans
firié a medio Burk (@), otro a medio Burk suplementado
con acetato ambénico (1 g/1) (A) y otro no se cambid
de medio sino que fue suplementado con sacarosa (5
g/l) (W), Las actividades especificas se muestran en
(A) nitrato reductasa y (B) nitrito reductasa. Las
actividades absolutas se muestran en (C) nitrato reducta-
sa y (D) nitrito reductasa.
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sobre el nivel de actividad de la nitrato reductasa se
dividieron dos cultivos de UW1l36, uno en medio Burk
suplementado con nitrato y el otro sin suplementar, en
dos subcultivos cada uno, incubandose durante 5 horas un
subcultivo de cada <cultivo con aireacidn vigorosa y el
otro subcultivo con agitacién. Se midié en cada
subcultivo 1la actividad nitrato reductasa. El resultado
se muestra en la tabla V, pudiendose observar que tanto
la actividad inducida con nitrato como la no inducida,
fueron casi el doble cuando las células se incubaron con

aireacién que cuando se incubaron con agitacién.

1.8 Efecto del amonio sobre las actividades nitrato y
nitrito reductasa

Como ya se vidé anteriormente en la Introduccién,
la adicién de amonio suele tener como efecto inmediato
la detencién del consumo de nitrato en . todos los
organismos estudiados. La hipbtesis mas aceptada es que
este fendmeno se produce por una inhibicién del
transporte del ién nitrato al interior celular y no por
una inhibicién de la actividad nitrato reductasa. Para
comprobar el efecto a corto plazo del amonio sobre ambas
reductasas, tomamos un cultivo de UW1l36 en Burk
supelementado con NO3K Yy le afiadimos acetato aménico (1
g/1), incubamos durante 15 minutos y medimos las
actividades nitrato y nitrito reductasas antes y después
de la adicién e incubacién en presencia de amonio. El
resultado obtenido se muestra en la tabla VI. Se pudo
observar que la adicién de amonio no afecta a ninguna de
las dos reductasas. Hay que seflalar también que los
ensayos enzimdticos, como en todos los demés
experimentos, se realizaron con células enteras, por lo
que no se hallé ningin efecto sobre un posible

transporte de nitrato en las condiciones en las que se
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.Tabla V: Efecto del grado de aireacién del cultivo sobre
la actividad nitrato reductasa

Fuente de Actividad nitrato reductasa (mU/mg)
nitrégeno aireacién agitacién
Ny 0.70 0.34
NO3K 7.29 4.29

Cultivos de UWl36 en Burk y Burk con NO3K se
dividieron en dos subcultivos cada uno, incubandose un
subcultivo en aireacién vigorosa y el otro en agitacién
a 250 rpm. Trds 5 horas se mididé la actividad nitrato
reductasa en cada uno de los subcultivos.
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Tabla VI: Efecto del amonio sobre las actividades
nitrato y nitrito reductasas

Nitrato reductasa Nitrito reductasa

(mU/mg) (mU/mg)
-AMONIO 8.61 34.75
+AMONIO 8.77 29.94

Se cultivé UW136 en Burk suplementado con NO3K
(0.8 g/1); en mitad de la fase exponencial de
crecimiento se tomé la mitad del cultivo y se le
midieron las actividades de ambas reductasas. La otra
mitad del cultivo se suplementdé con acetato amdénico (1
g/1) y se incubdé durante 15 minutos, midiendosele
también ambas actividades.
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realizaron dichos ensayos.

1.9 Represién de la si{ntesis de 1las nitrato y nitrito
reductasas por amonio con diferentes fuentes de carbono

Se sabe que la regulacién de la nitrato reductasa
estd relacionada con el metabolismo del carbono en casi
todos los organismos donde se ha estudiado. En primer
lugar, para que haya consumo de nitrato se necesita una
fuente de <carbono utilizable por las células Yy, en
segundo lugar, se ha visto en muchos de los organismos
estudiados que para gque el amonio ejerza su accidén
represora es preciso gque se incorpore a esqueletos
carbonados. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto
gue pueda tener la fuente de carbono en la capacidad del
amonio para reprimir la sintesis de 1la nitrato

reductasa. Nosotros hemos estudiado esto tanto en la

nitrato reductasa como en la nitrito reductasa,
utilizando sacarosa como fuente de carbono "rica" vy
2-oxoglutarato y acetato como fuentes de carbono

"pobres". Los experimentos se realizaron cultivando la
cepa UW1l36 en medio Burk con sacarosa, 2-oxoglutarato o
acetato (5 g/1 en los tres casos) como fuente de
carbono. Se tomaron los cultivos a mitad de la fase
exponencial de crecimiento, se dividieron en alicuotas a
las que se suplementé con NO3K (0.2 g/1) y diferentes
concentraciones de C1NH4. Tras 5 horas de incubacidén en
agitacién se midié la actividad nitrato reductasa y en
algunos puntos también la nitrito reductasa. El
resultado obtenido <con sacarosa y Z2-oxoglutarato como
fuentes de carbonc se muestra en la figura 8, pudiendose
ver como la represién es mds fuerte en 2-oxoglutarato
que en sacarosa, donde incluso a la concentracién de 1
g/l de C1NH4 no se alcanza el nivel basal en ninguna de

las reductasas. La actividad nitrito reductasa tiene un
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Figura 8: Represidn por amonio de 1la sintesis de la
nitrato reductasa y la nitrito reductasa en funcidn
de 1la fuente de carbono. Se cultivé UW136 en Burk con
sacarosa (5g/1) o 2-oxoglutarato (5g/1) como fuente
de carbono. A mitad de la fase exponencial se dividieron
los cultivos en alicuotas a las que se suplementd con
nitrato potasico (0.2 g/l) y cloruro amdnico a diferentes
concentraciones. Se incubd en agitacidn (250 rpm) durante
5 horas y se determiné 1la actividad nitrato reductasa
y en algunas concentraciones de amonio también la nitrito
reductasa. (W) Actividad nitrato reductasa en sacarosa
y (@) en 2-oxoglutarato. (€) Actividad nitrito reductasa
en sacarosa y (A) en 2-oxoglutarato.
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comportamiento similar a la nitrato reductasa.
acetato se obtuvieron resultados similares a los

obtenidos con 2-oxoglutarato.
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DISCUSION

Como ya habia sido descrito por Sorger (1969), A.

vinelandii es sensible a clorato cuando se cultiva en

medio Burk fijando nitrdégeno. Nosotros hemos comprobado
este hecho (figura 4) y hemos buscado condiciones en las
cuales siga mostrandose sensible incluso en presencia de
una fuente de nitrégeno reducido capaz de sustentar el
crecimiento completo de un mutante defectivo en la
fijacién de nitrbégeno, lo gque se consigue con una
concentracién de clorato de 100 mM y de acetato aménico
de 0.3 g/l. Esto nos permitird la bUsqueda de mutantes
afectados simultaneamente en la reduccidén de nitrato vy
en la fijacién de nitrdbgeno, asi como obtener mutantes a
partir de una estirpe Nif~, con lo cual se podrd ver
facilmente la capacidad de estos mutantes de utilizar

nitrato o nitrito como fuente de nitrdégeno.

El ensayo de la actividad nitrato reductasa
resultd ser muy ineficiente. En extractos celulares no
se detecta casi actividad y en células permeabilizadas
la reaccidén se detiene a partir de 1los primeros 5
minutos de ensayo. La adicidén de cianato en el ensayo ha
permitido obtener una cierta actividad en extractos
celulares y hacer 1lineal el ensayo hasta al menos una
hora con células permeabilizadas, figura 5. Este
fenémeno es similar al descrito por Guerrero et al

(1973) en A. chroococcum. La permeabilizacién de las

células es innecesaria tanto en células cultivadas en
nitrato como en amonio, obteniendose los mismos

resultados con células enteras, tabla II.

La adicidén de nitrato a un cultivo creciendo en
dinitrégeno provoca el aumento de la actividad nitrato

reductasa (figura a). Este proceso resulta ser
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extremadamente lento por lo que es légico pensar gue no
se trata de una activacién de enzima preexistente
inactiva, sino de sintesis de novo. En la tabla III se
observa como cultivos preincubados en nitrato o nitrito
tienen niveles elevados tanto de nitrato reductasa como
de nitrito reductasa (mayores en nitrato dque en
nitrite), mientras gque en amonio o dinitrégeno ambas
actividades son muy bajas, resultado similar al obtenido
por Guerrero et al (1973) para 1la nitrato reductasa en
A. chroococcum. Esto, unido a que como se muestra en la

tabla IV, en células cultivadas en hambre de nitrdgeno
no se elevan 1los niveles de ninguna de las dos enzimas,
nos lleva a concluir qgque tanto 1la nitrato como 1la
nitrito reductasa son enzimas inducibles por nitrato y

en menor medida por nitrito.

Las actividades de ambas enzimas también aumentan
cuando las células se transfieren a un medio fresco,
sucediendo estoc incluso en presencia de amonio, figura
7. Esta subida de actividad de ambas enzimas alcanza el
méximo nivel entre 1los 30 y 60 minutos después del
cambio de medio y se mantiene constante en valores
absolutos, decreciendo lentamente en valores especificos
debido al aumento de proteina del cultivo. Esto indica
gque ambas enzimas son muy estables, manteniendose
activas incluso en ausencia de los sustratos y presencia
de amonio. La adicién de amonio a un cultivo crecido en
nitrato, no afecta a los niveles de actividad de ninguna
de las dos enzimas, tabla VI. Por todo esto cabe
concluir que no hay ningin efecto de inactivacién o
degradacién de ninguna de las dos enzimas por presencia

de amonio o ausencia de nitrato.

Otro factor que incide en el nivel de actividad
nitrato reductasa de un cultivo es el grado de aireacidn

de este, en la tabla V se observa que tanto la actividad
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basal como la inducida son claramente mayores cuando se
airea vigorosamente un cultivo que cuando se le incuba
en agitacién.

