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Generalidades

1. 1. AZOTOBACTER: UN PROTOTIPO DE FIJADOR DE NITROGENO

El nitrégeno, tras el carbono, el hidrégeno y el oxigeno, es el elemento
mas abundante de la materia viva. Constituye alrededor del 12% y forma
parte de moléculas tan importantes como las proteinas y los acidos nucleicos.
Este elemento se puede encontrar en la Naturaleza en distintos estados de
oxidacién, desde la forma mas oxidada como el nitrato, hasta la forma mas
reducida como el amonio, pasando por una forma neutra, el nitrégeno
atmosférico, N2. La conversién de unas formas redox en otras se realiza en
distintos pasos organizados en un ciclo de gran importancia, el ciclo del
nitrégeno. El gas nitrégeno, N2, es, termodinamicamente, la forma mas
estable del nitrégeno, lo que explica el hecho de que, en contraste con el
carbono, el mayor reservorio de la Tierra sea la atmésfera. Esto hace que la
capacidad para utilizar el N2 sea de gran importancia ecolégica, ya que el
aporte de nitrégeno combinado suele ser un, fagtor limitante de la
productividad en muchos ecosistemas. &

La reduccién de N2 puede ocurrir de tres maneras. distintas. En primer
lugar, las descargas eléctricas de las tormentas, las radiaciones utravioletas, los
rayos césmicos o la fricciébn de los meteoritos con la atmésfera pueden
proporcionar la energia requerida para producir 6xidos de nitrégeno e incluso
amoniaco a partir de nitrégeno atmosférico. En segundo lugar, el N2 del aire
puede ser reducido quimicamente hasta amoniaco con hidrégeno gaseoso por
el procedimiento de Haber-Bosch. En tercer lugar, puede ser reducido por
algunos microorganismos hasta amonio, mediante un proceso que se
denomina "fijacién biolégica del nitrégeno”, gracias a la accién de un
complejo enzimatico, la nitrogenasa.

Ni las plantas, ni ningiin otro eucariota, son capaces de fijar el nitrégeno
atmosférico. S6lo algunos procariotas, que reciben el nombre de diazotrofos o
fijadores de nitrégeno pueden hacerlo. Estos microorganismos se encuentran
en diversos grupos taxonémicos. En las familias Azotobacteraceae,
Cianobacteraceae, Enterobacteraceae y Rhizobiaceae se encuentran los
miembros mas significativos.

La familia Azotobacteraceae agrupa bacterias Gram negativas,
quimioheterétrofas, aerobias estrictas y capaces por si solas, de fijar nitrégeno
atmosférico. Comprende dos generos: Azotobacter, capaz de formar quistes y
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con un contenido en el ADN de G+C del 65%, y Azomonas, que no forma
quistes y cuyo contenido en G+C es del 55% (Tchan, 1984). Los miembros de
estos géneros son frecuentes en aguas y suelos neutros o alcalinos de regiones
templadas, aunque pueden encontrarse en la rizosfera como ocurre en la
asociacién Azotobacter paspali y la graminea tropical Paspalum notatum
(Barea et al., 1974).

El género Azotobacter fue descrito por Beijerinck (1901) y en la actualidad
incluye seis especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A.
nigricans, A. armeniacus y A. paspali. Algunas caracteristicas comunes son:
morfologias celulares que van desde oval a bacilar, didmetro celular de unos 2
um, no producen endosporas pero si quistes de resistencia a drogas,
desecacién, sonicacién, luz ultravioleta y radiaciones g. La formacién de
quistes ha sido muy estudiada. Es un fenémeno que se produce ante
condiciones ambientales adversas y en el laboratorio puede inducirse pasando
el cultivo de un medio con glucosa a uno con B-hidroxibutirato como tinica
fuente de carbono (Lin y Sadoff, 1968). Las proteinas especificas del
enquistamiento se producen a expensas de proteinas no esenciales (Ruppen et
al., 1983), en un proceso secuencial (Su et al., 1987).

Azotobacter contiene mas ADN por célula que la mayorifa de las
bacterias, sin embargo, el tamafio de su cromosoma es tipico de los
procariotas. Experimentos de renaturalizacién y de digestién de ADN con
restrictasas indican que el tamafio del cromosoma es de unas 2000 kb, es decir,
la mitad del cromosoma de E. coli (Robson et al., 1984). El niimero de
cromosomas por célula durante la fase exponencial de crecimiento se estimé
entre 40-80 para A. vinelandii (Sadoff et al., 1979; Nagpal et al., 1989) y 20-40
para A. chroococcum (Robson et al., 1984). Se desconoce la razén por la que
poseen esta alta cantidad de ADN pero se cree que puede estar relacionada con
el gran tamafio de las células de Azotobacter, 10 veces superior al de otras
bacterias. No obstante, cuando el estudio de la poliploidia de Azotobacter se
abord6é mediante el anélisis de la segregacién de los heterocigotos, los
resultados fueron dificiles de compaginar con el supuesto elevado grado de
ploidia. Maldonado et al. (1992) comprobaron que los heterocigotos no eran
tan comunes y estables como se podia pensar, y concluyeron que Azotobacter
vinelandii es una bacteria haploide o mederadamente poliploide.
Investigaciones recientes de los mismos autores (Maldonado et al., 1994)
aclararon esta contradiccién, mediante citometria de flujo, se ha comprobado
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que el ndmero de cromosomas de A. vinelandii varia desde unos pocos a mas
de 80, dependiendo del medio de cultivo y de la fase de crecimiento. En medio
minimo y en fase exponencial el nimero de cromosomas es bajo y aumenta
espectacularmente cuando se cultiva en medio rico y alcanza la fase
exponencial tardia.

Las bacterias del género Azotobacter son aerobias estrictas,
quimioorganotrofas, su pH 6ptimo es de 7.0 a 7.5 y su temperatura éptima de
crecimiento ronda los 32°C. Son fijadoras no simbidticas de nitrégeno,
caracteristica que comparten con géneros como Klebsiella y Clostridium, si
bien s6lo los géneros Azomonas, Derxia y Beijerinckia, junto con Azotobacter,
lo hacen en aerobiosis (Tchan, 1984). Una caracteristica peculiar del género
Azotobacter es que fija nitrégeno a tensiones atmosféricas de oxigeno, para lo
que ha desarrollado dos sistemas que le permiten proteger a la nitrogenasa de
la inactivacién irreversible por oxigeno. Por un lado, cuando esté fijando N2
tiene una tasa de respiracién muy alta, que le permite eliminar rapidamente
el oxigeno, lo que se conoce como "proteccién respiratoria” (Robson y
Postgate, 1980). Asociada a la proteccién respiratoria, se encuentra la
formacién de membranas intracitoplasmicas que aumentan la actividad
respiratoria. Cuando esta proteccién no es suficiente, la nitrogenasa forma un
complejo con una proteina que contiene 2Fe-2S, llamada Fe/S I o proteina de
Shethna. Esta proteina protege los puntos del enzima sensibles a la oxidacién
(Shethna, 1970; Yates, 1977, Robson, 1979; Sherings et al., 1983; Maier y
Moshiri, 1992; Moshiri et al., 1992), dando lugar a una nitrogenasa inactiva,
pero evitando su degradacién. Esta situacién es reversible y normalmente
transitoria puesto que la tasa de respiracibn aumenta paralelamente al
incremento de oxigeno.

Del género Azotobacter, la especie mas conocida desde el punto de vista
genético es Azotobacter vinelandii, descrita por Lipman en 1903. Sus células
son méviles por flagelos peritricos, producen gran cantidad de polisacarido
extracelular y excretan un pigmento fluorescente amarillo verdoso en medios
deficientes en hierro. Es capaz de usar gran variedad de fuentes de carbono.
Puede utilizar nitrégeno molecular, sales de amonio, nitrato, nitrito, urea y
algunos aminoédcidos como tnica fuente de nitrégeno. Posee una resistencia
natural a ciertos agentes antimicrobianos como el cloranfenicol (25 ug/ml) o
el 4cido nalidixico (40 pug/ml).
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A. vinelandii estd especialmente adaptado a crecer a expensas del N2
atmosférico. Ademdas de la nitrogenasa convencional (nitrogenasa 1) que
contiene un cofactor de Fe y Mo, FeMo-co, tiene otras dos nitrogenasas
alternativas (Bishop et al., 1980; Bishop et al., 1986). Una de ellas contiene
vanadio en el cofactor en lugar de molibdeno (nitrogenasa 2), y se expresa en
ausencia de Mo y presencia de vanadio (Hales et al., 1986). La tercera
nitrogenasa (nitrogenasa 3) tiene un cofactor que no contiene ni Mo ni V

(Chisnell et al., 1988) y se expresa en ausencia de estos metales (Pau et al.,
1989).

Diversas especies del género Azotobacter producen una serie de
sustancias de interés biotecnolégico: alginatos (Horan et al., 1983), poli-b-
hidroxibutirato (Reusch et al., 1983), pigmentos y hormonas vegetales
(Gonzalez-Lopez et al., 1986). La utilidad de este género como fertilizante se ha
discutido ampliamente y parece haber dado resultados positivos en algunos
tipos de cultivos. Segun los estudios realizados en la URSS y otros paises del
este de Europa produce aumentos del rendimiento en diversos cultivos,
especialmente en la patata (Rubenchick, 1960). Tambien 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 de cultivos
de cafla de azucar, maiz, sorgo, el tomate y otros, tras la inoculacién con
Azotobacter. Sin embargo, en otros paises como Suiza, Francia, Dinamarca,
Finlandia y EE.UU, no ha tenido incidencia en los cultivos (Hamdi, 1985). En
general, se cree que los fijadores libres de nitrégeno como Azotobacter
contribuyen poco a la entrada de nitr6geno en la biosfera e incluso las
observaciones de estimulacion del crecimiento en plantas, como las
mencionadas, se deben mas a la produccién de determinados factores de
crecimiento como las giberelinas, citoquininas y 4cido indolacético que al
aporte de nitrégeno fijado (Vancura, 1961; Postgate, 1982; Gonzélez-Lopez et
al., 1986; Taller y Wong, 1989). No obstante, los estudios realizados con
cultivos mezclados de A. vinelandii y Rhodobacter capsulatus indican que A.
vinelandii es capaz de proporcionar una fuente de nitrégeno organico para el
crecimiento de R. capsulatus (Oelze, 1991).
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1. 2. METABOLISMO DEL NITRATO

El nitrato es la forma de nitrégeno inorganico mas abundante en los
suelos y es asimilado tanto por plantas, algas y hongos como por numerosos
microorganismos. En microorganismos no vacuolados, se pueden distinguir
tres etapas fundamentales en la asimilacién del nitrato: (i) entrada del i6n al
interior celular, (ii) reduccién hasta amonio por la accién secuencial de las
reductasas del nitrato y del nitrito y (iii) incorporacién del amonio a
esqueletos carbonados. En organismos vacuolados, como las plantas
superiores y muchos microorganismos eucariéticos, tambien hay que tener en
cuenta los procesos de entrada y salida del anién de la vacuola (Marigo et al.,
1989).

1. 2. 1. Transporte de nitrato al interior celular

Esta es quizas la etapa de asimilacion del nitrato de la que se sabe menos,
debido fundamentalmente a la dificultad técnica para estudiar este proceso
aisladamente y diferenciarlo de la rapida reduccién del anién una vez que se
encuentra en el interior celular. Por esta razén la mayor parte de las
investigaciones se han llevado a cabo observando la desaparicién de nitrato
del medio extracelular (consumo), lo cual no permite, en principio, separar el
transporte de las etapas posteriores de reduccién. No obstante en los tltimos
afios se han desarrollado métodos que permiten determinar la concentracién
intracelular de este anién y, mediante la utilizacién de mutantes, estudiar el
proceso de transporte independientemente de la reduccién (Lara et al., 1987;
Rodriguez et al., 1992).

En casi todos los organismos estudiados, el transporte de nitrato se
reprime en presencia de amonio, a excepciéon de Neurospora crassa
(Schloemer y Garret, 1974a), en la cual el catién no reprime el sistema de
transporte, aunque si lo hacen los amino4cidos. En algunos casos, como las
plantas superiores (Goyal y Huffaker, 1986; McClure et al., 1986), los hongos
ascomicetos (Goldsmith et al., 1973; Schloemer y Garret, 1974a), algunas
cianobacterias (Zevenboom y Mur, 1981) y varias especies de bacterias (Betlach
et al., 1981; Jackson et al., 1981; Thayer y Huffaker, 1982; Revilla et al., 1985;
Muiioz-Centeno et al., 1993), es necesaria la presencia de nitrato como
inductor, ademas de la ausencia de amonio, aunque puede actuar como
inductor el nitrito o, en ciertos casos, el clorato y el cianato.
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Otra caracteristica general de los sistemas de transporte de nitrato es que
dependen de energia metabdlica, es decir, son transportes activos (Rao y
Rains, 1976; Florencio y Vega, 1983; Schloemer y Garret, 1984a; Ali y Hipkin,
1985; Revilla et al., 1986). En algunos organismos como las plantas superiores,
Arabidopsis thaliana, (Doddena y Telkamp, 1979), Triticum aestivum (Goyal y
Huffaker, 1986) y Hordeum vulgare (Ibarlucea et al., 1981), el alga Cyanidium
caldarium (fuggi, 1985 y 1989) y bacterias como Klebsiella pneumoniae
(Thayer y Huffaker, 1982), se ha propuesto la existencia de dos componentes
en el sistema de transporte de nitrato, uno de alta afinidad, con Km del orden
de uM, y otro de baja afinidad, con Km del orden de mM. El componente de
baja afinidad se considera como difusién pasiva a través de la membrana
plasmatica y se postula que pueda tener un papel en la regulacién de la
concentracién intracelular de nitrato, ya que funciona en ambos sentidos
(Fuggi, 1989).

El transporte de nitrato en A. chroococcum es un proceso activo. El
consumo del anién sigue una cinética hiperbélica respecto a la concentracién
del sustrato. Se estimé una Km para la utilizacién de nitrato inferior a 42 uM,
menor que la Km de la nitrato reductasa (250 pM), lo que implica la existencia
de un mecanismo adicional a la reduccién y de mayor afinidad (Revilla, 1983).
La existencia de un transporte activo de nitrato en esta bacteria se puso de
manifiesto por su dependencia de energia metabdlica, ya que se inhibe por
agentes desacoplantes e inhibidores de ATPasas a concentraciones a las que no
se inhibe el sistema reductor de nitrato (Revilla et al., 1986a, Ruiz et al., 1992),
y tambien por la presencia de anélogos estructurales del nitrato, como el
nitrito y el cianato que inhiben el consumo de nitrato sin afectar al sistema de
reduccién de éste (Revilla et al., 1985). Por tltimo, y como prueba directa, el
aislamiento de un mutante afectado especificamente en el transporte de
nitrato, con un sistema reductor funcional in vivo e in vitro, demostré la
participacién de al menos un componente polipeptidico en dicho transporte,
quedando asi perfectamente delimitados los procesos de transporte activo y
reduccion de nitrato (Ruiz et al., 1990).

En otros organismos se han identificado proteinas de la membrana
plasmaética, implicadas en el transporte de nitrato, asi como los genes que las
codifican. Este es el caso de la proteina de 47 kDa en la cianobacteria
Synechococcus (Maduefio et al., 1988; Sivak et al., 1989). El gen nrtA que la
codifica fue posteriormente clonado, caracterizado y mutagenizado (Omata et
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al., 1989; Omata, 1991). En el hongo Aspergillus nidulans se ha identificado el
gen crnA cuyo producto es requerido para el transporte de nitrato (Johnstone
et al., 1990). El analisis de su secuencia predice como producto una proteina de
51 KDa que tiene los dominios hidrofébicos tipicos de las proteinas
transmembranales implicadas en transporte (Unkles et al., 1991). En E. coli,
también se ha identificado el gen narK que codifica una proteina integral de
membrana de 49 KDa, que en anaerobiosis, interviene en el transporte de
nitrato, dicho ién se utiliza de forma no asimilatoria, como aceptor de
electrones en la respiracién anaerobia (Noji et al., 1989).

Para analizar los resultados mas recientes sobre el transporte del nitrato
es conveniente resumir las caracteristicas mas relevantes de los dos sistemas
de transporte activo de procariotas: (i) Sistemas de transporte resistentes a
choque osmético y (ii) Sistemas de transporte sensibles a choque osmético.
Esta clasificacién se basa en la estructura y en los mecanismos de
energetizacién. Como consecuencia de dichas caracteristicas estructurales,
ambos tipos se comportan de una manera o de otra frente a tratamiento de
choque osmético, de ahi la nomenclatura utilizada (Ames, 1986)

Para abordar estos sistemas, es importante destacar la complejidad
estructural de la superficie de las bacterias Gram negativas, donde se
distinguen tres envueltas: (1) la membrana externa, facilmente atravesada por
numerosos solutos pequefios gracias a las porinas, proteinas capaces de
formar canales, que a veces son especificos, (2) la capa rigida de
peptidoglicano, completamente permeable, y (3) la membrana plasmatica o
membrana interna que constituye la verdadera barrera de permeabilidad. El
espacio delimitado por las membranas externa e interna se denomina espacio
periplasmico (Nikaido y Vaara, 1985).

(i) Sistemas de transporte resistentes a choque osmético

Estructuralmente estdn constituidos por una séla proteina integral de
membrana, generalmente muy hidréfoba (Ames y Joshi, 1990). La actividad
transportadora de estos sistemas se conserva completamente tras tratamientos
de choque osmético, en los cuales las células se someten a una plasmolisis en
presencia de EDTA, que provoca una ligera rotura de la membrana externa,
liberdndose las proteinas periplasmicas (Neu y Heppel, 1965). El
mantenimiento de la actividad de transporte en células sometidas a este
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tratamiento, se debe a que dicha actividad estd mediada tinicamente por una
proteina localizada en la membrana plasmatica que no se afecta por el choque
osmoético. Estos sistemas se caracterizan por obtener la energia necesaria del
gradiente electroquimico (Kaback, 1983; Overath y Wright, 1983), por lo que
son dependientes, de forma directa, de dicho gradiente, pero no de la
hidrélisis de ATP. Son los tipicos sistemas de cotransporte (simporte o
antiporte) que se acoplan al gradiente de protones o de otro i6n (Ames y Joshi,
1990).