El papel represor del amonio sobre las dos
reductasas se estudid en relacién con 1la fuente de
carbono. En 1la figqura 8 se observa como el amonio es
capaz de reprimir la sintesis de las nitrato y nitrito
reductasas hasta los niveles basales a la concentracién
de 0.1 g/1 y con 2-oxoglutarato como fuente de carbono
(con acetato se obtienen resultados similares) mientras
que si la fuente de carbono es sacarosa la represién no
es total para ninguna de las reductasas incluso a la

concentracién de 1 g/l. Tampoco en A. chroococcum el

amonio reprime totalmente la actividad nitrato
reductasa, Guerrero et. al., (1973) encontraron que

cultivos de A. chroococcum crecidos con nitrato aménico

como fuente de nitrégeno tenian aproximadamente un
tercio de 1la actividad obtenida cuando se crecia con
nitrato.
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2. OBTENCION DE MUTANTES

2.1 Mutagénesis con ICR-191

Hemos utilizado la acridina ICR-191 para obtener
mutantes en A. vinelandii porque produce mutaciones por
desfase de la pauta de lectura, Roth (1974), 1lo cual
conlleva normalmente la pérdida completa de la funciédn

afectada, generando mutantes con fenotipo "cero" (no
rezumantes), mucho mds facilmente interpretables y de

mds fdcil manejo.

Las mutagénesis se llevaron a cabo en placas con
medio sbélido, de manera que ésta se produce al tiempo
que se forma y crece la colonia. Las bacterias se
sembraban en agar de cobertera al cual se habia afiadido
previamente el ICR-191, segin se especifica en

Materiales y Métodos.

2.1.1 Letalidad y mutagenicidad del ICR-191

La sensibilidad de A. vinelandii al mutdgeno, as{

como la concentracién &éptima para la obtencién de
mutantes se determinaron a partir de una curva
dosis-respuesta. Esta se realizé sembrando entre 500 y
1000 bacterias por placa de medio Burk suplementado con
acetato aménico con diferentes concentraciones de
ICR-191. Tras 6 dias de incubacién a 309C en la
oscuridad y un dia de incubacién a la luz para destruir
el mutdgeno, ver Materiales y Métodos, se comprobd la
frecuencia de mutantes aparecidos en cada concentracién
de ICR-191. Se eligié 1la resistencia a clorato como
marcador de la eficiencia de la mutagénesis,

palilleandose 100 colonias crecidas en cada dosis en
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medio Burk suplementado con clorato.

Dado que la mutagénesis se realiza durante el
crecimiento de la colonia, esta termina siendo un
conjunto heterogéneo de bacterias silvestres y mutantes
de diverso tipo. De hecho cada colonia es en si una
mutagénesis independiente. Por esta razén, las cruces
hechas en medio con clorato no son homogeneamente
resistentes o sensibles, creciendo o© no segin el caso,
sino que contienen o no bacterias resistentes a clorato,
por lo que aparecen o no colonias dentro de cada cruz.
En la figura 9 se puede observar como hay una
disminucién casi lineal de 1la supervivencia con el
aumento de la concentracién de ICR-191 y un aumento del
porcentaje de cruces donde aparecen colonias resistentes
a clorato, obteniendose el maximo (93%) a la
concentracién de ICR-191 de 4 pg/ml. La ligera
disminucién de mutantes que se observa al aumentar la
concentracién del mutdgeno probablemente se deba a que
con el aumento de la cantidad de ICR-191 no solo
disminuye el nlUmero de colonias que aparecen, sino que
estas son de menor tamafio y por tanto contienen menos
bacterias.

En todos 1los demds experimentos utilizaremos el
ICR-191 a la concentracidén de 4 pg/ml.

2.1.2 Obtencién de mutantes auxotréficos y Nif~

Para probar la eficiencia mutagénica del compuesto
ICR-191 en 1la induccién de mutaciones no seleccionables
tales como auxotrofias o pérdida de 1la capacidad de
fijar nitrdgeno, mutagenizamos la estirpe UW1l36 en medio
completo (BSNA).
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Figura 9: Supervivencia y mutagenicidad del ICR-191.
Se mutagenizd 1la estirpe UW136 en placas con ICR-191
durante 6 dias. (®) Representa el % de colonias aparecidas
con respecto al control sin ICR. 100 colonias de cada
concentracidén se sembraron mediante cruces con palillos
en medio Burk con clorato, (M) representa el % de cruces
en las que aparecieron colonias resistentes a clorato.
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A. vinelandii posee un elevado numero de copias

del cromosoma por bacteria (Sadoff et. al., 1979), por
lo que tuvimos que hacer recrecimientos postmutagénicos
para permitir gue los alelos mutantes recesivos
segreguen de los silvestres gque los enmascaran hasta
enriquecer en copias mutantes suficientes para que se
exprese la mutacidén. Esto se realizé haciendo 5
subcultivos en BSNA sembrando en cada uno de ellos 5
colonias mutagenizadas. Después de aproximadamente 12
generaciones se enriquecid en auxétrofos y mutantes Nif~
con ampicilina y D-cicloserina, segin se indica en
Materiales y Métodos, y se sembré en placas de medio
BSNA. Las colonias aparecidas se probaron en medio Burk,
donde no pueden crecer ni auxétrofos ni Nif™,
obteniendose un elevado porcentaje de mutantes de ambos

tipos (tabla VI1), gque oscilaba entre el 5.6 y el 45%.

Se tomaron 10 mutantes de cada cultivo y se probd
su capacidad para crecer en Burk suplementado con
acetato aménico (mutantes Nif%). Los que dieron
resultado negativo fueron sometidos al test de Holliday
(1956), con objeto de determinar su auxotroffa. En la
tabla VII se observa como muchos mutantes resultaron ser
Nif~™ y como, salvo en 2 mutantes Met™, no se pudieron
identificar 1las auxotrofias de 1la mayor parte de los
mutantes obtenidos, resultando todos ellos requerir
triptona y mostrédndose incapaces de crecer en medio
minimo suplementado con aminodcidos o casaminodcidos,

por lo que se les designdé como mutantes Triptona~.

2.1.3 Obtencién de mutantes no utilizadores de azucares

Dada la dificultad para identificar las

auxotrofias en A. yvinelandii, buscamos mutantes no

utilizadores de azlcares. Para ello procedimos a
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.Tabla VII: Obtencién de mutantes auxotré6ficos y Nif~

Subcultivo % de auxétrofos fenotipos
o Nif~™
I 5.6 1l Nif~, 9 Triptona™
1T 45.0 10 Nif~
I1I 6.5 2 Met™, 8 Triptona™
iv 30.1 10 Triptona™
Y 22.2 6 Nif~™, 4 Triptona™

Se mutagenizé UW136 con ICR-191 en placas de medio
BSNA. Se hicieron 5 cultivos partiendo de 5 colonias
mutagenizadas cada uno. Tras 12 generaciones de
segregaciébn postmutagénica en BSNA se enriquecié en
auxétrofos y Nif~, se sembré en placas de BSNA y las
colonias aparecidas se probaron en medio Burk (% de
auxétrofos o Nif7). Se caracterizé a 10 mutantes de cada
cultivo. Los mutantes Triptona™ solo crecen cuando se
suplementa el medio con triptona.
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mutagenizar 1la cepa UW6T en medio Burk suplementado con
acetato aménico. Hicimos 5 subcultivos, como en el
experimento anterior, en medio Burk con acetato ambénico
Yy tras un periodo de recrecimiento de unas 12
generaciones, enriquecimos en mutantes no utilizadores
de un azucar diferente en cada subcultivo. Tras el
enriquecimiento sembramos en medio Burk sélido con
acetato aménico y probamos la capacidad de utilizar el
azucar pertinente de 1000 colonias de cada subcultivo,
obteniendose 1los resultados gque se muestran en la tabla
VIII, donde se observa una gran fluctuacién en la
aparicién de mutantes, desde el 50.8% de Rhamnosa~,
hasta el 0.1% de Sorbosa~ o 0% de Melibiosa~. Esta
fluctuacidén puede deberse, al menos en parte, al pobre
enriquecimiento habido en sorbosa, melibiosa y rafinosa,
ya que estos azucares no son buenas fuentes de carbono

para A. vinelandii.

2.1.4 Obtencién de mutantes resistentes a clorato a
partir de la estirpe UW1l36

La estirpe Nif' UW136 resulta adecuada para buscar
mutantes afectados simultaneamente en la reduccidén de
nitrato y la fijacidén de nitrégeno. Por esto procedimos
a mutagenizar esta cepa con ICR-191 en placas de medio
Burk con acetato aménico. Probamos la capacidad de
crecer de més de 1000 colonias en medio Burk
suplementado con clorato y acetato aménico. Obtuvimos
unos 1000 mutantes, a los cuales probamos la capacidad
de crecer en medio Burk suplementado con diversas
fuentes de nitrégeno.

En la tabla IX se presentan los cuatro tipos de
mutantes resistentes a clorato, clasificados segln su
crecimiento en distintos medios. Los del tipo I, gque



78

Tabla VIII: Obtencidén de mutantes no utilizadores de

azlcares
Cultivo Azucar $ de no utilizadores
I Rhamnosa 50.8
II Sorbosa 0.1
II1X Rafinosa 0.4
Iv Galactosa 1.7
v Melibiosa 0

Se mutagenizé a la estirpe UWé6Y en medio Burk

suplementado con acetato aménico. Se hicieron 5
subcultivos partiendo de 5 colonias mutagenizadas en
cada uno. Tras 12 generaciones de segregacién

postmutagénica en medio Burk con acetato aménico se
enriquecié en un azucar diferente en cada cultivo. Se
sembré en placas de medio Burk con acetato aménico y se
probaron 1000 colonias de cada cultivo en el azucar en
que se habia enriquecido.
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.Tabla IX: Tipos fenotipicos de mutantes resistentes a

clorato obtenidos a partir de UW136

Tipo N NO3K NOpNa  NHg4t Cl03K  ClO3K+NH4*
I + n.c. n.c. + + +
II + n.c. n.c. + - +
III - - + + - +
v - - - + - +

Distintos tipos fenotipicos de crecimiento

de 1los

mutantes resistentes a clorato obtenidos de UW1l36.

+ Indica crecimiento
- Indica ausencia de crecimiento
n.c. Indica no comprobado porque

estirpes Nif* tendrfan que cultivarse en
carente de nitrégeno.

al tratarse de

una

atmésfera
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comprende a la gran mayoria de 1los mutantes, son
resistentes a clorato (ChlLX) y Nif't. Los mutantes del
tipo II son también Nift, pero resisten al clorato solo
en presencia de amonio, siendo sensibles si el medio
estd libre de nitrégeno. Retuvimos 10 de estos mutantes,
los nombrados AS40 a AS49, para un estudio més
detallado. El tipo III 1lo forma un solo mutante que
posee el fenotipo Nif~ Nar~ (no reductor de nitrata)
pero es capaz de utilizar nitrito como fuente de
nitrégeno (Nirt). Esta estirpe resultdé 1llevar dos
mutaciones distintas, pudiendose separar el fenotipo
Nif~ del Nar~ mediante pruebas de reversidén. Dado que
este era el fenotipo esperable en mutantes afectados
simultaneamente en la sintesis de los cofactores de
molibdeno y de hierro-molibdeno, buscamos m&s mutantes y
para ello hicimos 10 cultivos partiendo de 5 colonias
mutagenizadas en cada uno, dimos un periodo de
recrecimiento de 12 generaciones en medio Burk con
nitrito, enriquecimos en mutantes Nif~ en medio Burk y
seleccionamos resistentes a clorato en placas de medio
Burk con clorato y acetato aménico. Obtuvimos mutantes
resistentes a clorato en 4 de los cultivos, teniendo la
mayoria de 1las colonias el fenotipo deseado (Tipo IIX).
Sin embargo, de nuevo estas estirpes resultaron ser
dobles mutantes, segln las pruebas de reversidn

realizadas.

Por dltimo el tipo IV estéd compuesto por 5
mutantes que presentan un fenotipo Nif~ Nar~™ Nir~ y que
resultaron estar afectados en el gen ntrA (Santero et.
al., 1986).
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2.1.5 Obtencién de mutantes resistentes a clorato a
partir de la estirpe Nif~ UW6TY

Utilizamos la estirpe UW6X de fenotipo Nif~ para
obtener una coleccién de mutantes resistentes a clorato
en los que poder probar facilmente el crecimiento en
placas con nitrato o nitrito como fuente de nitrégeno.

La mutagénesis se realizé como en experimentos
anteriores en medio Burk suplementado con acetato
aménico. Se seleccionaron los mutantes resistentes a
clorato en medio Burk con clorato y acetato ambénico y se
les determiné 1la capacidad de crecer en nitrato o
nitrito como fuente de nitrégeno. El1 resultado obtenido
se presenta en la tabla X. Se encontraron dos tipos de
mutantes: Tipo A, incapaces de crecer con nitrato pero
si con nitrito y tipo B incapaces de crecer con ninguna

de las dos fuentes de nitrdgeno.

También buscamos mutantes no utilizadores de
nitrito pero Nart, para 1lo cual hicimos 3 cultivos en
cada uno de los cuales inoculamos 5 colonias
mutagenizadas. Dimos un recrecimiento de unas 12
geraciones en medio Burk suplementado con acetato
aménico, enriquecimos en mutantes Nir~ en medio Burk con
nitrito Y sembramos en placas de Burk con acetato
aménico. Probamos 1000 colonias de cada cultivo en medio
Burk con nitrito y obtuvimos tan solo una colonia no
utilizadora de nitrito (Nir3), 1la cual resulté ser
sensible a clorato y que denominamos AS30.

2.2 Mutagénesis con transposén

Durante el transcurso de esta tesis se ha

desarrollado 1la mutagénesis con transposones en A.
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.Tabla X: Tipos fenot{picos de mutantes resistentes a
clorato obtenidos a partir de UWe6T

Tipo NO3K NOpNa  NH4t  ClO3K+NH4t N2 de
mutantes

A - + + + 106

B - - + + 89

+ Indica crecimiento

- Indica no crecimiento



83

vinelandii (Contreras, 1981). Nosotros hemos intentado

obtener mutantes resistentes a clorato haciendo uso del

transposén Tn5.

2.2.1 Obtencidén de resistentes a clorato Nif~™ con Tn5

Para mutagenizar con Tn5 se utilizd el plésmido,
suicida en Azotobacter, pGS9, el <cual tiene un sistema

de transferencia eficaz de amplio espectro, pero una
capacidad de replicacién y mantenimiento restringido a
enterobacterias (Selvaraj y Iyer, 1983). Se introdujo
por conjugacién desde 1la cepa de E. coli HB101l/pGS9.
Para mejorar la eficiencia de la conjugacidén se hicieron
conjugaciones triparentales entre UW1l36, HB1l0l/pGS9 vy
otra HB10l, que lleva el pldsmido ayudador pRK201l3.

Se seleccionaron transconjugantes Km¥ de UW136 en
placas de medio Burk suplementado con acetato amébnico,
kanamicina y rifampicina. Tras 12 generaciones de
segregacién en el mismo medio, se sembraron las células
en placas de medio Burk con clorato y acetato amdnico.
De 1los mutantes obtenidos, 5 de ellos, llamados MV9l a
MV95 resultaron tener un fenotipo extrafio: Nif~™ y Chlft,
pero capaces de utilizar nitrato como fuente de
nitrégeno. Para comprobar gque estas estirpes no eran
dobles mutantes, se transfiridé ‘por transformacién su
resistencia a kanamicina del transposén a 1la estirpe
silvestre UwWl36. Tras un recrecimiento de 12
generaciones en medio Burk con acetato aménico y
kanamicina se probé el fenotipo Nif y de resistencia a
clorato de varias colonias de cada transformacién,
comprobando que eran todos mutantes sencillos producidos
por Tn5, tabla XI.
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Tabla XI: Transformacié4n de UW136 con DNA de MV91-95

Donador Ne de colonias Colonias Colonias
KmT testadas Nif~Chlft Nif*Chls
MVI1l 22 TODAS NINGUNA
MV92 27 TODAS NINGUNA
MV93 22 TODAS NINGUNA
MV94 21 TODAS NINGUNA
MV95 27 24 3

Se transformé UW1l36 con DNA de los mutantes MV9l a
MV95, se seleccionaron los transformantes en medio Burk
suplementado con acetato amdénico y kanamicina, se les
dié un perfiodo de recrecimiento de 12 generaciones en el
mismo medio y se sembraron en placas también de este
medio. Se probdé la resistencia a clorato (Chlk) y el
fenotipo Nif de algunas colonias de cada transformacién.
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DISCUSION

En este capitulo hemos descrito la puesta a punto
de la mutagénesis con ICR-191 en A. yvinelandii. La

mutagénesis se realizé en medio sélido, por lo que es un
tratamiento que dura todo el tiempo, desde gque se
siembran las bacterias hasta que estas consiguen formar
colonias. Por esto, cada colonia se convierte en una
experiencia de mutagénesis independiente; la aparicién
de un mutante en un momento dado de la formacién de la
colonia producird, por sucesivas divisiones un sector en
la colonia compuesto por bacterias mutantes, mientras
que el resto no poseerd esa mutacidén. E1 resultado final
es que cada colonia consiste en un conjunto heterogéneo
de bacterias con distintas alteraciones genéticas. En la
figura 9 se da, como medida de la mutagenicidad del
método, el porcentaje de colonias en las gque detectamos
la existencia de mutantes resistentes a clorato. Este
porcentaje en las condiciones 6ptimas se acerca al 100%,
lo cual indica que al menos en casi todas las colonias
existe tal tipo de mutantes, pero no gque la frecuencia
de 1los mutantes en el total de las células sea prdéxima a

la unidad.

Una vez determinada la concentracién de mutdgeno
éptima, procedimos a probar 1la - eficiencia del método
para inducir mutaciones no seleccionables. Una

dificultad en 1la obtencién de mutantes en A. vinelandii

estriba en el alto nuimero de copias del cromosoma gue
posee, en torno a 40 segin Sadoff et. al., (19793). Para
solventar este problema tuvimos que dar periodos de
recrecimiento postmutagénicos de aproximadamente 12
generaciones, permitendo 1la segregacién cromosdémica y
expresién de mutaciones recesivas. Buscamos mutantes
auxotréficos y Nif~. Los resultados obtenidos dieron una
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alta tasa de mutantes (tabla VII), pero, la mayoria de
ellos no eran identificables, sino que tenian como
requisito para crecer la adicién de triptona, Yy no
utilizaban aminodcidos 1libres ni casaminodcidos. Esto
sugiere que son mutantes auxotréficos de aminoacidos,
pero gque no pueden permear la mayorfia de ellos como

tales. Es probable que A. vinelandii no posea permeasas

para la mayorfa o muchos de los aminoacidos y en cambio
pueda permear péptidos (Kennedy y Toukdarian, 1981).

También buscamos otro tipo de mutaciones no
seleccionables gue no presentasen problemas de
identificacién. Concretamente intentamos obtener
mutantes no utilizadores de varios  aztcares. El
procedimiento fue similar al anterior, dando
recrecimientos postmutagénicos y haciendo posteriores
enriquecimientos en los azlcares correspondientes. El
resultado obtenido dié una muy alta frecuencia de
mutantes Rhamnosa™ y baja en el resto de los azlcares,
llegando a no ser detectada en el caso de la melibiosa
(tabla VIIXI). Esta enorme fluctuacién puede deberse al
hecho de haber obtenido enriquecimientos muy pobres en
estos azlcares y muy bueno en rhamnosa, igual que en
auxétrofos en el experimento anterior. Es probable que
estos pobres enriquecimientos se deban a dque A.

vinelandii no crece muy bién con estas fuentes de

carbono.