Uno de los apectos menos conocidos del transporte de nitrato en estos
sistemas, es el mecanismo por el cual la permeasa transloca el anion al
interior celular. En Cyanidium caldarium (Fuggi, 1985) se ha propuesto un
cotransporte de dos protones por cada molécula de nitrato. El transportador,
en el exterior de la membrana, capta secuencialmente una molécula de
nitrato y dos protones, por este orden, y éste es el complejo que atraviesa la
membrana liberdndose el nitrato y los dos protones en el interior celular y
volviendo el transportador descargado a la zona externa. En Skeletonema
costatum, se ha postulado que es una ATP-asa unida a membrana y activada
por nitrato la encargada de transportar dicho anién al interior celular
(Falkowski, 1975)

(ii) Sistemas de transporte sensibles a choque osmético.

Estos sistemas se denominan tambien sistemas periplasmicos o sistemas
multicomponentes, y como indica su denominacion, son estructuralmente
complejos. Generalmente estan constituidos por 2-4 proteinas de membrana
(Kerppola et al., 1991) y una proteina periplasmica que capta con gran afinidad
el sustrato. Estos sistemas son sensibles a choque osmético ya que dicho
tratamiento provoca la pérdida de la proteina periplasmica y, por tanto, se
pierde la actividad de transporte (Ames, 1988).

El sistema multicomponente mejor estudiado hasta el momento es el
responsable del transporte de histidina en Salmonella typhimurium (Higgins
et al., 1982). Generalmente son tres las proteinas que constituyen el complejo
de membrana, de las cuales, normalmente dos presentan dominios
hidrofébicos, capaces de atravesar la membrana, formando un heterodimero
(Ames, 1985). En los casos en los que sélo estd presente una proteina
hidrofébica se forma un homodimero. La tercera proteina del complejo de
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membrana, suele presentar dominios hidrofilicos y carecer de las regiones
tipicas que atraviesan la membrana. En todos los sistemas periplasmicos
conocidos, el componente hidrofilico pertenece a una familia de proteinas
entre las que existe una gran homologia, presentando un dominio de unién
al ATP con dos secuencias consenso enormemente conservadas (Ames, 1986;
Higgins et al., 1986). Su composicién es la misma, y no depende del sustrato
que transporten (aziicares, péptidos, aminoéacidos, iones o vitaminas), ya que
se trata de sistemas conservados evolutivamente (Ames y Joshi, 1990).

Los sistemas sensibles a choque osmético necesitan la hidrélisis de ATP
para transportar el sustrato en cuestién (Berger 1973; Berger y Heppel, 1974),
en la que estd implicado el componente hidréfilo del complejo de membrana
(Ames y Joshi, 1990). Los estudios hechos sobre estos sistemas de transporte,
indican que el sustrato, en una primera etapa, se une a la proteina
periplasmica formando probablemente el verdadero sustrato que podria ser
reconocido por el complejo multiproteico de membrana (Prossnitz et al.,
1989). El complejo sustrato-proteina peripldsmica alcanza una concentracion
muy elevada en el espacio periplasmico, lo que facilita las etapas posteriores
del transporte.

El funcionamiento de estos sistemas peripldsmicos no se conoce. Se han
propuesto dos modelos para explicar la funcién de los distintos componentes
durante el transporte. En el primero, el compuesto sustrato-proteina
desencadena una serie de cambios conformacionales en el complejo de
membrana, formandose canales que permitirian la entrada del sustrato al
interior celular (Ames y Higgins, 1983). En el segundo, la unién de la proteina
periplasmica al sustrato provoca una activacion de los sitios especificos de
unién de éste a los componentes de membrana y la interaccién sucesiva a
través de los distintos componentes permitirfa la entrada del sustrato. Los
estudios con mutantes afectados en el complejo de membrana del
transportador de histidina en S. typhimurium, y en otros organismos, en los
que se altera su especificidad, apuntan al segundo modelo como verdadero
responsable del transporte (Higgins et al., 1982).

Estudios recientes han mostrado, tanto in vivo como in vitro, la
existencia de un contacto fisico entre el componente periplasmico unido al
sustrato y, al menos un componente de la membrana (Prossnitz et al., 1988).
Otro punto menos conocido atin, es el momento en el que se requiere la
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hidrélisis de ATP, esta energetizacién podria ser necesaria para la activacién
de los sitios de unién y las posteriores interacciones sucesivas o bien como
etapa final tras el transporte, para que la maquinaria recupere su estado
inicial, susceptible de comenzar otro ciclo (Ames y Joshi, 1990).

El transporte de nitrato en determinados procariotas parece que se lleva a
cabo mediante un sistema multicomponente. El caso mejor conocido es el de
la cianobacteria Synechococcus PCC7942, donde los genes que determinan la
sintesis de los distintos componentes del transporte, nrtABCD, estan
agrupados junto con los genes estructurales de las reductasas del nitrito y del
nitrato, nirA y nirB respectivamente, en un operén, denominado operén nir
(Suzuki et al., 1993; Omata et al., 1993; Omata, 1995).

El analisis de la secuencia de estos genes ha permitido deducir que el
producto del gen nrtA (Omata et al., 1993), se corresponde con la proteina
previamente identificada en preparaciones de membranas de esta
cianobacteria, de 48 KDa (Maduefio et al., 1988), 47 KDa (Sivak et al., 1989) o 45
KDa (Omata et al., 1989). El hecho de que esta proteina esté intimamente
unida a la membrana citoplasmica, presente en su extremo N-terminal una
estructura similar a los péptidos sefiales implicados en el transporte de
proteinas a la membrana (aminoédcidos 1-25), sea una de la proteinas mas
abundantes de la membrana plasmatica de células provenientes de nitrato
(incluso en exceso sobre los demas componentes del sistema de transporte
Omata y Ogawa, 1987; Omata et al., 1989) y sea en su mayor parte hidrofilica,
apunta a que la proteina NRTA sea la que capta con gran afinidad el nitrato
del espacio periplasmico, aunque en lugar de permanecer soluble en dicho
espacio conserva una pequefia zona de unién a la membrana (Omata et al.,
1993; Omata, 1995). El gen nrtB codifica una proteina de 279 aminoacidos, con
gran homologia con los componentes hidrofébicos que tipicamente
atraviesan la membrana citopldsmica en los sistemas de transporte
multicomponentes.

Por tltimo, los genes nrtC y nrtD codifican dos proteinas de 659 y 274
aminoacidos, respectivamente. El extremo N-terminal de la proteina NRTC y
la proteina NRTD presentan una secuencia tipica de unién al ATP,
caracteristica fundamental en todos los sistemas de transporte periplasmicos
ya que la energetizacién se lleva a cabo mediante hidrélisis de ATP.
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En la enterobacteria K. pneumoniae, se han descrito una serie de genes,
nasF, nasE ynasD, cuyos productos génicos tienen mucha homologia de
secuencia con las proteinas NRTA, NRTB y NRTD de Synechococcus sp.
PCC7942, respectivamente, por lo que se ha sugerido que participan en el
transporte de nitrato (Lin et al., 1994). Los genes nasFED forman parte del
operén nasFEDCBA, donde nasC codifica una proteina implicada en la
tranferencia de electrones desde el NADH a la nitrato reductasa, nasA,
mientras que nasB es el gen estructural de la nitrito reductasa (Lin et al., 1993;
Lin et al., 1994).

Tambien en la bacteria A. chroococcum, se ha propuesto un sistema
periplasmico de transporte de nitrato basdndose en una serie de
observaciones. En primer lugar es sensible a choque osmético, y dependiente
de la hidrélisis de ATP. En segundo lugar, en preparaciones de membrana
plasmatica de la estirpe silvestre se observan tres polipéptidos de masas
moleculares 52, 49 y 44 kDa muy abundantes en células provenientes de
nitrato y ausentes, o presentes en baja cantidad, en las membranas de células
cultivadas diazotroficamente o en presencia de amonio. Por ultimo, la estirpe
mutante TR1, afectada en el transporte de nitrato (Ruiz et al., 1990) carece del
polipétido de membrana de 44 kDa (Muifioz M. C et al., 1993), de lo que se
deduce que estos polipéptidos estan implicados en el transporte de nitrato en
esta bacteria.

En el alga verde Chlamydomonas reinhardtii , un organismo eucariota,
tambien se ha propuesto la participacién de mas de un componente
polipeptidico en el transporte de nitrato. Se han identificado tres genes que
estan implicados en el transporte activo de nitrato y/o nitrito, nar2, nar3 y
nar4, los cuales se localizan en una agrupacién génica donde se encuentra el
gen estructural de la nitrato reductasa, nit-1 (Quesada ef al., 1993; Quesada et
al., 1994; Fernandez et al.,, 1989). Recientemente se ha cambiado la
nomenclatura para seguir las recomendaciones de la Sociedad Internacional
de Biologia Molecular de plantas, Nial equivale a nit-1, Nrt2;,1 a nar3 y Nrt2;2
a nard4 (Galvan et al., 1996)

Los mutantes afectados especificamente en el transporte de nitrato, con
un sistema reductor del anién funcional, cuando se transforman
simultaneamente con nar2 ynar3 o nar2 y nar4, recuperan la actividad
transportadora de nitrato y/o nitrito, pero no si la transformacién se lleva a
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cabo con cada uno de estos genes por separado, por lo que se ha sugerido la
participacién de al menos dos componentes polipeptidicos en dicho
transporte, o sea NAR2 y NAR3 o NAR2 y NAR4 (Quesada et al., 1994). Las
proteinas NAR3 y NAR4 presentan una alta homologia entre ellas y, a su vez,
con la proteina CRNA del hongo filamentoso Aspergillus nidulans (Unkles
et al., 1991) que es una protefna implicada en el transporte de nitrato; en
cambio no tienen homologia con ninguna de las proteinas del sistema nrt de
Synechococcus (Merchan et al., 1995). Estas tres proteinas son muy
hidrofébicas y parece que tienen doce dominios de anclaje a membrana que
podrian formar un canal para la entrada de nitrato (Unkles et al., 1991;
Quesada et al., 1994).

Se ha propuesto que la proteina NAR2 podria tener un papel regulador
de la funcién de las proteinas NAR3 y NAR4 constituyendo asi dos sistemas
alternativos de transporte de nitrato (Quesada et al., 1994) : el sistema 1 (nar2-
nar3), comin para el nitrato y para el nitrito y el sistema 2 (nar2-nar4)
especifico para el nitrato, aunque con menor afinidad por el nitrato que el
sistema 1. Por ultimo se ha propuesto un tercer sistema de transporte

especifico para el nitrito, que no depende de la proteina NAR2 (Galvan et al.,
1996).

En plantas superiores se ha identificado el gen chll de Arabidopsis
thaliana, cuya expresién se induce por nitrato y esta implicado en el
transporte del anién (Doddema et al., 1979; Tsay et al., 1993), aunque este gen
no presenta homologia con ninguno de los genes mencionados
anteriormente.

1. 2. 2. Transporte de nitrito

El transporte de nitrito estd atin menos estudiado que el transporte de
nitrato. En algunos organismos, el transporte de nitrito presenta un sélo
componente de alta afinidad, que depende de energia metabdlica, como en
Neurospora crassa (Schloemer y Garret, 1974b), Rhodopseudomonas capsulata
(Caballero et al., 1986) y Chlamydomonas reinhardtii (Cérdoba et al., 1986). En
concordancia con estas caracteristicas, se propuso que ninguno de los genes
implicados en el transporte de nitrato en Chlamydomonas reinhardtii eran
esenciales para la asimilacién de nitrito (Quesada et al., 1993). Sin embargo
estudios recientes han puesto de manifiesto la existencia de dos sistemas de
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transporte activo de nitrito en este alga, el primero llamado sistema 1 que
transporta tanto nitrato como nitrito al interior celular, y un segundo
llamado sistema 3 que es especifico para el nitrito aunque con menor afindad
para el anién que el sistema 1 (Galvan et al., 1996).

En otros organismos se han identificado dos componentes en el
transporte de nitrito, uno de alta afinidad, que corresponderia al transporte
activo mediado por una(s) permeasa(s), y un componente de baja afinidad que
consiste en difusién a través de la membrana en forma de acido nitroso. Es el
caso de Phaeodactilum tricornutum (Bilbao et al., 1981), Anabaena wvariabilis
(Martin-Nieto et al., 1989), Anacystis nidulans (Flores et al.,, 1987) y A.
chroococcum (Ruiz et al., 1992). El componente activo se ve inhibido por
amonio del mismo modo que el componente activo del transporte de nitrato
(excepto en Neurospora crassa, Schloemer y Garret, 1974b). En A.
chroococcum (Revilla, 1986; Ruiz et al., 1992) y A. nidulans (Flores et al., 1987;
Maduefio et al., 1987) se propuso que el nitrato y nitrito comparten el mismo
transportador.

Aunque se ha publicado que los genes nrtABCD de Synechococcus PCC
7942 y nasFED de la enterobacteria K. pneumoniae son necesarios para el
transporte de nitrato pero no para el transporte de nitrito (Omata et al., 1993;
Lin et al., 1994), estudios mas recientes han demostrado que en la
cianobacteria Synechococcus sp. PCC 7942 el producto del gen nrtD, es
necesario para el transporte activo de nitrito (Luque et al., 1994).

1. 2. 3. Reduccién asimilatoria de nitrato
1. 2. 3. 1. Reduccidén asimilatoria de nitrato en Azotobacter

La reduccién asimilatoria de nitrato es un proceso bioldgico
fundamental en el que el nitrato se reduce hasta amonio, el cual se incorpora
a esqueletos carbonados. Este sistema de reduccién implica a dos
metaloproteinas: la nitrato reductasa, que cataliza la reduccién de nitrato a
nitrito en una reaccién que requiere la transferencia de dos electrones, y la
nitrito reductasa, que cataliza la reduccién de nitrito a amonio con
transferencia de seis electrones. Las dos enzimas requieren cofactores para su
actividad, el cofactor de molibdeno (Mo-co) para la nitrato reductasa y un
grupo sirohemo para la nitrito reductasa. El amonio producido se incorpora a
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esqueletos carbonados via glutamina sintetasa/glutamato sintetasa o
glutamato deshidrogenasa.

Se han caracterizado las enzimas nitrato y nitrito reductasa tanto en A.
vinelandii como en A. chroococcum (Guerrero et al., 1973; Spencer et al., 1957;
Taniguchi y Ohmachi, 1960; Vega et al., 1973).

La nitrato reductasa de A. chroococcum se ha caracterizado parcialmente
(Guerrero et al., 1973). Se trata de una proteina soluble de 100 kDa de peso
molecular, con molibdeno como cofactor e incapaz de utilizar los piridines
nucleétidos como donadores directos de electrones. Se ha conseguido la
reduccién in vitro de nitrato con la nitrato reductasa y ferredoxina de A.
chroococcum, esta ultima reducida por cloroplastos iluminados 6 por
NADPH y NADP* reductasa de espinacas (Tortolero et al., 1975). Las flavinas
FMN vy riboflavinas reducidas son capaces de donar electrones a la nitrato
reductasa (Llobell et al., 1980).

La nitrito reductasa de A. chroococcum es una metaloproteina de 67 kDa
de masa molecular, contiene hierro y es una enzima muy inestable cuando se
trata de purificar (Vega et al., 1973), presenta una alta especificidad por NADH
como donador de electrones, existiendo pruebas de la participacién de metales
y flavinas en el transporte de electrones desde el piridin nucleétido al nitrito.

En A. vinelandii, la mayor parte de actividad nitrato reductasa se
encuentra asociada a grandes particulas (Taniguchi y Ohmachi, 1960). Se ha
descrito que esta enzima puede utilizar el NADPH como donador de
electrones, si bien el enzima solubilizado no acepta electrones de este donador
sino de la ferredoxina o la flavodoxina (Bothe y Hager, 1981). La enzima
purificada es un monémero que presenta un tamafio de 105 kDa e in vitro no
utiliza NADH o NADPH como donadores de electrones (Gangeswaran et al.,
1993).

A partir de una genoteca de A. vinelandii se han aislado los genes
estructurales de las reductasas del nitrato y del nitrito, nasB y nasA,
respectivamente. El anélisis de mutantes de insercién en nasA y nasB asi
como el estudio de fusiones transcripcionales del gen de la B-galactosidasa con
nasA ha llevado a la conclusién de que estos genes forman un oper6n cuyo
promotor esta por delante de nasA (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993). Se ha
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secuenciado un fragmento de 328 pb del gen nasA y el polipéptido deducido
de la secuencia de ADN mostré una alta homologia con la proteina NIRB de
E. coli que representa la nitrito reductasa dependiente de NADH. El analisis
de esta homologia mostr6 la existencia de una regién rica en glicina
fuertemente conservada y que corresponde a los lugares de unién de la
enzima al NAD y al FAD (Peakman et al., 1990).

En cuanto a la regulacién, las dos enzimas del sistema de asimilacion
son inducibles por nitrato y nitrito y reprimibles por amonio. Los niveles
méximos de expresion se alcanzan en medios sin amonio y con nitrato.
Cuando ambas fuentes de nitrégeno estin presentes en concentraciones
equimolares los niveles de expresién son alrededor del 35-40% del nivel
alcanzado en condiciones de maxima induccién. La fuente de carbono
tambien influye en los niveles de expresién de ambas reductasas de A.
vinelandii. La represion por amonio es mas eficiente cuando la fuente de
carbono es acetato o a-cetoglutarato, que cuando es sacarosa. Se han obtenido
mutantes en los que la represién por amonio ne-depende de la fuente de

o0 .
. wh E.Jg;*"

carbono (Luque et al., 1987).

fx&‘”% "

Para la expresién del operén de la x}'i?fritﬁs%ni,t,rato reductasa la célula
necesita recibir e integrar dos sefiales, la defitiencix de amonio incorporado a
esqueletos carbonados y la presencia de nitrato. En A. vinelandii la expresion
estd sometida a dos niveles de regulacién: un nivel general, homdlogo al
sistema regulador general del metabolismo del nitrégeno, o sistema NTR,
necesario para la desrepresién en ausencia de amonio (Toukdarian y
Kennedy, 1986; Luque et al., 1987), y un sistema especifico, sistema nasST,
necesario para la induccién por nitrato (Gutierrez, 1994; Gutierrez et al., 1995).
Se requiere, ademas, un factor sigma especifico, homélogo del factor sigma-54

(NTRA) (Santero et al., 1986).