La obtencién de mutantes resistentes a clorato
para llevar a cabo el estudio genético de la asimilacién
de nitrato se realizd a partir de dos estirpes, una Nift
UWl36 y otra Nif~ UW6Y. La estirpe Nift tiene la ventaja
de permitirnos detectar mutantes afectados
simultaneamente en la fijacién de nitrégeno y la
reduccién de nitrato; la estirpe Nif~ es Gtil para

probar facilmente el fenotipo de crecimiento con nitrato
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© nitrito de los mutantes obtenidos a partir de ella.
Los grupos fenotipicos de mutantes obtenidos por
mutagénesis de UW1l36 (tabla IX), fueron 4, uno de ellos,
el méds abundante contiene mutantes Nift ChlY, el tipo II
lo componian mutantes que eran también Nift pero que
solo resistian al clorato cuando se afiade amonio al
medio de cultivo; parecen tener, por tanto, una mayor
capacidad de represién de 1la nitrato reductasa que la
estirpe silvestre. El1 tipo 1III, contiene un dnico
mutante, de fenotipoe Nif~ Nar~ Nir* ChlY que seria de
esperar en mutantes gque estuvieran afectados en las
etapas iniciales de la utilizacién del molibdeno. Aunque
se buscaron mds mutantes con ese fenotipo, de forma casi
dirigida, ya que se seleccionaron 1los fenotipos Nirt y
ChlT y se contraseleccioné el fenotipo Nif't, solo se
obtuvieron 4 nuevos mutantes que, al igual que el ya
existente, resultaron ser dobles mutantes Nif~, ChlY¥, ya
que sus revertientes Nift seguian siendo resistentes a
clorato y sus revertientes Nart seguian siendo Nif~.
Cabe concluir que en las condiciones de cultivo
utilizadas no parece posible 1la obtencién de mutantes
afectados en 1la incorporacién del molibdeno a los
cofactores de 1la nitrato reductasa y nitrogenasa. Los
mutantes del tipo IV tenfan el fenotipo Nif~™ Nar~ Nir~
ChlY, y resultaron estar afectados en el gen ntra,
Santero et. al., (1986)

En cuanto a 1los mutantes obtenidos a partir de la
cepa UW6Y, aparecen agrupados en dos tipos fenotipicos
(tabla X), el tipo A, que son Nar~ Nirt y el tipo B que
son Nar~ Nir~, repartiendose casi al 50% entre estos dos
grupos. También obtuvimos, por métodos dirigidos a
mutaciones no seleccionables, un mutante Nir~ sensible a
clorato (Nar¥).

As{ mismo, hemos usado el transposén Tn5 para la
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Obtencidén de mutantes ChlT a partir de UWl3e6,
encontrando 5 mutantes que eran a la vez Nif~, Nart y
Chl¥. Al ser estos mutantes ChlY y Nart similares a 1los
mutantes tipo II obtenidos con ICR-191 podrian tener una
mayor capacidad de represidén de la nitrato reductasa que
UW1l36, pero ademds son Nif~, estando estos fenotipos
provocados todos por la misma mutacién de Tn5 segln se
desprende de experimentos de transformacién (tabla X3I),
donde se transfiere la resistencia a kanamicina
(producida por Tn5) a UW1l36, resultando transferidos a
la vez el caracter Nif~ y Chlrf.
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3. ESTUDIO DE LOS MUTANTES RESISTENTES A CLORATO QUE
TIENEN ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA

En este capftulo presentamos el estudio realizado
con los mutantes denominados AS40 a AS49, descritos en
el apartado 2.1.4 y MV9l a MV95 descritos en 2.2.1.
Estos mutantes fueron obtenidos por mutagénesis de 1la
estirpe Nif* UW136, con ICR-191 (AS40-43) y con el
transposén Tn5 (MV91-95).

Los mutantes AS40 a AS49 son resistentes a clorato
solo cuando se afiade amonio al medio de cultivo, por 1lo
que deben tener actividad nitrato reductasa, que
probablemente es reprimida por amonio mads eficientemente
que en la estirpe silvestre. Su fenotipo se muestra en
la tabla IX (Tipo II). Los mutantes MV91l a MV95 son
resistentes a clorato, Nif~ y capaces de utilizar

nitrato como fuente de nitrdégeno.

3.1 Represién de la nitrato reductasa de los mutantes
AS40-49

Con objeto de comprobar si estos mutantes tienen
una mayor capacidad de represién de la nitrato reductasa
gque la estirpe silvestre, medimos esta actividad en
bacterias incubadas en presencia de una concentracién

fija de nitrato y concentraciones crecientes de amonio.

El experimento se realizé con cultivos en medio
Burk a mitad de la fase exponencial de crecimiento, que
se dividieron en alicuotas a las que se afiadié nitrato
potdsico (0.2 g/1) y cloruro ambnico a 0, 0.1 y 1 g/l.
Se incubaron en agitacidén durante 5 horas y se midié la

actividad nitrato reductasa.
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El resultado obtenido se muestra en la tabla XII,
donde se presentan las actividades en forma de tanto por
ciento con respecto a las obtenidas en ausencia de
amonio. Se observa que la nitrato reductasa de los
mutantes se reprime mds eficientemente que la de la
estirpe silvestre. Esta diferencia se hace especialmente
clara a 1la concentracién de cloruro aménico de 0.1 g/1,
en la cual hay un 50% de actividad en UW1l36 y menos del
19% en todos los mutantes.

3.2. Consumo de amonio de UW136 y AS45

La mayor represién por amonio de la nitrato
reductasa observada en estos mutantes, podrfa deberse a
una mayor capacidad de consumo del amonio presente en el
medio de cultivo. Para probar esta hipbtesis, procedimos
a medir el consumo de amonio de las estirpes UW1l36 y
AS45. El experimento se realizé con cultivos en medio
Burk a mitad de 1la fase exponencial con la misma
densidad éptica a 560 nm. Afiadimos cloruro aménico a la
concentracién final de 1 mM y tomamos muestras cada 15
minutos, determinando el amonio en el sobrenadante por
el método de Solorzano (1969).

En la figura 10 se muestran las cinéticas de
consumo de amonio obtenidas, comprobandose que no existe
diferencia entre UW136 y AS4S5.

3.3 Actividad Glutamina Sintetasa (GS)

La glutamina sintetasa es la primera enzima de la
ruta de incorporacién de amonio. Llamada GS-GOGAT
(Glutamina Sintetasa - Glutamato sintasa). Es por tanto

una enzima clave en el metabolismo del nitrdégeno.
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Figura 10: Consumo de amonio de 1las estirpes UW136
(A) y AS45 (W). E1l experimento se realizd con cultivos
a mitad de la fase esponencial y 1la misma densidad
6ptica a 560 nm en medio Burk. Se afiadid acetato amdnico
(1 mM) y se tomaron muestras cada 15 minutos. Se determind

el amonio del sobrenadante por el método de

Solorzano
(1969).



92

.Tabla XII: Represién por amonio de la nitrato reductasa
en los mutantes AS40-49

Estirpe NO3K (0.2 g/1) NO3K (0.2 g/1)
ClNH4 (0.1 g/1) ClNH4 (1 g/1)
Uwl3e 50.13 29.26
AS40 18.44 14.67
AS41 9.29 10.37
AS42 9.32 1.69
AS43 0 5.65
AS44 12.95 12.70
AS45 13.01 12.26
AS46 10.19 12.77
AS47 12.72 19.08
AS48 8.49 6.79
AS49 0 4,13

Se presenta la actividad nitrato reductasa en %
con respecto a 1la actividad en medio con nitrato y sin
amonio. El experimento se realizdé con cultivos en medio
Burk a mitad de la fase exponencial, que se dividieron
en alicuotas a las que se suplementé con NO3K (0.2 g/1)
y CINHy a 0, 0.1 y 1 g/l. Se incubd en agitacidén (250
rpm) durante 5 horas y se midié 1la actividad nitrato
reductasa.
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Su actividad se regula por interconversién enzimdtica
entre dos formas, una activa (desadenilada) y otra
inactiva (adenilada). Dado gue la enzima es un
homomult{imero (12 subunidades idénticas) puede presentar
diversos grados de actividad segln el nimero de
subunidades adeniladas por ejemplar de enzima. El grado
de adenilacién de la GS es el resultado de una fina
regulacién en la que intervienen varias enzimas y que es
dependiente de multiples factores metabdblicos gue
informan del estado metabélico celular y del balance
carbono/nitrégeno (Lepo et al., 1982). A su vez, el
sistema de adenilacién/desadenilacién de la GS puede
actuar sobre los genes implicados en la regulacién del
metabolismo del nitrdégeno (sistema ntx) (Backman et al.,
1983; Bueno et al., 1985). Una alteracién en el sistema
de adenilacién de la GS podria tener consecuencias en la
regulacién de los genes que estén sometidos al sistema
de control general del metabolismo del nitrédgeno; en
nuestro caso los de 1las nitrato y nitrito reductasas.
También, una alteracién metabdlica que afectase a las
concentraciones de metabolitos implicados en la
regulacién del metabolismo del nitrégeno afectaria
probablemente al grado de adenilacién de 1la GS.
Procedimos por tanto, a medir en los mutantes la GS y su

capacidad para adenilarla y desadenilarla.

La desadenilacién de la GS se midié en 1los
mutantes AS41, AS45 y AS49 asi como en la estirpe
silvestre. Se cultivaron en medio Burk suplementado con
acetato aménico, condiciones en 1las que la GS estd
fundamentalmente adenilada, hasta el final de la fase
exponencial. Se tomé la mitad de cada cultivo y se les
midié el grado de adenilacién, las otras mitades se
lavaron e incubaron durante 1 hora en medio Burk sin
amonio para provocar la desadenilacién de 1la GS,
midiendose a continuacién el grado de adenilacién de la
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enzima. El grado de adenilacién se obtiene como el
cociente entre 1la actividad medida en presencia del ién
Mn2+ (actividad total) y la obtenida en presencia de
Mn2+t y Mg2t (actividad desadenilada). Este cociente es
mayor cuanto mads adenilada estd la GS, pudiendo oscilar
entre 3 y 0.5 en 1las condiciones de ensayo usadas por
nosotros (Siedel y Shelton, 1.979). En la tabla XIII se
muestra el resultado obtenido, no encontrandose
diferencia alguna entre la estirpe silvestre y las
mutantes.

La adenilacién de la GS se mididé en AS45 y UW1l36.
Cultivamos hasta mitad de la fase exponencial en medio
Burk, traspasamos 1los cultivos a medio Burk de refresco
y 1los incubamos durante 30 minutos, repartimos en
al{cuotas y afiadimos diferentes concentraciones de
cloruro aménico, incubamos en agitacién durante 15
minutos y medimos finalmente la actividad GS en
presencia de Mn2% y de Mn2%t+Mg2*t. E1 resultado obtenido
(tabla XIV), fue similar en ambas estirpes. Se observa
ademds un fendémeno inesperado, consistente en un aumento
de la actividad GS al aumentar la concentracién de
amonio, lo <cual se puede ver mds graficamente en la
figura 11 donde se representa la actividad GS en Mn2+ y
Mn2t+Mg2* en funcién de la concentracién de amonio. En
la tabla XV se puede observar como este aumento de
actividad GS no es sensible a la presencia de
cloranfenicol, por lo que no debe tratarse de la
induccién de 1la sintesis de nueva enzima sino de la

activacién de enzima preexistente.