La existencia de un sistema especifico para la induccién por nitrato se
puso de manifiesto tras la caracterizacién de un mutante que carecia de las dos
actividades reductasas, aunque no estaba afectado en el sistema ntr (Luque,
1987). La mutacién se localiz6 a 10 kb del oper6n nasAB (Ramos, 1992). Por lo
que se pensé que podia tratarse de un mutante en un gen regulador de la
expresién del operén nasAB, al que se denominé inicialmente nasR (Ramos,
1992). Los estudios mas recientes demostraron la existencia de dos genes en
esta region, el gen nasS y el gen nasR (Gutierrez, 1994), que se llamé
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posteriormente nasT (Gutierrez et al., 1995). Los genes nasST, se han clonado
y secuenciado. Se trata de dos genes que se cotranscriben apartir de un
promotor dependiente de sigma 70, formando asi un operén cuya expresiéon
se hace de forma constitutiva, es decir, no depende ni del sistema ntr, ni de la
fuente de nitrégeno.

La proteina NASS mostré una alta homologia con proteinas implicadas
en el transporte de nitrato, como NASF de K. pneumoniae (Lin et al., 1994),
NRTA (Omata, 1991), y NRTC (Omata et al., 1993) de Synechococcus sp.
PCC7942. Aunque este dato hizo pensar que la proteina NASS estaba
implicada en el transporte de nitrato, no fué el caso. El fenotipo de los
mutantes en nasS sugiere que NASS es un regulador negativo que impide la
expresion de nasAB en ausencia de nitrato (Gutierrez, 1994; Gutierrez et al.,
1995).

La proteina NAST presenta una elevada homologia con las proteinas
BAER de E. coli (Nagasawa et al.,, no publicado), CHEB (Bischoff y Oradal,
1991) y ORFX17 (Sorokin et al., 1993) de B. subtilis, que son proteinas
reguladoras de los sistemas de dos componentes. Los mutantes afectados en el
gen nasT carecen de actividades reductasas del nitrato y del nitrito, de lo que
se deduce, que el gen nasT es un activador de la expresién del operén nasAB
(Gutierrez, 1994; Gutierrez et al., 1995).

Ademaéas de estos elementos reguladores, se requiere una nitrato
reductasa activa o, al menos, unida a su cofactor, para que el circuito de
induccién por nitrato del operén sea operativo. Los mutantes en el gen nasB
o los mutantes en el cofactor de molibdeno expresan el operon nasAB
independientemente de la presencia o no de nitrato en el medio aunque sigue
reprimiendose por amonio (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993). La implicacién
de la nitrato reductasa en la autoregulacion del sistema de asimilacién de
nitrato se ha descrito también en organismos eucariéticos como es el caso del
producto del gen niaD de Apergillus nidulans (Cove, 1979).

Para complicar ain més el esquema de regulacién del operén nasAB,
aparentemente el Mo tambien interviene en dicha regulacién. Se ha descrito
recientemente que los mutantes que expresan constitutivamente el gen nifO
son mas sensibles a la represiéon por amonio que la cepa silvestre. El gen nifO
forma parte del operén nifBQ implicado en la biosintesis del cofactor de Fe y
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Mo de la nitrogenasa (Joerger and Bishop, 1988; Rodriguez-Quifiones et al.,
1993). No se conoce cual es la funcion de la proteina NIFO. Los estudios de
comparacién de secuencias no muestran homologia con ningtin otro gen nif
aunque si cierta homologia con Arsc de E. coli (Rosen et al., 1991) y DraY de
Rhodospirillum rubrum (Roberts et al., 1990). La mutacién en nifO no afecta a
ninguna de las nitrogenasas en condiciones de crecimiento diazotréfico pero
parece ser necesario para la fijacién de nitrégeno en presencia de nitrato
(Rodriguez-Quifiones et al., 1993). Aunque es todavia prematuro asignar una
funcién a NIFO en la regulacién del operén nasAB, los datos de los que se
disponen permiten especular con la posibilidad de que NIFO intervenga en el
metabolismo del Mo, participando en la formacién de un intermediario
inaccesible para el cofactor de molibdeno de la nitrato reductasa. Se ha
propuesto que la sintesis constitutiva de NIFO titularia el Mo ocasionando
que al menos una fraccién de la nitrato reductasa carezca de Mo-co o contenga
un Mo-co no funcional, dicha forma de nitrato reductasa provocaria una
represién completa a concentraciones de amonio a las que sélo deberia haber
una represién parcial (Gutierrez et al., 1997, en prensa). De hecho, una
situacién parecida se describi6é para la nitrato reductasa respiratoria de E. coli,
donde el Mo-co acttia como correpresor del operdn y la mutaciones en el gen
chlD conducen a la sintesis de una nitrato reductasa sin cofactor que reprime
la expresiéon del operén a menos que se afiadan concentraciones elevadas de
Mo (Pascal et al., 1982; Pascal and Chippaux, 1982)

1. 2. 3. 2. Reduccién asimilatoria de nitrato en otros procariotas

La bioquimica y la genética de la asimilacién de nitrato se conoce con
bastante detalle en las cianobacterias. La nitrato reductasa se encuentra
asociada a las membranas tilacoidales tanto en cianobacterias unicelulares
(Manzano et al., 1976) como filamentosas (Hattori y Myers, 1967; Ortega et al.,
1976; Ida y Mikami, 1983) y es dependiente de ferredoxina. Se ha purificado y
se ha calculado el peso molecular del enzima en Synechococcus sp. 6301
(Candau, 1979), Plectonema boryanum (Mikami e Ida, 1984) y Anabaena
variabilis (Martin Nieto, 1991).

En cuanto a la nitrito reductasa, se encuentra asociada a membranas
fotosintéticas en Synechococcus sp. (Manzano et al., 1976) y parcialmente
asociada en Anabaena sp. (Ortega et al., 1976). No se conoce exactamente la
naturaleza de su cofactor, aunque podria contener hierro (Yabuki et al., 1985).
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Se ha identificado una agrupacién génica que codifica para todos los
componentes de asimilacién de nitrato en Synechococcus sp. PCC7942. Los
genes nrtABCD, cuyos productos constituyen el sistema multicomponente de
transporte de nitrato como se explicé anteriormente (Omata et al., 1989;
Omata, 1991; Luque et al., 1992; Omata et al., 1993); junto con los genes nirA
(Luque et al., 1993; Suzuki et al., 1993) y narB (Andriesse et al., 1990), genes
estructurales de las reductasas del nitrito y del nitrato repectivamente, forman
un operén (Suzuki et al., 1993; Omata, 1995).

nirA nrtA nrtB nrtC nrtD narB

— DU

Figura 1. Regién nirA-narB en Synechococcus PCC 7942 (Suzuki et al., 1993;
Omata, 1995)

En las cianobacterias la asimilacién del nitrégeno esta sujeta a un estricto
control, de manera que cuando disponen de amonio no utilizan ninguna otra
fuente alternativa de nitrégeno, como el nitrato, nitrito o el N2. El amonio
tambien provoca una inhibicién a corto plazo asi como una represién del
sistema de transporte del nitrato y nitrito (Flores et al., 1980; Flores y Herrero,
1994). La represién por amonio no se debe al amonio "per se", sino a un
producto resultante de su metabolizacién a glutamina, y mas concretamente,
seglin un trabajo reciente, al cianato resultante de la decomposicion de la
glutamina (Suzuki et al., 1996). La regulacién por amonio no depende de un
sistema andlogo al sistema NTR de otros procariotas sino que depende de un
regulador positivo denominado NtcA (Vega-Palas et al., 1990). La proteina
NtcA pertenece a la famila Crp de activadores trancripcionales baterianos y
contiene en su extremo C- terminal un motivo hélice-vuelta-hélice de
interaccién con el ADN (Vega-Palas et al., 1992). NtcA reconoce una secuencia
especifica de los promotores regulados por amonio, a la que se une, activando
la sintesis de los mensajeros correspondientes, incluido el suyo propio, en
ausencia de amonio (Luque et al., 1994).

En cuanto al papel del nitrato, estaba descrito que las cianobacterias
filamentosas fijadoras de nitrégeno requieren el nitrato como inductor
(Hattori, 1962, Ohmori y Hattori, 1970, Herrero et al., 1981; Flores et al., 1983,
Herrero et al., 1985) mientras que en cianobacterias unicelulares de los
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géneros Synechococcus y Synechocystis no (Stevens y van Baalen, 1974;
Herrero et al., 1981; Herrero y Guerrero, 1986; Luque et al., 1994). No obstante,
en un trabajo reciente se ha descrito que en ausencia de asimilacién de
amonio, tanto el nitrato como el nitrito aumentan atin mas el nivel de
transcripcién de los operones de la asimilacién de nitrato de Synechoccus sp.
PCC 7942 y Plectonema boryanum, si bien el inductor parece ser el nitrito y no
el nitrato puesto que en un mutante en el gen de la nitrato reductasa, el
nitrato deja de ejercer su efecto inductor (Kikuchi et al., 1996).

Los primeros trabajos sobre la genética de la asimilacién de nitrato en
bacterias se hicieron en Pseudomonas aeruginosa, comprobandose que tiene
dos nitrato reductasas, una asimilatoria y otra disimilatoria que son
genéticamente diferentes (Sias et al., 1980). La obtencién de mutantes
afectados en la asimilacién de nitrato permitié identificar los posibles genes
estructurales de la nitrato reductasa, nasC y la nitrito reductasa, nis (Sias et al.,
1980). Sin embargo no se ha avanzado mucho mas en la genética de la
asimilacion de nitrato en esta bacteria.

El sistema bacteriano mejor conocido, junto con el de Azotobacter, es el
de K. pneumoniae. En Klebsiella el nitrato puede servir como aceptor de
electrones para la respiracién anaerobia, o como fuente de nitrégeno a través
del proceso de asimilacién. Al igual que en P. aeruginosa, los genes
estructurales de la nitrato reductasa asimilatoria y disimilatoria son diferentes
(Cali et al., 1989; Bender y Friedrich, 1990). Los genes estructurales de las
nitrato y nitrito reductasas asimilatorias nasA y nasB, respectivamente, han
sido clonados y secuenciados (Lin et al., 1993). Estos genes junto con los genes
nasFEDC forman parte de un operén. Basandose en el fenotipo de los
mutantes y en la secuencia de nasC se ha atribuido al producto de este gen un
papel en la transferencia de electrones desde el NADH a la nitrato reductasa
(Lin et al., 1994). Las proteinas NASF, NASE y NASD presentan una gran
homologia con las proteinas NRTA, NRTB y NRTC de Synechococcus sp por
lo que se piensa que estan implicadas en el transporte de nitrato (Lin et al.,
1994)

El esquema de regulacién de la asimilacién de nitrato en Klebsiella spp.,
es el mismo que el descrito para Azotobacter, estd sometida a un doble
control, es decir, a represién por amonio (Van't Riet et al., 1968) y a induccién
por nitrato (Cali et al., 1989; Bender et al., 1990; Stewart et al., 1990). La

21



Metabolismo del nitrato

expresién del sistema de asimilacién de nitrato es dependiente directamente
del sistema NTR (Cali et al., 1989; Macaluso et al., 1990), a diferencia de otros
operones del metabolismo del nitrégeno tambien sujetos a regulacién por
NTR pero indirectamente a través de un intermediario, la proteina NAC. Se
han identificado en el promotor del operén nasFEDCBA una secuencia de
unién de sigma-54 asf como dos presuntos sitios de unién de NTRC (Lin y
Stewart, 1996).

La induccién por nitrato estd mediada por un tercer gen, nasR, cuyo
producto es un regulador positivo de la expresién del operéon nasFEDCBA. El
gen nasR que estd localizado en un fragmento de 2 Kb por delante de nasF
(Goldman et al., 1994). La proteina NASR tiene un peso molecular de 44 KDa
y su extremo C-terminal presenta homologfa con la proteina AmiR de P.
aeruginosa que es un regulador positivo de la expresion del gen de la amidasa
alifadtica, amiE. Se ha sugerido que la proteina AmiR actua como un
antiterminador de la transcripcién (Drew y Lowe, 1989).

La funcién de NASR como antiterminador de la transcripcién se ve
apoyada por los estudios recientes que demuestran la presencia de una
estructura por delante de nasF capaz de formar, en ausencia de nitrato, un
lazo en el ARNm susceptible de actuar como un terminador de la
transcripciéon independiente de Rho. Se ha sugerido que en presencia de
nitrato o nitrito la proteina NASR se uniria a la estructura antiterminadora
evitando la formacién del lazo y permitiendo asi la expresion del operén
nasFEDCBA (Lin y Stewart, 1996).

La agrupacion de los genes implicados en la asimilacién de nitrato
parece una caracteristica bastante extendida entre los procariotas como se
deduce de que tambien se d4 en bacterias Gram positivas como Bacillus
subtilis, En este caso se han identificado seis genes implicados en la
asimilacion de nitrato, nasABCDEF, donde nasA, estd implicado en el
transporte de nitrato, nasD y nasE codifican para las subunidades de la nitrito
reductasa mientras que nasF, es necesario para la sintesis del sirohemo. La
proteina NASB parece que esta implicada en el transporte de electrones a la
nitrato reductasa, NASC (Ogawa et al., 1995).
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1. 2. 4. Incorporacién de amonio a esqueletos carbonados.

La asimilacién del amonio generado en el interior celular como
consecuencia de la asimilacién de nitrato, fijacién de nitrégeno o del propio
metabolismo celular, asi como el amonio transportado directamente del
medio exterior, tiene lugar en A. vinelandii a través de la accién secuencial de
las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintetasa (GOGAT), las
cuales constituyen la denominada ruta GS/GOGAT. A diferencia de lo que
ocurre en otros organismos, donde existe mas de una via para la asimilacién
de amonio, en A. vinelandii (Kennedy y Toukdarian, 1987) y A. chroococcum
(Barcena, 1980) la ruta GS/GOGAT constituye la tnica via de incorporacion
del amonio a esqueletos carbonados, ya que no se ha podido detectar actividad
glutamato deshidrogenasa (GDH).

Otra via de asimilacién de amonio, que coexiste con la citada
anteriormente en algunos organismos, es la catalizada por la glutamato
deshidrogenasa (GDH) que, en la mayoria de los casos, tendria un papel
significativo s6lo en presencia de altas concentraciones de amonio, salvo en el
caso de los hongos donde es la ruta principal (Brown et al., 1974).

La GDH cataliza la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato en glutamato
mientras que la ruta de asimilacién de amonio GS/GOGAT se lleva a cabo en
dos etapas. En la primera, una molécula de glutamato reacciona con una de
amonio dando una molécula de glutamina. Esta reaccién esta catalizada por la
GS, enzima que ha sido muy estudiada por su papel clave en el metabolismo
de nitrégeno. La GS es una enzima homomultimérica que en bacterias Gram
negativas puede tener cada una de sus subunidades en forma adenilada (poco
activa) o desadenilada (activa). La adenilacién y desadenilacion de la GS
responde a la fuente de nitrégeno utilizada y es llevada a cabo por un sistema
de varias enzimas. En la segunda etapa, que est4 catalizada por la GOGAT, se
produce una transaminacién desde la molécula de glutamina antes formada
hasta una molécula de 2-oxoglutarato para dar como producto dos moléculas
de glutamato, figura 2.

23



Metabolismo del nitrato

EXTERIOR INTERIOR

Nz—j ‘

Glutamato Glutamato
NO5
-+
GOGAT
NO; —1 » NH, lutamina Glutamato
GS
NH 4 2-oxoglutarato
Urea
GDH .
lutamato —————pp» Metabolitos
itr d
Aminoéacidos futrogenacos

2-oxoglutarato

Figura 2. Vias de incorporacién de amonio en bacterias

E.coliy S. typhimurium han sido los organismos modelos para el
estudio del control genético de la produccién de amonio y su posterior
incorporacién a esqueletos carbonados. En estas bacterias, el amonio reprime
la sintesis de las enzimas que intervienen en diversas rutas de obtencion de
esta fuente de nitr6geno mediante un mecanismo comin denominado:
Sistema de Regulacién General del Metabolismo del Nitrégeno o sistema
NTR. En este sistema los productos de los genes ntrA (o rpoN o glnF), ntrB
(gInL) y ntrC (gInG), controlan la activacién de los promotores ntr; entre ellos
la expresiéon del operén que contiene los reguladores especificos de los genes
nif, nifLA, el segundo promotor del operén glnAntrBC o los promotores de
los operones de la utilizacién de la histidina, prolina, arginina etc.

El producto del gen ntrA es un factor sigma para la ARN polimerasa
llamado ¢54 diferente de 670 convencional para los promotores de E. coli
(Hirschman et al., 1985). Se han encontrado varios promotores dependientes
de 654 en otros sistemas: genes xylABC, cpg2 y de la pilina en Pseudomonas,
genes fla en Caulobacter, dctA en Rhizobium, fdhF en E. coli (Gussin et al.,
1986). Muchos de ellos no estan controlados por nitrégeno y, por tanto, se
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puede decir que el factor 654 no estd implicado exclusivamente en el
metabolismo del nitrégeno.

Los genes ntrB y ntrC forman un operén junto al gen estructural de la
glutamina sintetasa, glnA, sujeto él mismo a control NTR y que se trancribe
en sentido glnAntrBC . Las proteinas NTRB y NTRC pertenecen a un sistema
de proteinas que actuan por parejas, denominado sistema de dos
componentes.

El término "dos componentes” hace alusién al esquema béasico de
estos sistemas, que constan de dos elementos denominados componente
sensor y componente regulador de la respuesta. Como indica la
denominacién empleada, el sensor capta la informacién que es transmitida al
elemento regulador que, directa o indirectamente, desencadena una respuesta
que en la mayoria de los casos tiene lugar a nivel de expresién génica
(Parkinson, 1993). La proteina NTRB es el sensor y NTRC es el regulador de la
expresion génica de los distintos promotores sujetos a su control. NTRB
fosforila o defosforila a NTRC en respuesta a la limitacién o exceso de
nitrégeno combinado, respectivamente. NTRB estd modulada por la proteina
P1I, producto del gen gInB, y ésta a su vez, estd controlada por la
uridiltransferasa (UR/UT) producto del gen glnD. Cuando la concentraciéon de
amonio en el medio es baja, la relacién intracelular a-
cetoglutarato/glutamina es alta, y esto sirve de sefial para que la Pyj sea
uridilada. En esta situacién NTRB fosforila a NTRC. NTRC fosforilado, junto
a NTRA, es capaz de inducir la transcripcién de los promotores sometidos a
control NTR. Por otra parte, Pj-UMP también activa la capacidad
desadelinante de la adeniltransferasa que retira los grupos AMP de la GS -
pasando a su forma desadelinada activa (Keener et al., 1987), ver figura 3.
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Figura 3. Modelo de regulacién del sistema NTR en E. coli y S. typhymurium.
(Stock et al., 1989)

Cuando la relacién o-cetoglutarato/glutamina es baja, la
uridiltransferasa retira los grupos UMP de la Pyj. En este momento la Pyy

activa la capacidad adenilante de la adeniltransferasa, que aflade grupos AMP
a la GS pasando de una forma activa a una inactiva y por otra parte, la Py libre
interacciona con NTRB que desfosforila a NTRC, dejando entonces de activar
la transcripcién de los promotores que controla (Keener et al., 1987).

En A. vinelandii se han identificado genes homélogos, estructural y
funcionalmente, a los descritos anteriormente en las enterobaterias. Los
primeros en describirse fueron los pertenecientes al operén glnAntrBC
(Toukdarian et al., 1986; Toukdarian et al., 1990) y el gen ntrA (Santero et al.,

26



Metabolismo del nitrato

1987). También se ha aislado un gen homélogo al de la uridilil transferasa,
glnD, al que se le ha denominado nfrX (Santero et al., 1988; Contreras et al.,
1991a). No obtante, a pesar de que los elementos reguladores de Azotobacter
sean muy parecidos a los de las enterobacterias, el modo en que estan
montados difiere significativamente de éstas. La diferencia mas importante es
que el regulador general NTRC no lo es tanto, es decir, en Azotobater NTRC
no regula la fijacién de nitrégeno ni la asimilacién de amonio. El promotor
de los genes nifLA depende de NTRA pero no de NTRC. En este caso la
fijaci6én de nitrégeno parece depender de NFRX que modifica, directa o
indirectamente, al represor NIFL en funcién del estado de la célula respecto al
nitr6geno. La expresion de los genes glnAntrBC en Azotobacter es
independiente de la fuente de nitrégeno e independiente de NTRC, por lo
que la regulacién de la asimilaciéon de amonio parece que se ejerce
exclusivamente a nivel de actividad de la glutamina sintetasa, mediante
adenilacién-desadenilacién, y no a nivel de expresién génica. En resumen,
que las tres rutas del metabolismo del nitrégeno en Azotobacter mejor
caraterizadas, la fijacién de nitrégeno, la asimilacién del nitrato y la
asimilacién de amonio no comparten ningtn elemento regulador y que el
Gnico sistema bajo control NTR en A. vinelandii, hasta el momento, es el
operdn de la nitrito-nitrato redutasa, nasAB.
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Como se ha descrito anteriormente, el analisis de mutantes y los
estudios de expresi6n de fusiones transcripcionales del gen de la nitrito
reductasa y el gen de la beta-galactosidasa pusieron de manifiesto:

- que los genes de la nitrito y nitrato reductasa, nasA y nasB, estan
organizados en un operén que cuyo promotor estarfa localizado por delante
de nasA.

- que, en ausencia de nitrato, NASB ejerce un efecto regulador negativo
sobre la expresién de nasAB.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido el analisis de la secuencia
del operén nasAB seguido de la mutagénesis dirigida de nasB para tratar de
disociar la funcién enzimatica de la funcién reguladora de la nitrato
reductasa. El segundo objetivo ha sido la caracterizacién del transporte de
nitrato en esta bacteria, poniendo especial atencién en su regulacion.
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Estirpes bacterianas y plasmidos

2. 1. ESTIRPES BACTERIANAS y PLASMIDOS

Tabla I. Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O FENOTIPO O REFERENCIA
Azotobacter vinelandii
UW136 RifR W. Brill
UWér nifK, RifR W. Brill
AS267 nasA6::Tn5-B20, RifR Ramos et al.,
1993
AS270 ®(nasA-lacZ)12, RifR Ramos et al.,
1993
AS271 nasA29::Tn5-B20, RifR Ramos et al.,
1993
AS430 nasT::Q, RifR Gutiérrez et
al., 1995
AS433 Insercién del cassette Q en Gutiérrez et
el punto BgIII por detras del al., 1995
operén nasST
AS434 nasS:KIXX, RifR Gutiérrez et
al., 1995
AS435 ntrC511, RifR Gutiérrez et
al., 1995
AS440 dnasA'-lacZ, nasA*B,* RifR Gutiérrez et
al., 1995
AS441 ®nasA-lacZ, nasAB, Gutiérrez et
ntrA::Tn5, RifR al., 1995
AS446 Gutiérrez et

®dnasA'-lacZ, nasA*
nasB::Tn5, RifR

al., 1995
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

Estirpes bacterianas y plasmidos

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O FENOTIPO O REFERENCIA
Azotobacter vinelandii
AS500 Sustitucién del fragmento Esta tesis
Xhol de nasAB por el
cassette nptl-sacB-sacR,
RifR
AS502 AS267 con una insercién Esta tesis
del cassette Q en el punto
Sall de nasT
AS503 AS270 con una insercién Esta tesis
del cassette Q en el punto
Sall de nasT
AS506 AS441, Tn5--et Esta tesis
AS507 AS435, Tn5--et Esta tesis
AS508 AS506, nasA::Tnb Esta tesis
AS509 AS507, nasA::Tnd Esta tesis
AS510 AS500 con sustituciéon del Esta tesis
Cassette nptl-sacB-sacR por
el fragmento Xhol del
plasmido pPNC10, 13A
AS5H11 AS510, dnasA-lacZ, Esta tesis
nasAB'
AS512 Insercién del cassette KISS Esta tesis
en el punto Kpn I del final
de nasB, RifR
AS513 Insercién del cassette KIXX Esta tesis

en el punto Xho I de nasH,
RifR
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Estirpes bacterianas y plasmidos

Tabla I (cont). Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN

O REFERENCIA

Azotobacter vinelandii

AS602 nasAST *, RifR

Azotobacter chroococcum

ATCC4412 Silvestre

Escherichia_coli

71-18 Allac-pro], F'llacl Q,
lacZAM15, proAB 1, supE

BMH?71-18mutS thi, supE, Allac-proAB),
[mutS::Tnl10}(F' proAB, lac
1q ZAM15]

DH5a F'/endA1l hsdr17(rk-mk+)

supE 44 thi-1 recAl gyrA
(nalr) relA1 A(lacZ YA-
argF)ul69 (fi80LacZAM15)

Plasmidos

pBLUESCRIPT II SK+  Plasmido derivado del
pUC19, contiene una
regién de muiltiples dianas

de clonacion, ApR

PMAS19.1 Insercién del cassette Q en
el punto Sall del plasmido
pRM19

pHP45Q Tra”, ApR, Q@ (SmR, 5pR)

Gutierrez et
al., 1995

Coleccion de la
Universisdad
de Valencia

Sambrook
et al., 1989

Zell y Fritz,
1987

Sambrook
et al., 1989

Stratagene

Gutierrez et
al., 1995

Prentki y
Krisch, 1984
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Estirpes bacterianas y plasmidos

Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O FENOTIPO O REFERENCIA
Plasmidos
pPN4 Fragmento Sall-Kpnl del Esta tesis
plasmido pRM20 clonado
en el pTZ18R
pPN12 PnasAB de A. vinelandii Gutiérrez et
clonado en pCB267 al., 1995
pPN15 Fragmento EcoRI-Sall del - y\»i/gBsta tesis
plasmido pRM20 clonado .* & ‘2%
en pTZ19R oA o
PR I ;;‘;
pPN15K Fragmento Kpn 1 de 820 pb .- «Esta tesis
de nasB clonado en
pTZ18R
pPN15KE Fragmeno EcoRI-Kpnl del Esta tesis
plasmido pPN15 clonado
en pTZ19R
pPN15KR Igual que pPN15K, pero el Esta tesis
fragmento Kpnl esta
clonado al revés
pPN15V Fragmento EcoRI-Sphl del Esta tesis
plasmido pPN15 clonado
en pTZ19R
pPNC10,13A PRM21IR que lleva las Esta tesis
mutaciones C10 y C13 a A10
y A13 de nasB
pPNS2 Fragmento Sphl de 1.3 Kb Esta tesis
del plasmido pPN15
clonado en pTZ18R
pPNS2KISS Inserciéon del Cassette KISS Esta tesis

en el punto Kpnl del
plasmido pPNS2
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Estirpes bacterianas y plasmidos

Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O FENOTIPO O REFERENCIA
Plasmidos
pPNS2KIXX Insercién del Cassette KIXX Esta tesis

en el punto Xhol del
plasmido pPNS2

pPNS2R Igual que pPNS2, pero el Esta tesis
fragmento Sphl estd
clonado al revés

pPPNS2RXS Derivado del pPNS2R, Esta tesis
cortando con Xhol y Sall y
ligando

pRM18 Fragmento Eco47II-EcoRI Ramos et al.,

de 2.3 Kb de Anas3.10 1993
clonado en pTZ19R

pPRM19 Fragmento EcoRI de 4 kb Ramos, 1992

subclonado de Anas3.10 en
pTZ19R

pRM20 Fragmento BamHI de 15Kb Ramos, 1992

de Anas3.10 clonado en
pTZ19R

pRM21 Fragmento Sall de 6.3 Kb Ramos, 1992

de Anas3.10 clonado en
pTZ19R

pRM21R Igual que el pRM21, pero el Esta tesis
fragmento Sall esta
clonado al reves

pRM21X Fragmento Xhol del Esta tesis
pRM21 sustituido por el
cassette sacB-sacR-nptl del
pUM24
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Estirpes bacterianas y plasmidos

Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas y plasmidos utilizados.

ESTIRPE O PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O FENOTIPO O REFERENCIA
Plasmidos
pTZ18R Tra", ApR, contiene una Mead et al,,
regién de miltiples dianas 1986

de clonacion

pTZ19R Igual que pTZ18R, pero la Mead et al.,
region de miiltiples dianas 1986
de clonacién se orienta en
direccién contraria

1982
pUC4-KIXX Tra”, ApR, KIXX (KmR®) Beck et al.,
1982
pUM24 Plasmido con los genes Ried y
sacB-sacR-nptl de B. Collmer,
subtilis, ApX, KmR 1987
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Medios y condiciones de cultivo

2.2, MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2. 2. 1. Azotobacter vinelandii

Los cultivos liquidos se hacfan en agitacién fuerte (200 r.p.m.). La
temperatura de incubacién era de 30°C. Los medios sé6lidos llevaban 15 g/1 de
agar ADSA-MICRO.

El medio minimo para A. vinelandii era el medio de Burk
modificado, cuya composicién es la siguiente:

MgSO4 » 7H20 02g
CaCl3 » 2H20 5 mg
NaCl 02g
Solucién Fe-EDTA 1 ml
Na2MoO4 + 2H20 0.29 mg
Sacarosa 20g
Tampén fosfato 0.5 M (pH 7.5) 40 ml
H»>0 hasta 11l

El tampén fosfato se afiadia después de autoclavar el medio. Este
medio se suplementaba, cuando era necesario con cloruro aménico (0.8 g/1),
nitrato potasico (0.8 g/1), nitrito sédico (0.2 g/1) o nitrato aménico (1 g/1).

El medio rico no definido, BSNA, es el medio de Burk suplementado
con triptona (2 g/1) y extracto de levadura (1 g/1).

Para inducir el estado competente en Azotobacter vinelandii en los
experimentos de transformacién se utiliz6 el medio TF, que es similar al
medio de Burk pero sin hierro ni molibdeno y suplementado con 0.8 g/1 de
cloruro aménico.
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Medios y condiciones de cultivo

2. 2, 2. Escherichia coli

La temperatura de incubacién era de 37 °C. En medio liquido se
incubaba en agitacién a 200 r.p.m. En medios sélidos se afiadia agar (15 g/1).

El medio rico no definido utilizado ha sido el medio de Luria-Bertani,
que contiene:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 5g
H»20 hasta 11l

El pH se ajusta a 7.2 con NaOH

En ciertos experimentos se empleé el medio minimo E, cuya
composicién x50 es:

MgSO4 = 7H20 25g
Acido citrico g R :\ <
KoHPOy 125g |
CINHy 11g
Na2HPO4 = 2H20 328¢g

H20 167.5 ml

Antes de usar se diluye a 1x con agua destilada estéril y las siguientes
soluciones, por litro:

Glucosa 20% 10 ml

B1 (Tiamina 5 mg/ml) 0.5 ml
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2. 2. 3. Agentes selectivos

Medios y condiciones de cultivo

Para la seleccién e identificacién de diferentes estirpes y plasmidos se

utilizaban agentes a las siguientes concentraciones (en pg/ml):

Espectinomicina
Kanamicina
Tetraciclina
Acido nalidixico
Ampicilina
Cloranfenicol
KClO3
Estreptomicina
Rifampicina
X-gal

IPTG

. vinelandii

10

2

4

20

50

12250

10

15

E. coli

100
40
20
25

100

25

100
15
50

50
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2. 3. TAMPONES Y SOLUCIONES

2. 3. 1. Tampén fosfato 0.5 M, pH 7.5

KH,PO4
KoHPO4

HO

2. 3. 2. Solucion de Fe-EDTA

Solucién A:
EDTA é&cido libre
KOH
H>O

Solucién B:
FeSO4 » 7H20

H>O

1088 ¢g
73.12¢
hasta1l
l6g
104 ¢

hasta 186 ml

137 ¢

hasta 346 ml

Tampones y soluciones

Se preparaba mezclando las soluciones A y B, y burbujeando la mezcla

con aire durante una noche.

2. 3. 3. Reactivo de Holmes-Bonner

Se preparaba siguiendo el procedimiento descrito por Maniatis et al.,

(1982). Una solucién de cloroformo y alcohol isoamilico en proporcion 24:1 se

mezclaba en volimenes iguales con una solucién de fenol saturada con

tampon Tris-EDTA.

2. 3. 4. PEG/NaCl

PEG 20%, 2.5 M NaCl
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2. 3. 5. Soluciones para aislar ADN plasmidico

Solucién I:
Glucosa
EDTA

Tris-HCI pH 8

Soluciéon 1II:
NaOH
SDS

Solucién III:
Acetato potasico

Acido férmico

50 mM
10 mM

25 mM

02N
1%

3M

1.8 M

2. 3. 6. Tamp6n MOPS-KOH 50mM, pH7.5

MOPS a 50mM ajustando el pH con KOH

2. 3.7. Tampon STE

Sacarosa
Tris-HCl pH 8
NaCl

EDTA

Tritén X-100

24 mM
10 mM

0.1M
0.1 mM

5%

Tampones y soluciones
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Tampones y soluciones

2. 3. 8. CTAB/NaCl

NaCl 41g
CTAB 10g
H2O hasta 100 ml

Se calentaba a 65°C hasta disolverlo completamente.

2.3.9. Tamp6n TE

Tris-HCI 10 mM, pH 7.5-8, EDTA 1 mM.

2. 3. 10. Tampén TES

Tris-HCI 10 mM, EDTA 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8.

2. 3. 11. Tampoén TESL

Similar al TES pero 100 veces menos EDTA y NaCl

2. 3. 12. Tampén SSC (x20)

NaCl 3 M, citrato sédico 0.3 M, pH 7.

2. 3. 13. Tampén TAE (x50)

Trizma base 242 ¢
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 0.5 M (pH 8) 100 ml
H20 hasta 11
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2. 3. 14. Tamp6n TBE (x10)

Trizma base

Acido bérico

EDTA sal disddica

H20

2. 3. 15. Tampén de lisis para Azotobacter vinelandii

SDS 0.2 %, 2 x SSC

162 ¢g
275¢g
95¢g
hasta 11

Tampones y soluciones

2. 3. 16. Tampones para digestiones con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccién se realizaban con el

tampén adecuado a cada enzima suministrado por la propia casa comercial

(Promega).

2. 3. 17. Tampén para el ligamiento de ADN

Se utilizaba el tampén suministrado por Promega.

2. 3. 18. Tampén Z para B-galactosidasa

Na2HPO4 * 2H20O
NaH2PO4 = 2H2O
KCl

MgSO4 +» 7TH20
B-mercaptoetanol
H2O

Ajustar el pHa 7

106 g
624 ¢g

075g
0246 g

2.7 ml

hasta 11
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Tampones y soluciones

2. 3.19. Tampén SM
NaCl 58¢
MgSO4 » 7H20 2g
Tris-HC1 1M, pH7.5 50 ml
Gelatina 0.1 %
H2O hasta 11

2. 3. 20. Soluciones para el marcaje y deteccion de ADN

Solucién de hibridacion: 5xSSC; reactivo de bloqueo (suministrado
por Boehringer-Mannheim), 5%; N-laureilsarcosina, sal sédica, 0.1%;
SDS, 0.02%; formamida, 50%.

Soluciones de lavado de los filiros que contienen-el ADN a analizar:

\3 gi“l,:: .
1. 2x8SC; SDS, 0.1%. S
2. 1xSSC; SDS, 0.1%. B e
3. 0.1xSSC; SDS, 0.1%. B

Tampén 1: Tris-HCl, 100 mM; NaCl, 150 mM; pH 7.5
Tampo6n 2: Reactivo de bloqueo, 2% en tampén 1.

Tampén 3: Tris-HCl, 100 mM; NaCl, 100 mM; MgClp, 50 mM; pH 9.5

2. 3. 21. Solucién de ADN de esperma de arenque

El ADN de esperma de arenque se disolvia a una concentracién final

de 10 mg/ml, se calentaba a 100°C durante 10 minutos y se pasaba varias veces

por la aguja de una jeringa. Se guardaba a -20°C.
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Tampones y soluciones

2. 3. 22. Soluciones para electroforesis de proteinas

Solucién para el gel de resolucién:
Acrilamida 40%
N-N' metilen-bis-acrilamida 1%

Filtrar y guardar a 4°C, no mas de un mes

Solucién para el gel de apilamiento:

Acrilamida 40%

N-N' metilen-bis-acrilamida 1%

Filtrar y guardar a 4°C, no mas de un mes
Tampoén de resolucién x4: Tris-HCl 1.5 M; SDS, 0.4%; pH 8.8
Tampoén de apilamiento x4: Tris-HCl 0.5 M; SDS, 0.4%; pH 6.8

Tampo6n de electrodos x10:

Trizma base 025 M
Glicina 1.92 M
SDS 1%

Tampoén de equilibrio x2 (tampén de lisis x2):

Tris-HCI pH 6.8 125 mM
SDS 6%
B-mercaptoetanol 10%
Glicerol 20%
Azul de bromofenol 0.1%
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Estimacion de actividades enzimaticas

2. 4. ESTIMACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2. 4. 1. Actividad nitrato reductasa

El método utilizado es una modificacién del descrito por Guerrero et
al., (1973). El ensayo se realizaba con cultivos en fase exponencial. Las células
se recogfan por centrifugacién, se lavaban dos veces con tampén fosfato 12.5
mM, pH 7.5 y finalmente se resuspendian en 1/10 del volumen inicial en el
mismo tampoén.