95

Tabla XIII: Desadenilacién de la Glutamina Sintetasa

Estirpe Mn2+t/Mn2++Mg2*t Mn2+/Mn2%+Mg2+
Burk+NHg% Burk

UW1l36 1.91 0.47

AS41 2.02 0.62

AS45 2.01 0.55

AS49 2.29 0.69

o grado de adenilacién se presenta como el
cociente entre la actividad en presencia del ién Mn2t y
de Mn2++Mgz+. Cultivos en medio Burk con acetato aménico
se dividieron en dos mitades, en una de ellas se
determiné directamente el grado de adenilacibén y la otra
se traspasé a medio Burk donde se incubé durante 1 hora,
al cabo de la cual se midié el grado de adenilacién.
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Tabla XIV: Adenilacién de GS de UW1l36 y AS45

C1NH, UW136 AS45

(mg/1) a b a/b a b a/b
0 16 40 0.40 30 45 0.67
2 94 54 1.81 208 121 1.72
4 293 135 2.17 444 207 2.14
6 424 185 2,29 416 189 2,20

10 603 219 2.75 469 231 2.03

Actividades dadas en mU/mg.
a. Actividad en presencia de Mn2t,
b. Actividad en presencia de Mn2%t y Mg2*t,

Cultivos a mitad de 1la fase exponencial en medio
Burk, se traspasaron a un medio Burk de refresco, se
incubaron durante 30 minutos, se dividieron en alicuotas
y se les afiadié C1NHy a distintas concentraciones, tras
15 minutos de incubacién en agitacién se midié 1la
actividad GS en presencia de Mn?t y de Mn2t+Mg2t,
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Figura 11: Aumento de 1la actividad GS transferasa total
(m) y desadenilada (@), tras la preincubacidn en medio
fresco y adicidén de amonio. El experimento se realizd
segln se indica en la tabla XIV.
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Tabla XV: Aumento de la actividad GS de UW1l36 en
presencia de cloranfenicol

C1NH4 Cloranfenicol MnZ2* Mn2++Mg2t
(mg/ml) (mU/mg) (mU/mg)
0 - 16 40
0 + 20 38
10 - 603 219
10 + 543 255

El experimento se realizé segin se indica en la
tabla XIV.
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3.4 Represién de 1las nitrato y nitrito reductasas en
medios con diferentes fuentes de carbono

Como vimos en el apartado 1.9, la estirpe UW1l36
muestra una cinética de represién de ambas reductasas
diferente segin la fuente de <carbono wutilizada. La
represién por amonioc de estas enzimas resulta més
eficiente cuando 1la fuente de <carbono en el medio de
cultivo es "pobre" (2-oxoglutarato o acetata) gque cuando
esta es "rica" (sacarosa). Una posible explicacién del
fenotipo de los mutantes AS40 a AS49 consiste en que
estos mutantes sean geneticamente incapaces de reconocer
la presencia de una fuente de carbono "rica" en el medio
de cultivo, de manera gque se comporten siempre como si
estuvieran en presencia de una fuente de carbono
"pobre". Esto implicaria que alguna seflal o sensor
presente en la estirpe silvestre, capaz de modular de
algtn modo la represién por amonio de la nitrato
reductasa cuando 1la célula estd en presencia de una

buena fuente de carbono, se ha perdido en estos mutantes.

Para comprobar esta hipétesis, obtuvimos 1la
cinética de represién de las nitrato y nitrito
reductasas de AS45 del mismo modo que se describe en el
apartado 1.9 para la estirpe silvestre. El resultado
obtenido cuando la fuente de carbono utilizada fue
sacarosa se muestra en la figura 12A y el obtenido con
2-oxoglutarato en 12B (en ambos casos se representa
también la estirpe silvestre UW1l36). Se puede comprobar
como a diferencia de UW1l36, AS45 se comporta de la misma
manera con sacarosa gque con 2-oxoglutarato, reprimiendo
en sacarosa mds eficientemente ambas reductasas que
UWl36, mientras gque no hay diferencias entre ambas
estirpes <cuando 1la fuente de carbono utilizada es
2-oxoglutarato.
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Figura 12: Cinética de represidn de la nitrato reductasa
y nitrito reductasa de las estirpes UW136 y AS45 con
sacarosa como fuente de —carbono (A) o 2-oxoglutarato
(B). Nitrato reductasa de UW136 (®) y de AS45 (@).
Nitrito reductasa de UW136 (@) y de AS45 (A). El1 experi-
mento se realizd como se indica en la figura 8,
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El resultado obtenido con acetato potdsico fue
similar al obtenido con 2-oxoglutarato.

3.5 Actividades nitrato reductasa y nitrito reductasa de
los mutantes MV91-95

Estos mutantes tienen un fenotipo similar, en
parte, a los mutantes AS40 a AS49, ya que son ChlY¥ Nar*?,
si bién, a diferencia de estos, son ademds Nif~. Es por
ello probable que esten afectados también en 1la
represién de la nitrato reductasa. No obstante, este
punto es de dificil comprobacién debido a que al ser
Nif~™ han de ser cultivados en medios suplementados con
amonio, lo que obliga a que para hacer su cinética de
represién haya que cambiarlos a un medio nuevo
suplementado con nitrato y diferentes concentraciones de
amonio, y como vimos en el apartado 1.6 el refresco de
los cultivos provoca una subida inespec{fica de ambas
reductasas, gue interfiere con el balance de
induccibén-represién por nitrato y amonio. Por esta razén
nos limitamos a medir 1la actividad inducida de ambas
enzimas para ver si ~son normales y si por consiguiente
cabe atribuir la resistencia a cloratoc a un fendmeno de
represién mds eficiente de la nitrato reductasa que en
la cepa silvestre o si por el contrario estos mutantes
poseen actividades intermedias que les confieran la
capacidad de resistir el efecto téxico del <clorato y a
la vez les permitan crecer con nitrato como fuente de
nitrégeno.

El experimento se realizé con cultivos en medio
Burk suplementado con acetato ambénico a mitad de la fase
exponencial de crecimiento, se lavaron Yy resuspendieron
en medio Burk con nitrato, se incubaron en agitacién

durante 5 horas y se midieron ambas actividades.
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El resultado otenido se presenta en la tabla XVI,
comprobandose gque no hay ninguna diferencia entre estos
mutantes y la estirpe silvestre.



103

Tabla XVI: Actividad nitrato y nitrito reductasa de los
mutantes MV91-95

Estirpe Nitrato reductasa Nitrito reductasa
(mU/mg) (mU/mg)

UW136 7.98 14.13

MVOl 6.56 13.17

MV92 6.12 13.22

MV93 6.30 12.59

MV94 6.40 12.79

Cultivos en medio Burk con acetato aménico fueron
lavados y transferidos a medio Burk <con nitrato e
incubados en agitacién durante 5 horas, tras las cuales
se midieron las actividades nitrato y nitrito reductasas.
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DISCUSION

En este capitulo describimos el estudio
fisiolégico de mutantes resistentes a clorato que no
carecen de actividad nitrato reductasa. Estos mutantes
han sido obtenidos a partir de 1la estirpe silvestre
UWl36, por mutagénesis con ICR-191 (AS40 a AS49) o con
Tn5 (MV91 a MV9l).

Los mutantes AS40 a AS49 tienen el fenotipo Nif?t
Chl¥, aunque la resistencia a clorato es dependiente de
la adicién de amonio u otra fuente de nitrégeno
reducido, al medio de cultivo, (tabla IX, Tipo 1II).
Estos mutantes tienen una actividad nitrato reductasa
normal, pero se reprime mas fuertemente y a
concentraciones de amonio menores que la de la estirpe
silvestre (tabla XII). La mayor sensibilidad al efecto
represor del amonio observada en estos mutantes, no se
debe a una mayor capacidad de consumo de amonio (figura
1G), ni a una alteracidén que provoque una incapacidad
para activar (desadenilarx) a la Glutamina Sintetasa, 1lo
cual podria haber tenido efectos indirectos sobre la
regulacién general del metabolismo del nitrégeno
(Backman et al., 1982; Bueno et al., 1985). Tampoco
muestran ninguna diferencia con la estirpe silvestre en
la capacidad de adenilar la GS, proceso este finamente
regulado y dependiente del balance carbono/nitrégeno.
Este hecho, unido a gue estos mutantes crecen
perfectamente bien en medio Burk, nos lleva a pensar gue
no tienen ninguna alteracidén metabdlica que produzca un
cambio importante en la concentracién de metabolitos de
carbono o de carbono y nitrégeno.

Una posible explicacién para el comportamiento de
estos mutantes estarfa relacionada con el hecho de que
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en la estirpe silvestre 1los niveles de represidén por
amonio de las enzimas nitrato y nitrito reductasa son
dependientes de la naturaleza de la fuente de carbono
empleada, siendo mayor la represién con 2-oxoglutarato o
acetato gue con sacarosa, apartado 1.9. Como puede
observarse en la figura 12, AS45 a diferencia de UW136,
reprime con igual eficiencia ambas reductasas, tanto con
sacarosa como fuente de carbono como con 2-oxoglutarato
o acetato. Por tanto, concluimos que A. vinelandii tiene

la capacidad de distinguir entre distintas fuentes de
carbono, reprimiendo, cuando se afiade amonio, las
nitrato y nitrito reductasas mds fuertemente si la
fuente de carbono empleada es "pobre" que si es "rica",
Y que los mutantes AS40-49 han perdido esta capacidad,
comportandose siempre como si crecieran en un medio con

una fuente de carbono "pobre".