MOPS-KOH 0.5M, pH 7.0 0.4 ml
KNO3 100 mM 0.2 ml
Metil violégeno 1.5 mM 0.2 ml
CNOK 10 mM 0.2 ml
Células y H2O 0.8 ml
Na25204 (8 mg/ml en NaHCO3 95 mM) 0.2 ml

La mezcla se incubaba a 30°C durante 60 minutos y la reaccién se
paraba agitando vigorosamente hasta oxidar completamente el metil
violégeno reducido. Se centrifugaba y se tomaba 1 ml de sobrenadante para
determinar la concentracién de nitrito.

2. 4. 2. Actividad nitrito reductasa

El método empleado es una modificacién del descrito por Vega et al.,
(1973). Las células se preparaban de forma idéntica a la descrita para el ensayo
de la nitrato reductasa. La mezcla de ensayo contenia:

Tampén fosfato 0.5 M, pH 7.5 0.2 ml
NaNO2 10 mM 0.1 ml
Metil viol6geno 1.5 mM 0.14 ml
H20 0.26 ml
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Estimacion de actividades enzimaticas

Células 0.2 ml

Na25204 (26 mg/ml en NaHCO3 0.29 M) 0.2 ml

La mezcla se incubaba a 30°C durante 60 minutos y la reaccién se
detenfa por agitaciéon vigorosa hasta oxidar completamente el metil
viol6geno. Se centrifugaba y se tomaba una muestra diluida 10 veces en agua
para determinar la concentracién de nitrito.

2. 4. 3. Actividad B-galactosidasa

A partir de cultivos en fase exponencial se tomaban muestras y se les
afiadia tampén Z hasta un volumen final de 1 ml, 25 ml de cloroformo y 25
ml de SDS 0.1 %. Trés incubar 10 minutos a 30°C se afiadian 200 ml de o-
nitrofenil B-D-galactopiranésido (ONPG), 4 mg/ml, y se continuaba la
incubacién hasta apreciar color amarillo. El desarrollo de color se detenia con
0.5 ml de Na2CO3 1 M. Se centrifugaba la mezcla y se media la densidad 6ptica
del sobrenadante a 420 nm. La actividad se expresaba en unidades Miller,
obtenidas por la siguiente ecuacién: 1000 x [DO420nm/(t x v x DO600nm)1,
donde t es el tiempo desde la adicién de ONPG hasta que se afiadi6 el Na2CO3
en minutos, v es el volumen de cultivo en ml y DOg00nm corresponde al
cultivo de partida.
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Consumo de nitrato

2. 5. Consumo de nitrato
2. 5. 1. Estimacion del consumo de nitrato.
2. 5. 1. 1. Estimacion del consumo de nitrato lavando las células.

El consumo de nitrato se determiné siguiendo su desaparicién del
medio en que estaban suspendidas las células.

Las células se recogieron en fase exponencial de crecimiento (DO560=0.5-
0.7) por centrifugacion a 9000 x g durante 5-10 min en una centrifuga
Beckman J2-21 a 0-4°C, se lavaron y resuspendieron en MOPS-KOH, 50mM,
pH7.5 suplementado con sacarosa al 1%(p/v). Alicuotas de 20 ml de esta
suspension se colocaron en matraces erlenméyers de 50 ml de capacidad, los
cuales permanecian abiertos al aire y eran sometidos a una agitacién de 100
r.p.m a 30°C. Las suspensiones celulares asi obtenidas se incubaron durante 15
min en dichas condiciones antes de iniciar el experimento por la adicién del
i6bn a una concentracién de 0.5mM. De la suspensién celular se tomaron
alicuotas de 1 ml cada cierto tiempo que se filtraron inmediatamente
utilizando un sistema de filtracién Millipore tipo HA de 12 orificios con un
papel de filtro Glass Microfibre (GF/C) de Whatman. La concentracién de
nitrato en el medio se determiné como se especifica en el Apartado 2.6.2.

2. 5. 1. 2. Estimacion del consumo de nitrato sin lavar las células.

Las células se cultivaron en medio BS suplementado con 3 mM de
nitrato hasta DO560=0.7 densidad a la que el nitrato restante en el medio no
interfiere con el nitrato afiadido en el experimento. A continuacién se afiadi6é
a las suspensiones celulares el nitrato a concentracion final de 0.5mM, y se
tomaron alicuotas de 1ml cada cierto tiempo.

2. 5. 2. Tratamiento de choque osmético.

Las células en fases exponencial (DO560=0.5-0.7) y cultivadas en medio
BS con KNO3, 8mM, se recogieron por centrifugacién y se lavaron con Tris-
HCl 10mM, pH=8. A continuacién se resuspendieron en tampén Tris-HCl
30mM, pH=8, conteniendo sacarosa al 20%(p/v), hasta alcanzar una
concentracion aproximada de 1g de peso hiimedo por 80 ml. La suspension
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Consumo de nitrato

celular asi obtenida se incub6 durante 10 min con agitacién suave (87 r.p.m) a
30°C, trés lo cual las células se centrifugaron a 12000xg durante 5 min a 4°C,
elimindndose todo el sobrenadante. El precipitado se resuspendid, suave y
rapidamente, con tampén Tris-HCl 30 mM, pH=8, conteniendo sacarosa al
15% (p/v), incubandose durante 5 min en las mismas condiciones descritas
anteriormentre. El volumen de tampén utilizado en dicha resuspensién fue
igual al volumen original del cultivo. La suspensién se centrifugé en las
mismas condiciones que en el paso anterior, eliminando completamente el
sobrenadante y conservando el precipitado de células sometidas a choque
osmotico.

Para realizar ensayos de consumo de nitrato con estas células, se
resuspendieron en tampon MOPS-KOH 50mM, pH7.5 con sacarosa al 1%
(p/v) o en sobrenadantes de cultivo suplementado con sacarosa al mismo
porcentaje. La viabilidad de estas células se comprobé mediante siembra en
medio BS sdélido, asi como siguiendo la DO5gg de la suspensién durante el
ensayo de consumo (la lisis celular se registra por una caida de dicha
absorbancia).

50



Métodos analiticos

2. 6. METODOS ANALITICOS

2. 6. 1. Determinacion de nitrito

La determinacién de nitrito se realizaba segiin el método descrito por
Snell y Snell (1949). Para ello se utilizaban las siguientes soluciones:

Solucién A: Sulfanilamida 58 mM en HC1 2.4 N
Solucién B: N-naftil-1-etilén-diamina diclorhidrato (N'NEDA) 0.69
mM

La determinacién se realizaba afiadiendo a 1 ml de muestra, 1 ml de
solucién A y 1 ml de solucién B. Se agitaba y se incubaba 10 minutos a
temperatura ambiente, tras lo cual se afiadian 2 ml de agua destilada y se
media la densidad 6ptica a 540 nm. Se realizaba una recta de calibrado con
nitrito sédico.

2. 6. 2. Determinacién de nitrato

El nitrato se determiné por absorbancia a 210 nm en disolucién acida,
segln el método descrito por Cawse (1967). A 0.5ml de muestra, conteniendo
entre 0 y 400 nmoles de nitrato, se afiadieron 0.5 ml de 4cido amidosulftirico
al 2% (p/v). Tras incubar 2 min a temperatura ambiente, se agit6
vigorosamente y se afiadieron 1.5 ml de acido perclérico al 6.65% (p/v).
Después de 25 min a temperatura ambiente, se estimé la concentracion de
nitrato midiendo la absorbancia de la disolucién a 210 nm y empleando un
coeficiente de extincién E=6.4 mM-1 cm-1l. El tratamiento con &cido
amidosulfiirico elimina posibles contaminaciones de nitrito presentes en la
muestra que absorben también la luz ultravioleta en medio acido.

2. 6. 3. Determinacion de proteina

Se realizaba por el método de Lowry modificado por Markwell et al.,
(1978). Se empleaba las siguientes soluciones:

Solucién A:
NayCO3 2%
NaOH 0.4%
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Métodos analiticos

Tartrato NaK 0.16%

SDS 1%
Solucién B:

CuSOg4 * 5SH2O 4%

Solucién C:

100 de A + 1 de B, preparar poco antes de usar.

Solucién D:

Folin 1:1 con agua destilada.

El procedimiento era el siguiente: a 1 ml de muestra diluida en NaOH
0.1 N con 20-40 mg de proteina se le afiadian 3 ml de solucién C. Se incubaba
durante 45 minutos a 30°C. A continuacién se afiadian 0.3 ml de solucién D y
se incubaba otros 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se media la
absorbancia a 750 nm. La recta patrén se hacia con ovoalbimina bovina
disuelta en NaOH 0.1 N.

2. 6. 4. Medidas de pH
El pH de las soluciones se determinaba utilizando un pH-metro

"Crison" modelo micropH 2001.

2. 6. 5. Medidas espectrofotométricas

Se llevaban a cabo utilizando los espectrofotémetros Pharmacia LKB
modelo Novaspec II y Ultrospec III.
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Anilisis de proteinas

2.7 . ANALISIS DE PROTEINAS
2. 7. 1. Preparacion de extractos para electroforesis

Las muestras que se deseaban someter a electroforesis unidimensional
con SDS, se concentraban 10 veces en tampén de equilibrio y se calentaban a
95°C durante 5 minutos.

2. 7. 2. Precipitacion de las proteinas del sobrenadante

A un volumen de muestra se le afiadia otro de TCA al 50%(p/v), se
centrifugaba 15 min a 15000 r.p.m trds incubar 10 min en hielo, a
continuacién se lavaba 2 veces con etanol absoluto y se secaba a 55°C. Una vez
seco el precipitado, se resuspendia en SB 1x

2. 7. 3. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Las electroforesis se realizaban con aparatos de "Bio-Rad" modelo
Miniprotean II. Para las electroforesis unidimensionales se usaba el método
de Laemmli (1970); los geles se preparaban con un 10% de acrilamida y se
sometian a 100 voltios durante 1 hora.

Como patrén de pesos moleculares se utilizaba una mezcla comercial
(Bio-Rad) de proteinas de pesos conocidos (en Da):

Fosforilasa b de miisculo de ratén 97400
Seroalbiimina de vaca 66200
Ovoalbtimina de gallina 45000
anhidrasa carbénica de vaca 31000
Inhibidor de tripsina 21500
Lisozima de gallina 14400

2.7. 4. Deteccién de proteinas en geles de poliacrilamida mediante tincién

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se tefifan introduciendo
el gel en una solucién acuosa de azul de Coomassie R 250 al 0.25%(p/v),
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metanol al 40%(v/v) y acido acético al 10%(v/v) en agua. Tras 15 min de
tincién a temperatura ambiente, se lavaba varias veces con una solucién de
metanol al 40%(v/v) y acido acético al 10%(v/v) en agua. Una vez concluido
este tratamiento, las proteinas aparecfan como bandas de color azul. Los geles
se conservaron en acido acético al 10%(v/v) en agua.
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2.8. METODOS GENETICOS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR
2. 8. 1. Mutagénesis dirigida.

La mutagénesis se llevaba a cabo utilizando el "Kit" suministrado por la
casa comercial CLONTECH ("TransformerTM Site-Directed Mutagenesis Kit
(2nd version), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Este método se
basa en utilizar dos oligos, uno de seleccién y otro de mutacién de los
aminoacidos en cuestion

2. 8. 2. Preparacién de células competentes y Transformacién de E. coliy A.
vinelandii

2. 8. 2. 1. Azotobacter vinelandii

Para obtener células competentes se seguia el procedimiento descrito por
Page y von Tigerstrom (1979), con algunas modificaciones. Se partia de un
preindculo de la estirpe deseada que habia crecido a 28°C, con agitacion, hasta
la fase estacionaria, en medio TF. A continuacién se diluia 10 veces en el
mismo medio y se incubaba de nuevo hasta el final de la fase exponencial. El
cultivo competente tomaba un intenso color amarillo verdoso.

Para transformar con ADN cromosémico se mezclaban 0.5 ml del
cultivo concentrado 10 veces y 0.1 ml de la solucién de ADN y se depositaba
en una caja de medio TF. Tras incubar 15 horas a 30°C, la biomasa resultante
se sembraba en el medio selectivo adecuado.

Para transformar con ADN plasmidico se utilizaba el método descrito
por Glick et al., (1985), ligeramente modificado. Se concentraban las células
competentes 10 veces en medio TF. Se afiadia la solucién de ADN y se
incubaba a 30°C durante 30 minutos. A continuacién se afiadian 10
volimenes de medio TF y se continuaba incubando una hora mas. Por
ultimo se sembraba en el medio selectivo adecuado.

2. 8. 2. 2. Escherichia coli

Las transformaciones de E. coli se llevaban a cabo por el método del
cloruro célcico descrito por Maniatis et al., (1982). La estirpe que se pretendia
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transformar se crecia en medio de Luria-Bertani durante 15 horas.
Posteriormente, se diluia 100 veces en ese mismo medio y se incubaba a 37°C
durante 2-4 horas, hasta que alcanzaba una densidad 6ptica a 600 nm de 0.5.
En ese momento el cultivo se enfriaba en hielo durante 10 minutos. Al cabo
de ese tiempo, las células se centrifugaban a 104 r.p.m. durante 10 minutos, y
se resuspendian en la mitad del volumen inicial de CaCl2 50 mM
preenfriado, y se mantenia en hielo durante 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo, la suspensién se centrifugaba y se resuspendia en 1/100 del volumen
inicial de CaCl2 50 mM y glicerol 15% frio, se mantenia en hielo durante al
menos 2 horas. Tras este tratamiento, las células estaban en estado
competente, por lo que se distribuian en tubos Eppendorf (0.2 ml/tubo) y se
congelaban a -70°C. Por este procedimiento las células podian mantener la
competencia durante un periodo de 6 meses. Para comprobar-en-cada
momento el estado competente, se hacian transformacione‘é”;iton
concentraciones diferentes de ADN plasmidico conocidas.

Para transformar las células competentes, se descongelaba una muestra
de 0.2 ml. A continuacién, se mezclaba 0.1 ml de la suspensién bacteriana con
el ADN correspondiente y se mantenfa la mezcla en hielo durante 30
minutos. Al cabo de dicho tiempo se incubaba a 45°C durante 30 segundos. La
mezcla se inoculaba a 37°C durante 1 hora en 1 ml de medio de Luria-Bertani.
Por dltimo, las células se recogian por centrifugacion y se sembraban en cajas
conteniendo el medio de seleccién apropiado.

Cuando se utilizaban plasmidos y estirpes de E. coli que permitian
identificar clones portadores de moléculas recombinantes gracias a la
inactivacién insercional de la subunidad a del gen lacZ (Ullman et al., 1967),
el medio de seleccién se suplementaba con IPTG (0.2 mM) y X-gal (50 lLg/ml).

2, 8. 3. Preparacién de células electrocompetentes y electroporacion de E. coli

Como alternativa a los métodos quimicos de transformacién se
prepararon células electrocompetentes mediante uno de los métodos descritos
para E. coli por BTX, Inc.

Un cultivo saturado de la estirpe deseada se diluyé 100 veces en 500 ml
de LB y se incubd con agitacién a 37°C hasta una DOg(( apriximada de 0.5. El

cultivo se enfri6 rapidamente colocindolo en hielo 10" y se recogieron las
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células mediante centrifugacién a 4000xg a 4°C durante 15'. Se lavaron las
células de forma sucesiva en 500 y 250 ml de agua bidestilada a 0°C y después
en 10 ml de glicerol al 25% (v/v) a 0°C. Finalmente las células se
resuspendieron en 1.5 ml de glicerol al 25% (v/v) a 0°C, se repartieron en
alicuotas de 40 W1, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a
-80°C. Las células preparadas de este método alcanzaron frecuencia de
transformacién superior a los 10? transformantes por [lg de ADN plasmidico.

La electroporacién se realizé6 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Cada alicuota de células electrocompetentes se mezclé con 1 a 5 ul
de ADN o de mezcla de ligacién (las mezclas de ligacién se precipitaron,
lavaron con etanol al 70% (v/v) y resuspendieron en agua para minimizar la
concentracién de sales), manteniéndola siempre en hielo. Las suspensiones se
transfirieron a cubetas de electroporacién con una abertura de 2 mm y se
sometieron a una diferencia de potencial de 2.5 kV con una resistencia en
paralelo de 129 ohmios en un electroporador BTX Electro cell manipulator ®
600. Después del pulso, las células se diluyeron en 1 ml de medio LB, se
incubaron durante 60 a 90' a 37°C, se sembraron en medio selectivo y se
incubaron toda la noche a la misma temperatura.

2. 8. 4. Aislamiento de ADN
2. 8. 4. 1. Aislamiento de ADN plasmidico

Los métodos seguidos para aislar ADN plasmidico a partir de E. coli
fueron los siguientes:

1) Método de lisis alcalina, bien en su modalidad a pequefia escala, como se
describe en Maniatis et al. (1982), o bien en su modalidad a media escala, a
partir de 40 ml de cultivo, en el que se utilizaban volimenes de reactivos
proporcionales a los empleados en el aislamiento a pequefia escala.

2) Método de Holmes y Quigley (1981), basado en la lisis de esferoplastos
celulares a 100°C en presencia de Tritén X-100 (Maniatis et al., 1982).

3) Aislamiento de ADN siguiendo el procedimiento de lisis alcalina (Maniatis
et al., 1982) y posterior tratamiento con acetato amdnico y polietilénglicol
(Ausubel et al., 1989).
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4) Aislamiento de ADN a gran escala utilizando el "kit Magic™ Maxipreps
ADN Purification System" suministrado por la casa comercial Promega. El
protocolo seguido fue el descrito por los fabricantes.

El ADN plasmidico obtenido era tratado con ARNasa a una
concentracion final de 20 pg/ml.