Los mutantes MV91 a MV395 tienen un fenotipo Nif~
Nart ChlY¥. Aunque su fisiologfa resulta m&s dificil de
estudiar que la de los mutantes AS40 a AS49, son mds
accesibles a un estudio genético, ya que, debido a su
caracter Nif~, Se pueden efctuar con ellos estudios de
complementacién selecionando 1la transferencia del alelo
silvestre (Nif* Chl§). Nosotros nos hemos 1limitado a
comprobar gue poseen unos niveles de actividad nitrato y
nitrito reductasa normales (tabla XVI), por 1lo que la
resistencia a clorato probablemente se deba a una mayor
represién por amonio de la nitrato reductasa que en la
estirpe silvestre, comportamiento que resulta similar al
de los mutantes Nift AS40 a As49.
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4. ESTUDIO DE MUTANTES INCAPACES DE ASIMILAR NITRATO

En este capitulo se presenta el estudio realizado
con los mutantes descritos en el apartado 2.1.5,
obtenidos por mutagénesis de la estirpe Nif~ UW6Y con
ICR-191. Estos mutantes presentan la caracteristica
comiin de no ser capaces de asimilar nitrato y pueden ser
divididos en tres grupos segin su fenotipo de
crecimiento: Un grupo formado por un solo mutante (AS3Q)
que es ChlS Nart Nir~; otro formado por 106 mutantes que
son ChlY Nar~ Nirt y un dltimo grupo compuesto por 89
mutantes de fenotipo ChlY Nar~ Nir*t.

4.1 Curvas de crecimiento

Tomamos un representante de cada grupo de
mutantes, AS30 (ChlS Nart* Nir7), AS31 (ChlY Nar~™ Nir3) vy
AS36 (Chlr¥ Nar~ Nir%t) y la estirpe parental UWeY y
realizamos curvas de crecimiento en medios Burk
suplementados con distintas fuentes de nitrdgeno:
acetato aménico, nitrato potdsico, nitrito sédico y
clorato potédsico + acetato aménico. El1 resultado
obtenido se muestra en la figura 13. Aunqgue la
sensibilidad al clorato se manifiesta como una cierta
ralentizacién del crecimiento, resulta clara la
diferencia entre 1las estirpes sensibles UW6Y y AS30 y
las resistentes AS31 y AS36, las cuales crecen en
presencia de clorato de forma indistinguible a la del
control con solo amonio. Como cabia esperar, la estirpe
UW6X crece tanto con nitrato como con nitrito; AS36 no
crece con nitrato pero s{ con nitrito; AS30 y AS31 no
crecen con ninguna de estas dos fuentes de nitrégeno; en
el caso de AS30 la no utilizacidén de nitrato debe estar
producida tan solo por su incapacidad de asimilar
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nitrito ya que es sensible a clorato y por lo tanto Nar¥.

4.2 Complementacién de los mutantes Chlr Nar~ Nir~ con
los genes ntrA y ntrcC

Las estirpes que presentan a la vez un fenotipo de
resistencia a clorato e incapacidad de asimilar nitrato
pueden estar mutadas en genes reguladores que afecten
simultaneamente a la expresién de la nitrato reductasa y
la nitrito reductasa. Santero et al. (1986) han descrito

mutantes de A. vinelandii en el gen ntrA, los cuales no

expresan los genes nif ni los de 1las nitrato y nitrito
reductasas; ademds, Toukdarian y Kennedy (1986) han
encontrado que mutantes en el gen ntrC de A. vinelandii

no reducen nitrato, no habiendo estudiado si este gen

tiene algln efecto sobre la nitrito reductasa.

En los 89 mutantes que tienen fenotipo ChlY Nar~
Nir~ introdujimos por conjugacién los césmidos pLV50 y
pLV72, que llevan fragmentos cromosémicos EcoRI de A.

vinelandii capaces de complementar a mutantes de E. coli

en los genes ntrC y ntrA respectivamente.

Los césmidos pLV50 y pLV72 fueron obtenidos de una
genoteca de A. vinelandii construida con fragmentos
EcoRI en el césmido pLAFR1 (Toukdarian y Kennedy, 1986).

Este césmido confiere resistencia a tetraciclina y es

movilizable por conjugacién, aunque no es
autotransferible. Las conjugaciones se realizaron
mediante cruces triparentales entre cada cepa mutante de
A. vinelandii, una estirpe de E. coli (HB10l) portadora
de pLV50 o pLV72 y otra estirpe HBl0l portadora del
plasmido ayudador pRK2013. Las conjugaciones se

realizaron segin se indican en los Materiales y Métodos

y los transconjugantes se seleccionaron en medio Burk
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suplementado con acetato aménico y tetraciclina.
Comprobamos el crecimiento de 1los transconjugantes en
medio Burk con nitrato y encontramos que 66 mutantes
eran complementados por pLV50 (ntrG), ninguno por pLV72
(ntrA), y 23 mutantes no se complementaban con ninguno
de los plésmidos. De los mutantes complementados por
pPLV50 y por tanto afectados seguramente en el gen ntrC
nos quedamos con 4 que denominamos AS31 a AS34.

4.3 Fisiologfa de los mutantes en el gen ntrC

Determinamos 1las actividades nitrato y nitrito
reduétasas, el consumo de nitrato y 1la excrecién de
nitrito al medio de cultivo de los mutantes AS31 a AS34
Yy de 1la estirpe parental UWé6T tanto complementados como
sin complementar con el césmido pLVS0.

El experimento se realizdé con cultivos en medio
Burk con acetato aménico a mitad de la fase exponencial.
Las células se lavaron y resuspendieron en medio Burk
suplementado con nitrato potédsico (0.2 g/1), donde se
incubaron en agitacién durante 5 horas, transcurridas
las cuales se determind el nitrato consumido, el nitrito
excretado al medio y se ensayaron las actividades
nitrato y nitrito reductasa. El resultado de este
experimento se presenta en la tabla XVII, donde se puede
comprobar gque estos mutantes poseen niveles basales de
ambas reductasas y gque resultan casi indetectables el
nitrato consumido y el nitrito excretado al medio,
mientras que cuando llevan el césmido PpLV50 guedan
restauradas ambas actividades, asi como la capacidad de
consumo de nitrato y excrecién de nitrito al medio de
cultivo. La actividad nitrato reductasa de los mutantes
sin pLV50 se determindé tanto en células permeabilizadas

como sin permeabilizar y en ambos ensayos se obtuvieron
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Tabla XVII: Actividades nitrato y nitrito reductasas,
‘ consumo de nitrato y excrecién de nitrito de
los mutantes ntrC complementados y sin

complementar
Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito
Estirpe consumido excretado reductasa reductasa
(amol/mg) (umol/mg) (mU/mg) (mU/mg)
uweT 13.59 0.67 6.77 14.20
UW6T /pLV50 - - 4.70 16.06
AS3l 0.19 0.02 0.03 2.86
AS31/pLV50 7.48 2,38 9.11 11.23
AS32 0 0.04 0.18 1.91
AS32/pLV50 9.71 4,16 10.65 12.51
AS33 0 0.05 0.21 0.65
AS33/pLV50 10.22 4.20 11.11 12.49
AS34 0.99 0.03 0.16 3.35
AS34/pLV50 7.40 1.95 7.37 16.23

Cultivos en medio Burk suplementado con acetato
aménico a mitad de 1la fase exponencial se lavaron Yy
resuspendieron en Burk con NO3K (0.2 g/1), se incubaron
durante 5 horas a 302C y con una agitacién de 250 rpm.
Se ensayaron las actividades de ambas reductasas y se
midié el nitrato consumido y el nitrito excretado
durante la incubacién.
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los mismos resultados.

4.4 Efecto del medio fresco sobre las dos reductasas en
mutantes en los genes ntrA y ntrC

El cambio de 1las células de un medio agotado a
otro de refresco produce una subida inespecifica de las
actividades nitrato reductasa y nitrito reductasa, segin
se describié en el punto l.6. Este efecto es
independiente de la existencia de nitrato en el medio de
cultivo, por lo gue nos preguntamos sobre la posibilidad
de que estén implicados los genes ntrA y ntrC,
necesarios para la induccién por nitrato, o si por el
contrario se trata de una induccién independiente de los

genes ntr.

Estudiamos el efecto del <cambio de medio en las
estirpes AS29 (ntrA) y su parental UW136 y en AS33 y
AS34 (ntrG) y su parental UW6I. El1 experimento  se
realizé con cultivos de las distintas cepas en medio
Burk suplementado con acetato ambénico a mitad de 1la fase
exponencial. Lavamos las células y las incubamos en
medio Burk. Medimos las actividades nitrato y nitrito
reductasas inmediatamente transferidas las células y
después de 1 hora del cambio de medio. El resultado
obtenido se presenta en la tabla XVIII. No se observa
ninguna induccién enzimdtica en los mutantes AS29, AS33
Y AS34, mientras que en las estirpes parentales UW136 y
UW6Lr se inducen tanto la nitrato reductasa como la
nitrito reductasa.
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Tabla XVIII: Efecto del medio fresco sobre las nitrato
Y nitrito reductasas en mutantes en los
genes ntrA y ntrC

Nitrato reductasa Nitrito reductasa
Estirpe (mU/mg) (mU/mg)

t=0 t=1 t=0 t=1
UW1l36 0.14 3.30 1.41 8.65
Uwer 0.10 2.83 1.00 8.67
AS29(ntrA) 0 0.01 0 0
AS33(ntxG) 0 0.01 2.18 1.44
AS34(ntrG) 0 0.02 0 0

Cultivos en medio Burk con acetato aménico a mitad
de la fase exponencial fueron lavados y resuspendidos en
medio Burk. Se midieron las actividades nitrato vy
nitrito reductasas a tiempos 0 y 1 hora de incubacién.
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4.5 Estudio de 1los mutantes Chlr Nar~™ Nir~ no
complementables por ntrA ni ntrC

Los 23 mutantes c¢on este fenotipo que no fueron
complementados por los c¢ésmidos pLV50 ni pLV72 se
cultivaron en medio Burk suplementado con nitrato
aménico (1g/1l) y se les midié 1la actividad nitrato
reductasa para comprobar si efectivamente eran Nar~. La
nitrato reductasa se ensayé tanto en células
toluenizadas como sin toluenizar obteniendose solo

actividades basales en ambos casos.

El elevado nimero de estos mutantes hace muy
improbable, si no imposible, que se trate de mutantes
dobles Nar~™ y Nir™; no obstante, para comprobar que las
dos carencias estdn provocadas por una misma mutacién,
tomamos 4 mutantes (AS60 a AS63) y los transformamos con
DNA de UW6Y. Seleccionamos transformantes Nirt en placas
de medio Burk suplementado con nitrito y probamos si
eran o no capaces de crecer con nitrato como fuente de
nitrégeno. Todas 1las colonias Nir' probadas resultaron
ser también Nart, por lo gue podemos concluir que ambos
fenotipos estan producidos por una sola mutacién (tabla
XIX).