2. 8. 4. 2. Aislamiento de ADN cromosémico de A. vinelandii

2. 8. 4. 2. 1. Aislamiento de ADN purificado

El método era el descrito por Robson et al., (1984) con leves
modificaciones. Se cultivaba A. vinelandii en medio Burk (50 ml) hasta final
de la fase exponencial. Las células se recogian por centrifugacion y se lavaban
con NaCl al 3%. Se resuspendian en 10 ml de TES y se les afiadia 1.6 ml de
SDS al 10%. Se incubaba a 37°C durante 10 minutos y se precipitaba con 1.2 ml
de acetato sédico 3 M y 10 ml de isopropanol a -20°C. Se mezclaba
cuidadosamente, se recogia el ADN con varillas de vidrio y se resuspendia en
3 ml de 1xSSC. A continuacién se afiadia ARNasa a 10 pg/ml y se incubaba a
37°C durante 30 minutos. Luego se afiadia proteinasa K a 0.5 mg/ml y se
incubaba en agitacién suave durante 15 horas a 37°C. Por ultimo se
desproteinizaba con el reactivo de Holmes-Bonner, se precipitaba con etanol
absoluto y se resuspendia en 0.5 ml de TESL.

2. 8. 4. 2. 2. Aislamiento de ADN cromosémico para transformacién

Se seguia el procedimiento de Page y Sadoff (1976). Cultivos de 10 ml de
medio Burk suplementado con cloruro aménico se llevaban hasta final de la
fase exponencial. Las células se recogian por centrifugacion y se resuspendian
en 3 ml de la siguiente solucién:

NaCl 1.5M
Citrato sddico 15 mM
SDS 0.2%

A continuacién se incubaba 90 minutos a 65°C y se agitaba
vigorosamente durante 2 minutos. Los lisados se conservaban a -20°C.
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2. 8. 5. Restriccion de ADN

Las endonucleasas de restriccién empleadas eran suministradas por la
casa Promega y se utilizaban de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
tiempo de reaccién variaba entre 1 y 4 horas. Las reacciones se detenian por
incubacién a 65°C durante 20 minutos, por adicién de EDTA a una
concentracién final de 10 mM o por fenolizacién de la reaccién de restriccion.
La eficacia de la digestién se comprobaba mediante electroforesis en gel de
agarosa.

2. 8. 6. Desfosforilacion de los extremos 5' del ADN

La desfosforilacién de los extremos 5' del ADN se realizaba con la
enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternera suministrada por la casa
comercial Boehringer-Mannheim, siguiendo las instrucciones del fabricante.
La reaccién se detenia calentando la reaccién a 65°C durante 45 minutos en
presencia de EGTA a una concentracién final de 10 mM, fenolizaciéon y
precipitacion con etanol.

2. 8. 7. Relleno de extremos cohesivos

Para ello se utilizaba el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E.
coli. Este enzima y los nucle6tidos necesarios eran suministrados por la casa
Boehringer-Mannheim. Se seguia el protocolo del fabricante.

2. 8. 8. Tratamiento del extremo 3' colgante.

El tratamiento del extremo 3' del ADN se realizaba con la enzima T4
DNA polimerasa. A la muestra del ADN se le afiadia 10 il de dNTP 0.5 mM,
0.5 Ul de BSA a 20 mg/ml y 10 ul de tampon 5X de T4 polimerasa y 1 [l de la
enzima a 0.1 unidad. Se dejaba la muestra 20 minutos a 37°C y luego se
precipitaba el ADN tras fenolizar.

2. 8. 9. Ligamiento de ADN

Las moléculas de ADN cortadas con las endonucleasas de restriccién
adecuadas se mezclaban y se precipitaban con etanol, se lavaban con etanol al
70% y se resuspendian en 9 [l de tampén de ligamiento. Luego se afiadia 1 L1
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(1 U/ul) de ADN ligasa de T4, suministrada por Promega, y se incubaba a 15°C
durante 15 horas. Los productos de la reaccién se utilizaban para transformar
a E. coli.

2. 8. 10. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Se llevaba a cabo en aparatos de la firma Bio-Rad segtin el procedimiento
descrito por Maniatis et al. (1982). Para obtener patrones de tamafio se digeria
el ADN del fago A con diferentes enzimas de restriccién o se utilizaba el ADN
del plasmido pGEM-3 tratados con las endonuclesas Hinfl, Rsal y Sinl. Las
bandas obtenidas en cada caso (en pb) aparecen en la tabla II.

ADN ADN ADN A/HindIll ADN ADN pGEM-3
A/BamHI A/ EcoRI A/ Smal

16841 x21226 *23130 564 19399 2645 396
7233 7421 9416 125 12220 1605 350
*6770 5804 6557 *8612 1198 222
6527 5643 *4361 8271 676 179
5626 4878 2322 517 126
*5505 *3530 2027 460

Tabla II. Las bandas marcadas con * daban lugar a una banda adicional, suma
de las dos, por la unién a través de los extremos cos de A, para evitar esto el
ADN de A digerido con la enzima de restriccién se puede calentar a 68°C
durante 10 minutos.

Tras la electroforesis, los geles se tefifan con una solucién de bromuro de

etidio y las bandas de ADN se visualizaban con transiluminador equipado
con luz ultravioleta y se fotografiaban con cdmaras Polaroid.
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2. 8. 11. Purificacién de fragmentos de restriccién mediante la técnica de
"geneclean"

Para ello, la muestra que contenia el fragmento de ADN de interés se
sometia a electroforesis en gel de agarosa. La porcién de agarosa con el
fragmento en cuestién se cortaba y el ADN se purificaba con el "kit geneclean”
suministrado por BIO 101 Inc., siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

2. 8. 12. Analisis de ADN mediante hibridacion

Se utilizaba el "kit" no radiactivo de marcaje y deteccién de ADN de la
casa Boehringer-Mannheim. Este método se basa en el marcaje al azar de
ADN con digoxigenina-dUTP y en la deteccién de hibridos mediante
enzimoinmunoensayo.

2. 8. 12. 1. Transferencia de ADN a filtros de nailon

Una vez que el ADN se habia sometido a electroforesis en gel de agarosa,
los fragmentos se transferfan a filtro de nailon (Hybond-N, Amersham). Para
ello el gel se sumergia en HCI 0.25 N durante 15 minutos. Luego se lavaba con
agua destilada y se incubaba en una solucién de NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M
durante 30 minutos. La transferencia se realizaba por presién durante 8-15
horas en presencia de una solucién de NaCl 1.5 M y NaOH 0.25 M. El filtro se
lavaba con una solucién de 2xSSC. Al final se secaba y el ADN se fijaba al
mismo por exposicién a la luz ultravioleta durante 2 minutos.

2. 8. 12. 2. Marcaje de la sonda

El ADN para el marcaje se obtenia bien por el método de "geneclean”
bien a partir de geles de agarosa de bajo punto de fusién. En este tltimo caso
no era necesario purificar el ADN, bastaba fundir la agarosa antes de la
reaccién de marcaje. Para ello se afiadia 1.5 voltiimenes de TE y se calentaba a
70°C. El marcaje se realizaba siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
preparaban tambien sondas marcadas por PCR.
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2. 8. 12. 3. Hibridacién de ADN con sondas marcadas con digoxigenina-dUTP

Se seguia las instrucciones del "kit" de la firma Boehringer-Mannheim.
Se usaba formamida en las soluciones de prehibridacién e hibridacién. La
prehibridaciéon se hacia a 42°C durante 6 horas en presencia de ADN de
esperma de arenque a una concentracién final de 100 Jlg/ml. La hibridaci6n se
llevaba a cabo a 42°C durante 15 horas en presencia del ADN marcado.
Posteriormente el filtro se lavaba con distintas soluciones de SSC y SDS para
quitar el exceso y las uniones no especificas de la sonda al filtro o al ADN. A
continuacién se unia el anticuerpo conjugado con el ADN hibrido marcado.
El revelado de la hibridacién se podia llevar a cabo por dos métodos:

1) Método colorimétrico. La reaccion cromética se producia en presencia de
NTB y X-fosfato.

2) Método quimioluminiscente Lumi-Phos 530.
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2. 8. 13. 1. Construccién de plismidos conteniendo deléciones seriadas de
fragmentos de ADN a secuenciar

Para la construccién de estos plasmidos se utilizaba el "kit Double-
Stranded Nested Deletion" suministrado por la firma comercial Pharmacia.
Este método se basa en las propiedades de la enzima exolll, que es especifica de
ADN de cadena doble y digiere una tnica cadena comenzando por un
extremo 3' no protuberante. Para ello se realizaba una digestién doble del
plasmido que contiene el fragmento de ADN a secuenciar insertado en la
region de multiples sitios para la clonacién. Una de las enzimas debia generar
extremos 5' protuberantes o extremos romos, mientras que la otra debia
generar extremos 3' protuberantes que sobresalieran al menos 4 bases. Si los
dos extremos a generar fueran 5' protuberantes, uno de ellos se protegia de la
digestion de la exonucleasa rellendndolo con tionucleétidos y posterior
tratamiento con la otra enzima de restriccién. La localizacién relativa de las
dianas debia ser como se esquematiza a continuacién:
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ADN a secuenciar

ADN a secuenciar

ey B35 " A & 5'

sitio de unién sitio de unidén
al cebador al cebador

A continuacién se trataba con exolll durante diferentes tiempos para
generar deleciones de distinto tamafio. Posteriormente se trataba con nucleasa
S1 para eliminar los fragmentos de cadena tinica generados. Por ultimo, se
recircularizaba con ADN ligasa de T4, se transformaba E. coli y se analizaba el
tamafio de las deleciones de los distintos transformantes.

2. 8. 13. 2. Aislamiento de ADN y secuenciaciéon

El aislamiento de ADN se llevaba a cabo utilizando el "Kit"
suministrado por la casa comercial Promega (Wizard ™ Minipreps DNA
Purification System)y el ADN se secuencié en ambas direcciones segun el
método de Sanger en el secuenciador automatico (ALF-Pharmacia) en el
sevicio general de biologia molecular de la Universidad de Sevilla.

2. 8. 14. Comparacion de secuencias de aminoacidos

Las secuencias de aminoacidos se comparaba con las presentes en los
bancos de datos del paquete informatico del Genetics Computer Group de la
Universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984), depositados en el Centro
Informatico Cientifico de Andalucia, mediante el programa TFASTA
(Pearson y Lipman, 1988) de comparacién de secuencias.
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Secuencia de nucleétidos de nasAB-nasH

3. 1. ESTRUCTURA DEL OPERON NasAB
3. 1. 1. Secuencia de la regionnasAB

En estudios previos se habia acotado, mediante analisis mutacional, una
regién del genoma de A.vinelandii de 6,3 Kb que contiene los genes que
codifican la nitrito y la nitrato reductasa, nasA y nasB, respectivamente (F.
Ramos et al., 1993; F. Ramos, 1992). En este trabajo se ha abordado la
secuenciacién de un fragmento que contiene dicha regién. Para ello se
realizaron subclonaciones, con enzimas de restriccién que reconocian dianas
internas, en los plasmidos pTZ19R, pTZ18R y pBluescript I SK+. Tambien se
hicieron deleciones seriadas de algunas de las subclonaciones segin se
describe en Materiales y Métodos, y se eligieron oligonucle6tidos para
completar la secuencia en algunas zonas. Los plasmidos utilizados para la
secuenciacién se muestran en la figura 4.

La secuencia obtenida ha sido sometida al programa de anélisis de
secuencias de ADN, "codonpreference" del paquete informéatico GCG, figura 5.
Se encontré una primera ORF incompleta de 186 nucleétidos, a 274
nucleétidos del extremo 3' de la anterior aparecen dos ORFs completas y una
cuarta ORF incompleta. La primera fase de lectura abierta completa
corresponde a nasA y esta constituida por 2762 pb. A 77 pb del extremo 3' de
esta tltima se encuentra la segunda ORF completa que corresponde a nasBy
que estd constituida por 2702 pb. A 99 pb del extremo 3' de nasB se encuentra
la cuarta ORF incompleta.

En la figura 6 se muestra la secuencia de nucleétidos correspondiente al
fragmento Eco4711I-Sphl de 6.651 pb asi como las secuencias de aminoacidos
de las cuatro ORFs. Se sefialan las posibles secuencias de unién a ribosomas
localizadas a 6, 7 y 6 nucle6tidos de los codones de iniciacién (ATG) de los
genes nasA, nasB y nasH respectivamente.

A 157 pb del codén de iniciacién de nasA se encuentra la posible
secuencia promotora 5'GG-(10 bases)-GC3' tipica secuencia dependiente de
sigma54. Entre nasA y nasB no aparece ninguna secuencia promotora lo cual
confirma que los dos genes forman parte del mismo operén siendo el primer
gen nasA y el segundo nasB. A 50 pb del extremo 3' de nasB y a 36 pb del
codon de iniciacién de la cuarta fase de lectura abierta se encuentra una
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posible secuencia promotora, 5'GG-(10bases)-GC3', dependiente de sigmab54.
Sin embargo los posibles sitios de unién de la proteina NTRC estan menos
claros, la secuencia consenso correpondiente no estd completa, s6lo la mitad.

A 82 nucleétidos de la secuencia -12 del promotor de nasAB y a 33
nucleétidos del codén de iniciacién del gen nasA, aperece una repeticion
invertida capaz de formar wun lazo en el ARNmMm,
5'AAAAGGCGTCCN20GGACGCCTTTT3'. Dicha estructura podria actuar
como un terminador de la transcripicién independiente de Rho. No se
encontr6 una estructura terminadora similar entre nasA y nasB, ni entre
nasB y la cuarta fase de lectura abierta incompleta.
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Figura 4. Mapa de los plasmidos utilizados para la secuenciacién
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Figura 5. (A) Uso de codones (linea roja) y probabilidad de encontrar regiones
codificadoras (linea azul) de la secuencia de nucleétidos del fragmento Eco47III-Sphl.
(B) Localizacién de las ORFs correpondientes a los genes nasA, nasB y nasH. (C)
estrategia de secuenciacion.
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Secuencia de nucleétidos de nasAB-nasH

AGC GCT TCG AAA CCG CCG AGG AAT GGC TGC TCG 33

Ser Ala Ser lys Pro Pro Arg Asn Gly Cys Ser 11
ATC TGG AGC GGG GCG AAC GCC GAC CCC AGG AAC TGC ACC CCC GTC CCT GGC TGG AGC GCG 93
Ile Trp Ser Gly Ala Asn Ala Asp Pro Arg Asn Cys Thr Pro Val Pro Gly Trp Ser Ala 31

ACG CCG CTG AAG GTC TGG CGC GGC GTC GCC CTG CTC TCC CTG CTG CTC AAC CTG GCT CTG 153
Thr Pro Leu Lys Val Trp Arg Gly Val Ala Leu Leu Ser Leu Leu Leu Asn Leu Ala Leu 51

CTC GCC CTG TTG ATC GTC CCT GCG CGC CCA TGAAACCCCATAAGAGGGCGCACCGAACCAAGACAGTGC 222

Leu Ala Leu Leu Ile Val Pro Ala Arg Pro TER 66
-24 -12

AAGCTGGAACGACTCCTTCAGGCCAGCCACCGGGAAATCCCTTGCAAATCAGTCATCCGTGAAACTGRCACAGCCCCTEG 301

CATACGAGAAAACCGACAGACTCACATAAGCATTGCCTTCAACCGTGGAGGGCAGTGTTTCCCGACACGAACCGGGAAT 380

SD
GGACAAAAGGCGTCCTCGCTGGGTGCACACCGGCGGGACGCCTTTTTTTGTTTTCCGCTTTCCGTAACGGAGAAGAGCG 459
<==——— > Cmmmm——— >
ATG GAA AAA CTC AAG CTG GTG ATG ATC GGC AAC GGC ATG GCC GGG GTC CGC ACC CTG GAA 519
Met Glu Lys Leu Lys Leu Val Met Ile Gly Asn Gly Met Ala Gly Val Arg Thr Leu Glu 20

GAA CTG CTC AAG CTC GCC CCG GAC CTC TAC GAG ATC GCG GTG TTC GGC GCC GAA CCG CAC 579
Glu Leu Leu Lys Leu Ala Pro Asp Leu Tyr Glu Ile Ala Val Phe Gly Ala Glu Pro His 40

CCG AAC TAC AAC CGC ATC CTG CTC TCT CCG GTG CTG GCC GGC GAA CAG ACC TTC GAA GAA 639
Pro Asn Tyr Asn Arg Ile Leu Leu Ser Pro Val Leu Ala Gly Glu Gln Thr Phe Glu Glu 60

ATC GTT CTC AAC GAC CTG GAC TGG TAC CGG GAC AAC GGC ATC GAC CTG CGC CTC GGC TGC 699

Ile Val Leu Asn Asp Leu Asp Trp Tyr Arg Asp Asn Gly Ile Asp Leu Arg Leu Gly Cys 80
Sall

AAG GTG GIC _GAC ATC GAC CGC GAG AAT CGC GGG GTC ACG GCC TCC GAC GGC AGC CAG GCC 759

Lys Val Val Asp Ile Asp Arg Glu Asn Arg Gly Val Thr Ala Ser Asp Gly Ser Gln Ala 100

GAA TAC GAC CGC CTG CTC GTC GCC ACC GGT TCC AGC CCT TTC ATC CTG CCG ATC CCC GGC 819
Glu Tyr Asp Arg Leu Leu Val Ala Thr Gly Ser Ser Pro Phe Ile Leu Pro Ile Pro Gly 120

AAG GAT CTG CAG GGC GTG ATC GGC TAC CGC GAC ATC GCC GAT ACC CGG GCG ATG ATG GAA 879
Lys Asp Leu Gln Gly Val Ile Gly Tyr Arg Asp Ile Ala Asp Thr Arg Ala Met Met Glu 140

ACC GCC CGC TCC CAC CGT CAC GCG CTG GTG ATC GGT GGC GGC CTG CTC GGC CTG GAA GCG 939
Thr Ala Arg Ser His Arg His Ala Leu Val Ile Gly Gly Gly Leu Leu Gly Leu Glu Ala 160

GCC AAC GGC CTC AGG CTG CGC GGC ATG GAG GTG ACC GTG GTA CAC CTC GGC GAC TGG CTG 999
Ala Asn Gly Leu Arg Leu Arg Gly Met Glu Val Thr Val Val His Leu Gly Asp Trp Leu 180

CTC GAT CGC CAG CTC GAC AGG ACC GCC GGC AAA CTG CTG CAG AAC GCT GGA GAC ACG CTG 1059
Leu Asp Arg Gln Leu Asp Arg Thr Ala CGly Lys Leu Leu Gln Asn Ala Gly Asp Thr Leu 200

GCA TCA AAG TTC CGC CTG AAC ACC AAC ACC GCC GCC CTG CTC GAC GAT GGC CAG GGC CGG 1119
Ala Ser Lys Phe Arg Leu Asn Thr Asn Thr Ala Ala Leu Leu Asp Asp Gly Gln Gly Arg 220

GTG GCC AGC GCG CAT TTC AGC GAC GGC GAA GAA TGC CCC GCC GAT CTG GTG GTG ATG GCC 1179
Val Ala Ser Ala His Phe Ser Asp Gly Glu Glu Cys Pro Ala Asp Leu Val Val Met Ala 240

GCC GGC ATC CGT CCC AAC GTC GAA CTG GCC GAA CGC GCG GGC CTG GCC TGC GAT CGC GGC 1239

Ala Gly Ile Arg Pro Asn Val Glu Leu Ala Glu Arg Ala Gly Leu Ala Cys Asp Arg Gly 260
Sall

ATC CGG GTC GAL GAC TAC CTG CGG ACC GCC GAT CCG GCC ATC TAC GCC GTC GGC GAA TGC 1299

Ile Arg Val Asp Asp Tyr Leu Arg Thr Ala Asp Pro Ala Ile Tyr Ala Val Gly Glu Cys 280

Figura 6. Secuencia de nucledtidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes nasAB-
nasH (parte superior) y secuencias de aminoacidos de las proteinas que codificarian. En negrilla
se sefialan las posibles secuencias promotoras -24 y -12 y en negrilla y subrayada un posible
medio sitio de unién de NTRC. Se muestra subrayada las secuencias de uni6n al ribosoma (SD), y
con lineas discontinuas (<--—->), los nucleétidos implicados en la posible estructura terminadora
de la transcripcion del operén nasAB.
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Secuencia de nucleédtidos de nasAB-nasH

GCC AAT CAC CGC GGC ATC GCC TAC GGC CTG GTG GCC CCG CTG TTC GAG CAG GCC CGG GTC 1359
Ala Asn His Arg Gly Ile Ala Tyr Gly Leu Val Ala Pro Leu Phe Glu Gln Ala Arg Val 300

TGC GCC GAC CAT CTG GCC CGA CTC GGC AAC GCC CGC TAC GAA GGC TCG GTG ACC TCC ACC 1419
Cys Ala Asp His Leu Ala Arg Leu Gly Asn Ala Arg Tyr Glu Gly Ser Val Thr Ser Thr 320

AAG CTC AAG GTC ACC GGC ATC GAC CTG TTT TCC GCC GGC GAC TTC ATG GGC GGG GAA GGC 1479
Lys Leu Lys Val Thr Gly Ile Asp Leu Phe Ser Ala Gly Asp Phe Met Cly Gly Clu CGly 340

ACC GAG ACC ATC ACC TTt TCC GAC CCC ATC GGC GGC GTC TAC AGA GCT GGT GTC AGG ACG 1539
Thr Glu Thr Ile Thr Phe Ser Asp Pro Ile Gly Gly Val Tyr Arg Ala Gly val Arg Thr 360

ACT GCT GGT CGC GCT GCT GTA CGC ACC GGC TGG TAC TTC CGG CAg ATC CGC GAG CAG CAC 1599
Thr Ala Gly Arg Ala Ala Val Arg Thr Gly Trp Tyr Phe Arg Gln Ile Arg Glu Gln His 380

AAT GTC GCC GAA ATC CGC GAC CTC CTG ATG TTC GGC GAA AAC GCC ATC GGC GAC GCC GGC 1659
Asn Val Ala Glu Ile Arg Asp Leu Leu Met Phe Gly Glu Asn Ala Ile Gly Asp Ala Gly 400

CAT CAG GGC CAG GAC AAG GCC ATG GCG ATG AGC GAC GAG ATG GAG GTC TGC GGC TGC AAC 1719
His Gln Gly Gln Asp Lys Ala Met Ala Met Ser Asp Glu Met Glu Val Cys Gly Cys Asn 420

GGT GTG TGC AAG GGC ACC ATC GTC AAG GCG ATC CGG GAA AAT GGT CTG CTT TCC GTG GAC 1779
Gly Val Cys Lys Gly Thr Ile Val Lys Ala Ile Arg Glu Asn Gly Leu Leu Ser Val Asp 440

GAG GTG AAG AAG CAC ACC AAG GCC GCC AGT TCc TGC GGC TCC TGC GCC AGG CTG GTC GAA 1839
Glu Val Lys Lys His Thr Lys Ala Ala Ser Ser Cys Gly Ser Cys Ala Arg Leu Val Glu 460

CAG ATT CTG ATC AAC ACC GTC GGC GGC GCC GAC GTC AAA CCC AAG AGC GAG AAG CCG GTG 1899
Gln Ile Leu Ile Asn Thr Val Gly Gly Ala Asp Val Lys Pro Lys Ser Glu Lys Pro Vval 480

TGC GGC TGC ACC GAC CTC AAC CAC GGC CAG GTA CGC CAG GCG ATC CGC GAA CAG CGT CTG 1959
Cys Gly Cys Thr Asp Leu Asn His Gly Gln Val Arg Gln Ala Ile Arg Glu Gln Arg Leu 500

ACC GGC ATG GGC GAG GCC ATG AAG GCC ATG GAA TGG CGC AGC CCC GAT GGC TGC GCC ACC 2019
Thr Gly Met Gly Glu Ala Met Lys Ala Met Glu Trp Arg Ser Pro Asp Gly Cys Ala Thr 520

TGC CGC CCG GCG CTG AAC TAC TAC CTG ATC TCC ACC TGG CCG GGC GAG GCC AAG GAC GAT 2079
Cys Arg Pro Ala Leu Asn Tyr Tyr Leu Ile Ser Thr Trp Pro Gly Glu Ala Lys Asp Asp 540

CCG CAG TCG CGC CTG ATC AAC GAG CGT GCC CAC GCC AAC ATC CAG AAG GAC GGC ACC TAC 2139
Pro Gln Ser Arg Leu Ile Asn Glu Arg Ala His Ala Asn Ile Gln Lys Asp Gly Thr Tyr 560

TCG GTG GTG CCG cGC ATG TGG GGC GGC GTG ACC AGC CCC GCC GAG CTG CGG CGC ATC GCC 2199
Ser Val Val Pro Arg Met Trp Gly Gly Val Thr Ser Pro Ala Glu Leu Arg Arg Ile Ala 580

GAC GTG GCC GAG AAG TAC AAG GTG CCG ATG GTC AAG GTC ACC GGC GGC CAG CGC ATC GAC 2259
Asp Val Ala Glu Lys Tyr Lys Val Pro Met Val Lys Val Thr Gly Gly Gln Arg Ile Asp 600

CTG CTC GGC GTG AAG AAG GAA GAC CTG CCG AAC GTG TGG CGC GAG CTG GGC ATG CCT TCC 2319
Leu Leu Gly Val Lys Lys Glu Asp Leu Pro Asn Val Trp Arg Glu Leu Gly Met Pro Ser 620
EcoRI
GGC CAT GCC TAC GGC AAA TCC ATC CGC ACC GTG AAG ACC TGC GTC GGC AGC GAA TTC TGC 2379
Gly His Ala Tyr Gly Lys Ser Ile Arg Thr Val Lys Thr Cys Val Gly Ser Glu Phe Cys 640
Xhol
CGC TTC GGC ACC CAG AAT TCG ACG CAG ATG GGT ATC GAC {TC GAG CAT GCG CTG TTC GGC 2439
Arg Phe Gly Thr Gln Asn Ser Thr Gln Met Gly Ile Asp Leu Glu His Ala Leu Phe Gly 660

ATG TGG TCG CCG CAC AAG GTC AAG CTG GCG GTT TCC GGC TGC CCG CGC AAC TGC GCC GAG 2499
Met Trp Ser Pro His Lys Val Lys Leu Ala Val Ser Gly Cys Pro Arg Asn Cys Ala Glu 680

Figura6 (cont.). Secuencia de nucleétidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes
nasAB-nasH (parte superior) y secuencias de aminoécidos de las proteinas que codificarian.
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Secuencia de nucledtidos de nasAB-nasH

TCG GGC ATC AAG GAT GTC GGC GTC ATC GGC GTG GAT TCG GGC TGG GAG ATC TAC ATC GGC 2559
Ser Gly Ile Lys Asp Val Gly Val Ile Gly Val Asp Ser Gly Trp Glu Ile Tyr Ile Gly 700

GGC AAC GGC GGC ATC AAG ACC GAG GCC GGC GAG TTC TTC GTC AAG GTC GGG AGC GCC GGG 2619
Gly Asn Gly Gly Ile Lys Thr Glu Ala Gly Glu Phe Phe Val Lys Val Gly Ser Ala Gly 720

GAA GTC ATG GAG TAC AGC CTG GCC TTC CTC CAG CTC TAT CGC GAG GAA GCC TTC TAC CTG 2679
Glu Val Met Glu Tyr Ser Leu Ala Phe Leu Gln Leu Tyr Arg Glu Glu Ala Phe Tyr Leu 740

GAG CGC ACC GTG CAC TAC CTG CAC CGC GTC GGC CTG GAG CAC ATC AGG CAG GCG GTG CTG 2739
Glu Arg Thr Val His Tyr Leu His Arg Val Gly Leu Glu His Ile Arg Gln Ala Val Leu 760

GAG GAC GGG GAA CGG CGC AAG GCC CTG CAC CAG CGC CTG CTG TTC GCC CTG TCC TTC GAG 2799

Glu Asp Gly Glu Arg Arg Lys Ala Leu His CGln Arg Leu Leu Phe Ala Leu Ser Phe Glu 780
EcoRI

CAG GAC CCG TGG CAG CAG CAG ATC GGC AAC CCG GCC CTG AAG AAG GAA TTC GCT CCT GCA 2859

Gln Asp Pro Trp Gln Gln Gln Ile Gly Asn Pro Ala Leu Lys Lys Glu Phe Ala Pro Ala 800

ACC AAT CCG CAA CGT ATT GAG CGA GGA ATA TCG ATG AAC TGG CTG GAT ATC TGT GCC CTG 2919
Thr Asn Pro Gln Arg Ile Glu Arg Gly Ile Ser Met Asn Trp Leu Asp Ile Cys Ala Leu 820

GAC GAG ATC AAC GTG CTC GGC GCG CGC ATC GTC GCC GGC CCC AGG GGC GAC ATC GCC ATC 2979
Asp Glu Ile Asn Val Leu Gly Ala Arg Ile Val Ala Gly Pro Arg Gly Asp Ile Ala Ile 840

TTC CGT ACC GCC CGC GAC GAG GTT TTC GCT CTC GAC GAC CGT TGC CCG CAC AAA GGC GGT 3039
Phe Arg Thr Ala Arg Asp Glu Val Phe Ala Leu Asp Asp Arg Cys Pro His Lys Gly Gly 860

CCG CTG TCG CAG GGA CTG ATC TAC GGC AAG CGG GTG GCC TGC CCG CTG CAC AAC TGG CAG 3099
Pro Leu Ser Gln Gly Leu Ile Tyr Gly Lys Arg Val Ala Cys Pro Leu His Asn Trp Gln 880

ATC GAT CTG GAA AGC GGC GAG GCG CTG GAA CCG GAT GTC GGC TGC TCG CAC AAG TAT CCG 3159
Ile Asp Leu Glu Ser Gly Glu Ala Leu Glu Pro Asp Val Gly Cys Ser His Lys Tyr Pro 900

GTC AAG ATC GAG GGC GGG CGC GTA CTG CTG GCC CTG AAA TCC CTG AAG GAC TGC GCC TGA 3219
Val Lys Ile Glu Gly Gly Arg Val Leu Leu Ala Leu Lys Ser Leu Lys Asp Cys Ala TER 919

SD
ACCCCGCAGGAGCGAGTTCATTCGCGCCCCCCACGCCATCGCGCGATGAATCCGCTCETGCCGACGGAGAAACGACCATE 3298
Met 1

GCC CAC CAG ACC ACC GCC TCC ACC TGC TGT TAC TGC GGC GTC GGC TGC GGC GTG CTG 3355
Ala His Gln Thr Thr Ala Ser Thr Cys Cys Tyr Cys Gly Val Gly Cys Gly Val Leu 20

ATC GAG CAC GAC GGC GAA CAG ATC ACC GGC GTC GCC GGC GAC CCG GCA CAT CCG GCC AAT 3415
Ile Glu His Asp Gly Glu Gln Ile Thr Gly Val Ala Gly Asp Pro Ala His Pro Ala Asn 40

CAC GGC CGC CTG TGC AGC AAG GGC TCG ACC CTG CAC CTG ACC GGC GAT CTG GCG CCC GCG 3475
His Gly Arg Leu Cys Ser Lys Gly Ser Thr Leu His Leu Thr Gly Asp Leu Ala Pro Ala 60

CGC TCC ATC CCG AAC TtG CGC TCG GGC AAG GCG CTG CCC CGT GAC CGT ACC GAC TGG GAC 3535
Arg Ser Ile Pro Asn Leu Arg Ser Gly Lys Ala Leu Pro Arg Asp Arg Thr Asp Trp Asp 80

AAT GCG CTG GAT CAC GCG GCT GCG GTT TTC GCC GAA ACC ATC CGC GAG CAC GGC CCG GAC 3595
Asn Ala Leu Asp His Ala Ala Ala Val Phe Ala Glu Thr Ile Arg Glu His Gly Pro Asp 100

AGC GTG GCC TTC TAT ATC TCC GGG CAA CTC CTG ACC GAA GAC TAC TAC GCC TTC AAC AAG 3655
Ser Val Ala Phe Tyr Ile Ser Gly Gln Leu Leu Thr Glu Asp Tyr Tyr Ala Phe Asn Lys 120

CTG GCG CGC GCG CTG GTC GGC ACC AAC AAC ATC GAC AGC AAC TCG CGG CTG TGC ATG TCC 3715
Leu Ala Arg Ala Leu Val Gly Thr Asn Asn Ile Asp Ser Asn Ser Arg Leu Cys Met Ser 140

Figura6 (cont.). Secuencia de nucleétidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes
nasAB-nasH (parte superior) y secuencias de aminoécidos de las proteinas que codificarian.
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Secuencia de nucleétidos de nasAB-nasH

TCG GCG GTG GTC GGC TAC AAG CGC AGC CTG GGC GCC GAT GCC CCG CCC TGC GCC TAC GAG 3775
Ser Ala Val val Gly Tyr Lys Arg Ser Leu Gly Ala Asp Ala Pro Pro Cys Ala Tyr Glu 160

GAC GTC GAG CAG AGC CAT TGC CTG CTG ATC GCC GGC AGC AAC ATG GCC TAC GCC CAT CCG 3835
Asp Val Glu Gln Ser His Cys Leu Leu Ile Ala Gly Ser Asn Met Ala Tyr Ala His Pro 180

GTT CTG TTC CGT CGC CTG GAA GCG GCC AAG GCC CGC CGT CCA GAG ATG AAG ATC ATC GTG 3895
Val Leu Phe Arg Arg Leu Glu Ala Ala Lys Ala Arg Arg Pro Glu Met Lys Ile Ile Val 200

GTC GAT CCG CGA CGC ACC GAT ACC TGT GAG TTG GCT GAT CTA CAC CTG GCG ATC TTG CCG 3955
Val Asp Pro Arg Arg Thr Asp Thr Cys Glu Leu Ala Asp Leu His Leu Ala Ile Leu Pro 220

GGC ACC GAT GTG GCG CTG TTC CAC GGC ATT CTG CAC ATC CTC TTG TGG GAA GGC TGG ATC 4015
Gly Thr Asp Val Ala Leu Phe His Gly Ile Leu His Ile Leu Leu Trp Glu Gly Trp Ile 240

GAC CGC GCC TGG ATC GAG GCC CAC ACC GAG GGC TTC GAC GAA TTG AAG AAA CTG GTG CGC 4075
Asp Arg Ala Trp Ile Glu Ala His Thr Glu Gly Phe Asp Glu Leu Lys Lys Leu Val Arg 260

GAC TAC AGC CCG GCG GCG GTG GCG GAT ATC TGC GGC ATC TCG GTT GGC AGC CTG CAG ACC 4135
Asp Tyr Ser Pro Ala Ala Val Ala Asp Ile Cys Gly Ile Ser Val Gly Ser Leu Gln Thr 280

TGC GCC GAG CTG ATC GGC AAG GCG CCC AGC TTC CTG TCG CTG TGG TGC ATG GGG CTC AAC 4195
Cys Ala Glu Leu Ile Gly Lys Ala Pro Ser Phe Leu Ser Leu Trp Cys Met Gly Leu Asn 300

CAG TCC ACA TCG GGT AGC GCC AAG AAC AGT GCG CTG ATC AAC CTG CAC CTG GCC ACC GGA 4255
Gln Ser Thr Ser Gly Ser Ala Lys Asn Ser Ala Leu Ile Asn Leu His Leu Ala Thr Gly 320

CAG ATC GGC AAG CCC GGC GCC GGC CCC TTC TCG CTG ACC GGC CAG CCC AAC GCC ATG GGC 4315
Gln Ile Gly Lys Pro Gly Ala Gly Pro Phe Ser Leu Thr Gly Gln Pro Asn Ala Met Gly 340

GGC CGC GAG ACC GGC AGC CTG GCC AAC CTG CTG CCC GGT CAC CGC GAA GCC GGC AAT GCC 4375
Gly Arg Glu Thr Gly Ser Leu Ala Asn Leu Leu Pro Gly His Arg Glu Ala Gly Asn Ala 360

GGG CAC CGT GCC GAA GTC GCC GAC TAC TGG CGC ATC GAC GCT CTG CCG GAA AGC ACC GGC 4435
Gly His Arg Ala Glu Val Ala Asp Tyr Trp Arg Ile Asp Ala Leu Pro Glu Ser Thr Gly 380

CTG ACC GCC ATC GAG CTG TTC GAG GCC GTG CGC ATC GGC CGC ATC AAG GCC TTG TGG ATC 4495
Leu Thr Ala Ile Glu Leu Phe Glu Ala Val Arg Ile Gly Arg Ile Lys Ala Leu Trp Ile 400

GCC TGC ACC AAC CCG GCG CAG TCG CTG CCT GAC CAG CAG AAG ATC CAC GAG GCC CTT GCC 4555
Ala Cys Thr Asn Pro Ala Gln Ser Leu Pro Asp Gln Gln Lys Ile His Glu Ala Leu Ala 420