4.6 Actividad nitrato reductasa de los mutantes Nar~ Nirt

Medimos la actividad nitrato reductasa de 1los 106
mutantes Nar~ Nir? cultivados en medio Burk suplementado
con urea (2 mM) y nitrato potdsico (0.8 g/1) tanto en
células permeabilizadas como enteras, no detectando
actividad en ninguno de los mutantes, salvo en uno que
denominamos AS35.
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Tabla XIX: Transformacién de los mutantes AS60-63 con
DNA de UWe6Y

Estirpe ne de transformantes ne de transformantes
Nar*t Nirt Nar~ Nir*

AS60 5 0

AS61 18 0

AS62 2 0

AS63 18 0

Se transformé con DNA de UW6Y, se seleccionaron
transformantes Nirt y se probd la capacidad de utilizar
nitrato de algunos de estos transformantes.
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4.7 Fisiologfa de 1los mutantes afectados en una sola de
las reductasas

Medimos las actividades de ambas reductasas, el
consumo de nitrato y la excrecidén de nitrito al medio de
cultivo de los mutantes AS30 (Nart Nir7), AS35 y AS36
(Nar™ Nir%) y de la estirpe parental UW6T.

El experimento 1lo realizamos del mismo modo que se
describe en el punto 4.3. El1 resultado obtenido se
muestra en la tabla XX. La estirpe mutante AS30 tiene
una elevada actividad nitrato reductasa, casi el doble
que la estirpe UW6Y¥. Esto puede deberse a que, durante
el ensayo de la actividad nitrato reductasa, la nitrito
reductasa estd activa y puede reducir hasta amonio parte
del nitrito producido en la reaccibén en la estirpe UWeT,
mientras que en AS30 esto no puede ocurrir porque tiene
una actividad nitrito reductasa muy baja. El consumo de
nitrato en esta estirpe es similar al que tiene UWeéT,
pero, a diferencia de ésta, todo el nitrito producido es
excretado al medio de cultivo al no poder ser reducido.
La cepa mutante AS35 resulta ser rezumante para 1la
actividad nitrato reductasa Y presenta una cierta
capacidad de consumo de nitrato, no excretando de forma
perceptible nitrito al medio de cultivo. Por dltimo en
la cepa AS36 resulta indetectable tanto la actividad
nitrato reductasa como el consumo de nitrato vy

logicamente no excreta nitrito al medio.
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Tabla XX: Actividades nitrato y nitrito reductasas,
consumo de nitrato y excrecién de nitrito de
mutantes afectados en una sola de las

reductasas

Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito
Estirpe consumido excretado reductasa reductasa

(nmol/mg)  (pmol/mg) (mU/mg) (mU/mg)
Uwe T 10.9 0.4 8.65 15.72
AS30 8.1 8.3 14.73 1.99
AS35 2.0 0 l.61 18.40
AS36 0 0 0 19.60

El experimento se realizé igual que se indica en
la tabla XVII.
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DISCUSION

Los mutantes estudiados en este apartado tienen en
comin la incapacidad de crecer utilizando nitrato como
fuente de nitrdégeno, ya sea porque carecen de actividad
nitrato reductasa, por carecer de nitrito reductasa o de
ambas actividades. En la figura 13 se presentan curvas
de crecimiento que ilustran los distintos fenotipos: El
fenotipo silvestre ChlS Nart Nirt (UWéX) y 1los fenotipos
mutantes ChlS Nar* Nir~ (AS3Q), ChlT Nar~ Nir* (AS36) y
Chlr Nar~ Nir~ (AS31).

A los mutantes que carecen de ambas reductasas se
les introdujeron 1los césmidos pLV50 y pLV72, que llevan
los genes ntrC y ntrA de A. vinelandii respectivamente.

La mayoria de 1los mutantes (66 de 89) se complementan
con pLV50, ninguno con pLV72 y los 23 restantes no se
complementan con ninguno de estos césmidos.

Los datos fisiolégicos de 1los mutantes en el gen
ntrC se presentan en la tabla XVII. Tienen actividades
basales de ambas enzimas y una capacidad de consumo de
nitrato casi indetectable. El1 c¢ésmido pLV50 restaura

ambas actividades asi como el consumo de nitrato.

Los genes ntrA y ntrC son necesarios no solo para

la induccién por nitrato como vimos en el apartado 4.3,
sino para la induccidén inespec{fica de ambas reductasas
gque tiene 1lugar cuando 1las células se transfieren a un
medio de refresco, tabla XVIII.

Los 23 mutantes no complementables por los
césmidos pLV50 y pLV72 tienen actividades nitrato
reductasas bajas o basales y no son mutantes dobles al
menocs en su mayorfa, puesto que ambos marcadores Nart Yy
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Nirt procedentes de la estirpe silvestre cotransforman
al 100% a los mutantes estudiados, tabla XIX.

Durante el trabajo realizado en esta tesis hemos
encontrado gque hay una total corregulacién a nivel
fisiolbégico entre las enzimas nitrato y nitrito
reductasas. También hemos encontrado mutaciones
reguladoras que en todos los casos afectan de igual modo
a ambas reductasas: Mutantes afectados en la represién
de ambas enzimas (AS40 a AS49) y mutantes en el gen
ntrC, ademds de los mutantes ntrA descritos por Santero
et al. (1986) gue afectan simultaneamente a ambas
enzimas y a los genes nif. Todo ello nos lleva a
plantear la hipétesis de que 1los genes que determinan
para ambas enzimas estan formando una misma unidad
transcripcional. Los 23 mutantes no complementables por

ntrA ni ntrC pueden estar afectados en algunos otros

genes reguladores, o0 en uno Udnico de ese tipo, o ser
mutantes polares, ya que el mutdgenoc empleado, ICR-191,
produce mutaciones por desfase de lectura, gque pueden

producir polaridad.

Aunque los mutantes con fenotipo ChlY¥ Nar~ Nirt
podrian, pertenecer a distintas clases: Mutantes
afectados en la actividad nitrato reductasa, mutantes
afectados en el transporte del ién nitrato al interior
celular, o mutantes de la cadena de transporte de
electrones desde el donador fisiolbégico hasta 1la nitrato
reductasa, ese no ha sido nuestro caso. Mutantes en el
transporte de electrones deberfan tener actividad
nitrato reductasa medida con ditionito y metil violdgeno
como donadores de electrones, pero no tener actividad
"in wvivo", no siendo por tanto capaces de consumir
nitrato del medio de cultivo. Solo uno de los 106
mutantes estudiados tuvo actividad nitrato reductasa
medida con ditionito y metil violbégeno (AS35) pero este
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resulté ser un mutante rezumante, ya que esta actividad
era baja (1/5 de la del silvestra) y ademds tenfa cierta
capacidad de consumo de nitrato acorde con su baja
actividad nitrato reductasa (tabla XX). Tampoco
encontramos mutantes afectados en el transporte del idn
nitrato al interior celular, puesto gque en células
permeabilizadas tampoco detectamos actividad nitrato
reductasa en ninguno de ellos. Dado el alto nimero de
mutantes estudiados, pensamos que estos tipos de
mutantes tal vez no se puedan aislar, bién porque no
existan tales sistemas de transporte de electrones y de
permeasa especificos para el nitrato, bién porque
existan sistemas alternativos a ellos, o bién, en el
caso de los transportadores de electrones, porgue
ejerzan otras funciones y su carencia sea letal para la
célula.
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5. CLONACION DE GENES IMPLICADOS EN LA ASIMILACION
DEL NITRATO

En este apartado se describe el procedimiento
seguido para 1la construccién de una genoteca de A.
vinelandii con el objeto de aislar césmidos gue

complementen a 1los mutantes de la asimilacidén de nitrato
obtenidos en esta tesis y realizar estudios mas
detallados sobre la regulacién de la ruta y 1la
ordenacién fisica de los genes que la componen.

5.1 Construccién de una genoteca

Hemos construido una genoteca de DNA genémico en
el césmido pHS255, figura 14. El procedimiento seguido
se muestra en la figura 15; Una preparacién de DNA de
pHS255 se dividié en 2 mitades, una se cortd con ECORI y
la otra con HincII y los extremos producidos fueron
desfosforilados por tratamiento con fosfatasa alcalina
para evitar que los pladsmidos se puedieran
recircularizar. Los sitios de corte EcoRI y HincII estédn
a ambos lados del sitio de corte BamHI, por 1lo que al
cortar con BamHI y mezclar ambas poblaciones de césmido,
solo podré obtenerse la secuencia nativa en forma lineal
por unién entre los extremos BamHI de césmidos cortados
con EcoRI y césmidos cortados con HincII. Este dfimero
as{ formado es demasiado pequefio para ser empaquetado
por el fago lambda y no puede crecer en tamafio porgque no
tiene extremos cohesivos 1libres con fosfatos 5' que
permita la reaccién de 1ligamiento. Unicamente serén
empaquetados d{meros que hayan unido entre sus extremos
BamHI un fragmento de DNA cromosémico de tamafio adecuado.

El DNA cromosémico se sometié a wuna digestiédn
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Figura 14: Mapa de restriccibén de pHS255.
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parcial con Sau3A, figura 16. Esta enzima reconoce una
secuencia de 4 pb, por 1lo que tiene sitios de corte
aproximadamente cada 200-300 pb, esto hace gque en una
digestidén parcial se produzcan fragmentos practicamente
al azar y gque por consiguiente sea posible clonar
cualquier gen. Los extremos producidos por Sau3A son
compatibles con 1los generados por BamHI, por 1lo que
hicimos 1la reaccién de ligamiento entre césmidos
preparados como se ha indicado anteriormente con DNA
cromosémico de la estirpe UW digerido parcialmente con
Sau3A y con un tamafio aproximado de 40 Kpb, figura 17.
El DNA ya ligado se empaqueté en capsidas del fago
Lambda, para ello utilizamos extractos obtenidos de la
estirpe de E. coli SMR10 segin se indica en Materiales vy
Métodos. Se infecté E. coli HB10l y se selecciond la
resistencia a kanamicina conferida por el césmido.
Tomamos al azar 9 colonias Km!f y comprobamos que todas
ellas 1llevaban un plésmido de alto peso molecular,
figura 18.

Obtuvimos 540 <clones de HB10l KmI¥ con los que se
obtiene una probabilidad del 99.9% de tener clonado
cualquier gen segin la formula de Clarke vy Carbon
(1976): N=1ln(l-p)/ln(l1-£), donde N es el namero de
clones, p es la probabilidad de encontrar al menos un
clon portador de un gen dado y f es la fraccién de DNA
del organismo que va en cada césmido.

5.2 Complementacién con la genoteca de mutantes
deficientes en la asimilacién de nitrato

El cbésmido pHS255 no puede ser transferido por
conjugacién, por 1lo que la complementaciébn de los
distintos mutantes con 1la genoteca hubo de hacerse por
transformacién. Esto impone una restriccién puesto que



Figura 16: Fotografla de un gel de agarosa al 0.5% en el que
se observan digestiones parciales de ADN cromosbémico con con-
centraciones crecientes de Sau3A, carriles 3, 4, 5, 8, 9,
10, 11 y 12; ADN cromosdédmico sin cortar, carril 2; ADN de
lambda, carriles 6 y 13 y ADN de lambda cortado con HindIII,
carriles 1 y 7.
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Figura 17: Fotografia de un gel de agarosa al 0.6% en el que
se observa el ligamiento entre pHS255% preparado segin se in-
dica en la figura 15 y ADN cromosdémico digerido parcialmente
con Sau3A a las proporciones de ADN cromosdémico/plasmidico
de 1/3, 1/1, 3/1 y 5/1, carriles 4, 5, 6 y 7 respectivamente.
Se observa que se mantiene, aunque disminuida, la banda de
pHS255 y que aparece una nueva banda de tamafio doble (dimero).
El carril 1 contiene ADN de lambda, el 2 pHS255 preparado
segln se indica en la figura 15 y el 3 ADN cromosémico dige-
rido parcialmente con Sau3A.



Figura 18: Fotografia de un gel de agarosa_al 0.6% en el que
se observa ADN extraido de varias cepas Km de HB10l. Todas
llevan un pléasmido de alto peso molecular, carriles 1 al 9.
En el carril 10 se muestra el codsmido pHS255 cortado como
se indica en la figura 15.
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no es fécil transformar a A. vinelandii con pl&smidos

tan alto peso molecular. Con una ligera modificacién del
método de Glick et al. (1985) para transformar A.
vinelandii con DNA plasmidico, ver Materiales y Métodos,

conseguimos frecuencias de transformacidén
suficientemente altas como para intentar complementar
los mutantes con la genoteca.

Utilizamos a los mutantes AS30 (Nar* Niri), AS36
(Nar~ Nir%) y AS60 (Nar~ Nir7) para ser transformados
con la genoteca. Solamente encontramos 2 colonias
complementadas de AS30, de una de las cuales no pudimos
obtener el césmido, por lo gque tan solo conseguimos un
césmido gque denominamos pCAl y que tras ser introducido
en la estirpe de E. coli HB10l se volvié a reaislar vy
complementar de nuevo a AS30. En 1la figura 19 se
observan los fragmentos de restriccién obtenidos por
digestién de pCAl con EcoRI, BamHI, HindIII y PstI. El
tamafio de pCAl resultd ser mucho menor del esperado, 30
Kpb, ya que Lambda empaqueta césmidos de aproximadamente
48 Kpb.

Transformamos AS36 y AS60 con pCAl y comprobamos
que ambos son complementados por este c¢ésmido, si bien
la complementacidn no es perfecta, resultando
especialmente mala en AS60. Transformamos a continuacién
todos los mutantes de fenotipo Nar~ Nir* y Nar~ Nir~ (no
complementables por ntrG) y resultaron complementados
todos ellos, si bién de nuevo esta complementacién no es
buena especialmente en los mutantes Nar~ Nir~. Este
resultado apoya 1la hipétesis de que los mutantes Nar~
Nir~ son mutantes polares en un operén que incluirfa a

los genes de las nitrato y nitrito reductasas.



Figura 19: Fotografia de un gel de agarosa al 0.8% en el
que se ve el cobOsmido pCAl cortado con: EcoRI, carril 3;
BamHI, carril 4; HindIII, carril 5; Pstl, carril 6 y sin
cortar, carril 7. El carril 1 contiene ADN de lambda cor-
tado con HindIIl y el 2 marcadores de tamafioc de 1 Kpb.
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5.3 Cotransformacién entre los marcadores Nar y Nir

El hecho de que el mismo césmido (pCAl)
complemente a mutantes Nar~™ y mutantes Nir~ indica que
hay cierto 1ligamiento entre ambos genes. Para comprobar
si efectivamente estdn 1ligados ambos genes medimos 1la
cotransformacién entre ellos.

El experimento lo realizamos utilizando como
donador a la estirpe Nar~ Nir* AS36 y como receptor a 1la
estirpe Nart Nir~ AS30. Seleccionamos transformantes
Nir* en medio Burk suplementado con nitrito. A partir de
unos 3.000 transformantes hicimos recrecimientos en
medio Burk con nitrito durante unas 12 generaciones Yy
sembramos de nuevo en placas de medio Burk con nitrito.
Probamos 300 colonias en medio Burk con nitrato y todas
resultaron ser Nar—, con lo que se obtiene una
cotransformacién del 100% con el tamafio de muestra
utilizado, cabe por tanto concluir que ambos genes estan
estrechamente ligados entre sf{.

Hay qgue seflalar gue la distancia de
cotransformacién se ha obtenido en un soclo experimento.
La razén para esto es que la mutacién nif-6 que 1llevan
AS30 Yy AS36 reviérte con una cierta frecuencia,
originando bacterias que fijan nitrégenoc y que desplazan
a los transformantes Nirt durante el recrecimiento
realizado después de la transformacién. Por esto, a
pesar de haber realizado el experimento 4 veces, solo
pudimos obtener el resultado de uno de ellos, en el cual
la frecuencia de transformacién fue especialmente alta.
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DISCUSION

Uno de 1los factores gue han retrasado el
desarrollo de la genética de Azotobacter ha sido la

falta de sistemas de transferencia de DNA adecuados que
permitieran realizar estudios de complementacién y/o
recombinacién entre mutantes. Aunque han sido descritos
sistemas de transferencia de DNA por conjugacién
(Tortolero et al., 1983) y por transformaciém (David et
al., 1981; Glick et al., 1985; Page, 1978; Page y von
Tigerstrom, 1979) y se bhan realizado estudios de
complementacién usando el pldsmido pJdB3JI (Santero et
al., 1986) los mayores progresos se han conseguido
gracias a 1la tecnologia del DNA recombinante (Kennedy y
Toukdarian, 19817). Por lo que hemos hecho una genoteca
de DNA gendémico de A. vinelandii que nos ha permitido

aislar un césmido que complementa a nuestros mutantes.

Todos los mutantes, 196 en total, se
complementaron por el mismo césmido, pCAl,
independientemente de su fenotipo, Nart¥ Nir~, Nar~ Nir?
O Nar~™ Nir~. Esto indica que muy probablemente todos los
mutantes Nar~ estan afectados en el mismo gen, nitrato
reductasa, siendo posible gue en las condiciones
empleadas para la obtencién de mutantes no sea posible
el aislamiento de mutantes en el cofactor de molibdeno,
segin se discutié en el capfitulo 2. Por otro lado, el
hecho de que 1los genes de las dos reductasas esten
estrechamente ligados seglin se deduce del experimento de
cotransformacién y de que tanto los mutantes Nar~ como
los Nir~ se complementen por el mismo fragmento de DNA,
apoya la hipétesis de 1la existencia de un operén que
incluya a ambos genes. Ademds, aunque no podamos
descartar que en pCAl vaya un gen regulador nuevo que
complemente a los mutantes Nar~ Nir~, la hipbtesis mds
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plausible es que estos mutantes tengan mutaciones
polares y sean por eso complementados por pCAl.

Todos los datos obtenidos en esta tesis, tanto
fisiolbégicos como genéticos, concuerdan con la
existencia del citado operén, sin embargo, para terminar
de comprobar 1la veracidad de esta hipbétesis habrd que
construir mutaciones polares en pCAl o en un plésmido
con el fragmento cromosémico qgue nos interesa
subclonado, haciendo uso de un transposén (p. ej. Tn 3’)
Yy reintroducir a este por recombinacién homéloga en el

cromosoma principal de A. vinelandii para comprobar que

ah{ también se produce el mismo efecto de polaridad.
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1) Las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa
estdn reguladas geneticamente, siendo inducibles por
nitrato y en menor medida por nitrito y reprimibles por
amonio.

2) La actividad nitrato reductasa es mayor en células
cultivadas con una fuerte aireacién que con agitacién.

3) El cambio de 1las células de un medio agotado o
semiagotado a uno de refresco produce una subida
inespec{fica de la nitrato reductasa y 1la nitrito
reductasa. Este aumento de actividad se produce incluso
en ausencia de 1los inductores y en presencia de amonio.
Los genes ntrA y ntrC son necesarios para esta sintesis

inespec{fica de ambas enzimas.

4) Las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa son
muy estables, manteniendose activas incluso en ausencia

de los sustratos y presencia de amonio.

5) El amonio reprime mas eficientemente a ambas
reductasas cuando la fuente de carbono es "pobre" que
cuando es "rica", siendo necesaria una menor
concentracién de amonio y alcanzandose niveles m&s bajos
de actividad cuando 1la fuente de carbono es "pobre" que
cuando es "rica".

6) Existe algin gen cuyo producto modula la represidn
por amonio de la nitrato reductasa y 1la nitrito
reductasa, haciendola menos eficiente cuando las células
estdn en presencia de una buena fuente de carbono. La
pérdida por mutacién de esta funcién hace que A.
vinelandii reprima siempre a ambas reductasas como si

estuviera en presencia de una fuente de carbono "pobre".
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1) El1 producto del gen ntrC es necesario para la
expresién de la nitrato reductasa y la nitrito reductasa.

8) La nitrato reductasa y la nitrito reductasa estédn
correguladas y sus genes préximos en el cromosoma. Estos
hechos, unido a 1la existencia de mutantes presuntamente
polares, nos 1llevan a proponer la existencia de un
operén que incluya a los genes estructurales de ambas

enzimas.
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