GCC TGC CCG TTC GTG GTG GTG CAG GAG GCC TAC GCC ACC ACC GAG ACC TGT CGC TAC GCC 4615
Ala Cys Pro Phe Val Val Val Gln Glu Ala Tyr Ala Thr Thr Glu Thr Cys Arg Tyr Ala 440

GAC CTG TTG CTG CCC GCC GCG GCT GAC GAA AAG GAA GGC ATG GTG ACC AAC TCC GAA CGG 4675
Asp Leu Leu Leu Pro Ala Ala Ala Asp Glu Lys Glu Gly Met Val Thr Asn Ser Glu Arg 460

CGC CTC AGC CAT GTG CGC CGG GCC GTG CCG GCA CCG GGC GAG GCG CGG GCG GAC TGG GCG 4735
Arg Leu Ser His Val Arg Arg Ala Val Pro Ala Pro Gly Glu Ala Arg Ala Asp Trp Ala 480

ATC GTC TGC GAC TTC GCC CGT CGC CTG GAA AAA CAC CTG CGC CCC GGC CGA CCC AGC CTG 4795
Ile Val Cys Asp Phe Ala Arg Arg Leu Glu Lys His Leu Arg Pro Gly Arg Pro Ser Leu 500

TTC GAG TTC GCC GAC CCG GCC GCG CTG TTC GAT GAA TAC AAA CAA CTG ACC GCC GGT CGC 4855
Phe Glu Phe Ala Asp Pro Ala Ala Leu Phe Asp Glu Tyr Lys Gln Leu Thr Ala Gly Arg 520

GAC CTC GAC CTG TCC GGT CTG AGC CAC GCC CTG ATC GAC GAA CTC GGT CCC CAG CAA TGG 4915
Asp Leu Asp Leu Ser Gly Leu Ser His Ala Leu Ile Asp Glu Leu Gly Pro Gln Gln Trp 540

Figura 6 (cont.). Secuencia de nucledtidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes
nasAB-nasH (parte superior) y secuencias de aminoacidos de las proteinas que codificarian.
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Secuencia de nucle6tidos de nasAB-nasH

CCT TTC CCG ACT GGC GCC AGC GCG GCA CGC CAC GCT TGT ATG CCG ATG GAG TAT TCC CCA 4975
Pro Phe Pro Thr Gly Ala Ser Ala Ala Arg His Ala Cys Met Pro Met Glu Tyr Ser Pro 560

CCG CCA GCG GCC GTG CCC ACC TCC ATG CCG ATC CGT ACC GGG CGC CGC AGG AAA GGC GCG 5035
Pro Pro Ala Ala Val Pro Thr Ser Met Pro Ile Arg Thr Gly Arg Arg Arg Lys Gly Ala 580

AAG CGC GCT ATC CAC CTG ATC CTC AAT ACC GGC CGT CTG CGC GAC CAG TGG CAC GGC ATG 5095
Lys Arg Ala Ile His Leu Ile Leu Asn Thr Gly Arg Leu Arg Asp Gln Trp His Gly Met 600

Kpnl
AGC CGT ACC GGT ACC GTT GCC CGC CTG TTC GGT CAC GTC GAG GAG GCC GTC CTC GGC CTG 5155
Ser Arg Thr Gly Thr Val Ala Arg Leu Phe Gly His Val Glu Glu Ala Val Leu Gly Leu 620

CAT CCG GAC GAA CTG CGC CGT CGG CGC CTG GCC GGC GGC GAC CTG GCC AGG CTG CGC AGC 5215
His Pro Asp Glu Leu Arg Arg Arg Arg Leu Ala Gly Gly Asp Leu Ala Arg Leu Arg Ser 640

CGC CGC GGC AGC CTG ATC CTG CCG GTG CAA GCC GAC GAA TCC ATA CGT CCC GGC CAG GCC 5275
Arg Arg Gly Ser Leu Ile Leu Pro Val Gln Ala Asp Glu Ser Ile Arg Pro Gly Gln Ala 660

TTT CTG CCG ATG CAC TGG GGC GAC CGC TTC CTC AAG GGC CTG GGC ACC AAC GTG CTG ACC 5335

Phe Leu Pro Met His Trp Gly Asp Arg Phe Leu Lys Gly Leu Gly Thr Asn Val Leu Thr 680
Sphl

CTG CCG GCC TGC GAC CCG CTA TCC AAG CAG CCG GAG CTC AAG CAT GCC GGC GTC GAG GTG 5395

Leu Pro Ala Cys Asp Pro Leu Ser Lys Gln Pro Glu Leu Lys His Ala Gly Val Glu Val 700

GAG AAG GTC GAG CTG CCG TGG CAA CTG TTC GCC CTG GTC GAG GGC GAC GTC CAA CAG CGC 5455
Glu Lys Val Glu Leu Pro Trp Gln Leu Phe Ala Leu Val Glu Gly Asp Val Gln Gln Arg 720

TTC GCC GAG CTG CGC CCA CTG CTG GAC GGA TTC GCC TAC GCC AGC CTG ACC CTG GCC GGC 5515
Phe Ala Glu Leu Arg Pro Leu Leu Asp Gly Phe Ala Tyr Ala Ser Leu Thr Leu Ala Gly 740

CGC GAG CGC CCG GCC CTG CTG GTC AAG GCC GCC AGC GCC GTG CCG CCG GAG AGC GGC CTG 5575
Arg Glu Arg Pro Ala Leu Leu Val Lys Ala Ala Ser Ala Val Pro Pro Glu Ser Gly Leu 760

CTG GCG CGC ATC GAC GTT CTG CTC GGC CTC GAC GAG GGG CCG ATA CTG GCC TAC GAC GAC 5635
Leu Ala Arg Ile Asp Val Leu Leu Gly Leu Asp Glu Gly Pro Ile Leu Ala Tyr Asp Asp 780

CCT GGC CGC AGC GTG GGC AAG CGC GTG CGC ATC GAG AAC GGG CGC ATC ACC GCG CTG CGC 5695
Pro Gly Arg Ser Val Gly Lys Arg Val Arg Ile Glu Asn Gly Arg Ile Thr Ala Leu Arg 800

CTG GCC GGC GAA ACC GCC GCA CGC GAC TGG CTC AAG GCG CTG TGG AAC GAA GGC CGA ACC 5755
Leu Ala Gly Glu Thr Ala Ala Arg Asp Trp Leu Lys Ala Leu Trp Asn Glu Gly Arg Thr 820

GAT GCC GAA CTG CGC CGC TGG ATG CTC GCT CCG CTC GGC GGC CCC CTG GGC AGC GAC GGG 5815
Asp Ala Glu Leu Arg Arg Trp Met Leu Ala Pro Leu Gly Gly Pro Leu Gly Ser Asp Gly 840

GCG ATC AAG GAT AGG ACG GTA TGC AGT TGC ATG AAC GTC GGC GAG GCG GCG ATT CGT GCC 5875

Ala Ile Lys Asp Arg Thr Val Cys Ser Cys Met Asn Val Gly Glu Ala Ala Ile Arg Ala 860
Kpnl

GGT ATC GAG CGC GGC CTC GAT CTC GAT GGC CTC AAG CAG GAA CTC GGG TGC GGT ACC GGC 5935

Gly Ile Glu Arg Gly Leu Asp Leu Asp Gly Leu Lys Gln Glu Leu Gly Cys Gly Thr Gly 880

TGC GGC TCC TGT GTA CCG GAA ATC AGG CGG CTG CTG GCT CGC CCC ATG ACG GCG AAT AGC 5995
Cys Gly Ser Cys Val Pro Glu Ile Arg Arg Leu Leu Ala Arg Pro Met Thr Ala Asn Ser 900
-24 -12

TGAATCCGGGACGGAAGAGCGCACAACGCTTTCCAGAACAGACACTTCCGGGTEGGTGCGCCATGGCGGTTACCCATC 6073

TER

SD

CTCCAAAGCGATAGAGGTGGAACATG AGC GCA AAA GTC TGG CTG ATC GGT GCC GGC CCC GGC GAT 6138
Met Ser Ala Lys Val Trp Leu Ile Gly Ala Gly Pro Gly Asp 14

Figura 6 (cont.). Secuencia de nucledtidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes
nasAB-nasH (parte superior) y secuencias de aminoacidos de las proteinas que codificarian.
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Secuencia de nucleotidos de nasAB-nasH

CCC GAA TTG CTG ACG CTC AAG GCC GTG CGT GCC CTG GGC GAG GCG GAG GTG GTG CTG ATC 6198
Pro Glu Leu Leu Thr Leu Lys Ala Val Arg Ala Leu Gly Glu Ala Glu val Val Leu Ile 34

Xhol Smal
GAC GAC CTG GTC AAT CCG GCG GTG CTC GAG CAC TGC CCG CAG GLC CGG GTG ATC GGC GTG 6258
Agp Asp Leu Val Asn Pro Ala Val Leu Glu His Cys Pro Gln Ala Arg Val Ile Gly Val 54

GGC AAG CGC GGC GGC TGC CGC TCC ACG CCA CAG GAT TTC ATC CAC CGC CTG ATG CTG CGC 6318
Gly Lys Arg Gly Gly Cys Arg Ser Thr Pro Gln Asp Phe Ile His Arg Leu Met Leu Arg 74

TAT GCC CGC CAG GGA AAA TGC GTG GCG CGC CTG AAG GGG GGC GAT CCC TGC ATC TTC GGC 6378
Tyr Ala Arg Gln Gly Lys Cys Val Ala Arg Leu Lys Gly Gly Asp Pro Cys Ile Phe Gly 94

CGT GGC AGC GAA GAG GCA GAC TGG CTG GCG AGC CAC GGC ATC GCC ACG GAA ATC GTC AAC 6438
Arg Gly Ser Glu Glu Ala Asp Trp Leu Ala Ser His Gly Ile Ala Thr Glu Ile Val Asn 114

GGC ATC ACG GCG GGC CTG GCC GGC GCC ACC CAA TGC GGC ATT CCA CTG ACC CTG CGC GGC 6498
Gly Ile Thr Ala Gly Leu Ala Gly Ala Thr Gln Cys Gly Ile Pro Leu Thr Leu Arg Gly 134

GTG GCG CGT GGC GTG ACC CTG GTC ACG GCC CAC ACC CAG GAC GAC AGC AGC CTG AAC TGG 6558
Val Ala Arg Gly Val Thr Leu Val Thr Ala His Thr Gln Asp Asp Ser Ser Leu Asn Trp 154

CAG GCG CTG GCC CGG AGC GGC ACC ACC CTG GTG GTC TAC ATG GGC GTG GCA AGC TGG CCG 6618
Gln Ala Leu Ala Arg Ser Gly Thr Thr Leu Val Val Tyr Met Gly Val Ala Ser Trp Pro 174

Sphl
AGA TAC GCG ATG GCC TGC TGG CAG GCG GCA TGC 6651
Arg Tyr Ala Met Ala Cys Trp Gln Ala Ala Cys 185

Figura 6 (cont.). Secuencia de nucleétidos del fragmento Eco47III-Sphl que contiene los genes
nasAB-nasH (parte superior) y secuencias de aminoacidos de las proteinas que codificarian.
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Anailisis de la proteina NASA

3. 1. 2. Andlisis de la proteina NASA

La primera ORF completa del fragmento Eco47III-Sphl corresponde al
gen nasA que codifica la nitrito reductasa, NASA. Estd compuesta por 919
aminoacidos, tiene un peso molecular de 99851. 20 Da y un pl de 6.51. La
comparacién con las secuencias de aminoacidos encontradas en los bancos de
datos disponibles, utilizdndose el programa TFASTA (Pearson y Lipman,
1988) mostré una gran similitud con las proteinas NASB y NASD de Bacillus
subtilis (Ogawa et al., 1995), NASB de Klebsiella pneumoniae Mb5al (Lin et
al.,1993) y NIRB de E. coli (Peakman et al., 1990a). En la tabla III, se muestran
los porcentajes de similitud e identidad obtenidos mediante el programa
BESTFIT de alineamiento de secuencias (Smith y Waterman, 1981).

Tabla III. Proteinas de mayor semejanza a NASA de A.vinelandii segin el
programa TFASTA. Se indica el porcentaje de similitud, de identidad y el
solapamiento, segtn el programa BESTFIT de alineamiento de secuencias
(Smith y Waterman, 1981). '

PROTEINA PROCEDENCIA % % HUECOS SOLAPAMIENTO
SIMILITUD IDENTIDAD

NASD B. subtilis 69.17 51.88 6 820 aa

NASB B. subtilis 60.39 39.34 10 801 aa

NASB Klebsiella 59.37 36.18 24 972 aa
pneumoniae

NIRB E. coli 57.83 33.04 17 851 aa

NASD de B. subtilis, un polipéptido de 805 amino4cidos, corresponde a
una de las dos subunidades que componen la nitrito reductasa asimilatoria de
esta bacteria, mientras que NASB de 770 aminoécidos, parece estar implicada
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en el transporte de electrones a la nitrato reductasa (NASC). Ambas proteinas
NASB y NASD contienen sitios de unién tanto al FAD como al NAD(P)H y
NASD tiene ademés un sitio de unién al sirohemo (Ogawa et al., 1995).

La proteina NASB de K. preumoniae corresponde a la nitrito reductasa
asimilatoria (Lin et al., 1993). Esta proteina tiene 957 aminoacidos y un peso
molecular de 104 KDa. La secuencia de la regién nasBA de K. pneumoniae
mostré que estos dos genes se cotranscriben siendo el primer gen nasB
(nitrito reductasa) y el segundo nasA (nitrato reductasa) y que solapan en la
secuencia (TGATG) que contiene los codones de terminacién e iniciacién de
la traduccién de nasB y nasA,, respectivamente.

La nitrito reductasa citoplasmica y dependiente de NADH de E. coli tiene
una estructura peculiar, estd formada por dos subunidades, NIRB y NIRD.
NIRB estd compuesta por 839 aminoacidos, tiene un peso molecular de 90
kDa y corresponde a la apoenzima mientras que NIRD es un polipéptido de 12
Kda que copurifica con NIRB y es necesario para la actividad enzimatica. Este
pequefio polipéptido tiene una alta homologia con los extremos C-terminales
de las nitrito reductasas de A. nidulans y de K. pneumonige (Harborne et al.,
1992 y Lin et al.,1993).

En la figura 7 se muestra el alineamiento de la proteina NASA de A.
vinelandii con NASB, NASD de B. subtilis, NASB de K. pneumoniae, y NIRB
de E. coli aplicando el programa PILEUP de alineamiento de secuencias (Feng
y Doolittle, 1987). Los sitios conservados de unién al FAD (aa 10 al 15), al
NAD(P)H (aa 152-157) de las cinco proteinas, y el sitio de union al sirohemo
de todas salvo NASB de B. subtilis, estin subrayados en la secuencia de
aminoacidos.

77



Anilisis de la proteina NASA

il 50
EconirB MSEVRIAIIG NGMVGHRFIE DLIDKSDAAN FDITVFCEEP RIAYDRVHLS
kpnnasB MTKPVLVIVG HGMVGHHFLE QCVSRDLHQQ YRIVVFCEER YAAYDRVHLT
BsunasD MGEKRQLVILVG NGMAGVRAIE EIL.SVAKDE FQITIFGAEP HPNYNRILLS
AvinasA MERLKLVMIG NGMAGVRTLE ELL.KLAPDL YEIAVFGAEP HPNYNRILLS
BsunasB MKRQRLVIAG NGMAGIRCIE EVL.KLNRHM FEIVIFGSEP HPNYNRILLS

51 100
EconirB SYFSHHTA.E ELSIVREGFY EKHGIKVLVG ERAITINRQE KVIHSSAGRT
kpnnasB EYFAGRSA.E SLSIVEGDFF TQHGIELRLS ESVASIDREA RVVRDAFGHE
BsunasD KVIQGDTDIK DITLNDWDWY EENNIQLYTN ETVIKVDTEN KTVITDADRI
AvinasA PVIAGEQTFE EIVLNDLDWY RDNGIDLRLG CKVVDIDREN RGVTASDGSQ
BsunasB SVLQGEASLD DITLNSKDWY DKHGITLYTG ETVIQIDIDQ QQVITDRKRT

101 150
EconirB VFYDKLIMAT GSYPWIPPIK GSDTQDCFVY RTIEDLNAIE SCARRSKRGA
kpnnasB THWDKLVLAT GSYPFVPPVP GHNLEGCFVY RTLDDLDQIA ARAATARRGV
BsunasD QPYDELILAT GSVPFILPIP GADKKGVIAF RDIKDIDTML AASKQYKKAA
AvinasA AEYDRILVAT GSSPFILPIP GKDLQGVIGY RDIADTRAMM ETARSHRHAL
BsunasB LSYDRLIVAT GSSPHILPIP GADKKGVYGF RTIEDCQALM NMAQHFQKAA

151 200
EconirB VVGGGLLGLE AAGALKNLGI ETHVIEFAPM LMAEQLDQMG GEQLRRKIES
kpnnasB VIGGGLLGLE AANALKQLGL ETHVVEFAPN LMAVQLDNGG AAMLREKISE
BsunasD VIGGGLLGLE AARGLLNLGM DVSVIHLAPF IMERQLDATA GRLLQNELEK
AvinasA VIGGGLLGLE AANGLRLRGM EVTVVHLGDW LLDXQLDRTA GKLLONAGXT
BsunasB VIGAGLLGLE AAVGLOQHLGM DVSVIHHSAG IMQKQLDOTA ARLLQTELEQ

201 250
EconirB MGVRVHTSEKN TLEIVQEGVE ARKTMRFADG SELEVDFIVF STGIRPRDKL
kpnnasB LGVGVHTSKA TTEIVRNEQG LQ..LNFRDG SSIATDMLVF SAGIRPQDAL
BsunasD QGMTFLLEKQ TEEIV..GDD RVEGLRFKDG TSIEADLVVM AVGIRPNITL
AvinasA XASKFRINTN TAATLLDDGQOG RVASAHFSDG EECPADLVVM AAGIRPNVEL
BsunasB KGLTFLLEKD TVSI..SGAT KADRIHFKDG SSLKADLIVM AAGVKPNIEL

251 300
EconirB ATQCGIDVAP RGGIVINDSC QTSDPDIYAI GECASWNNRV FGLVAPGYKM
kpnnasB ARSGGLSVGE RGGICIDNQC RTSDPDVLAI GECALWENKI YGLVAPGYQM
BsunasD GAESGIPVNR ..GIIVNDYM QTEIPHIYAV GECAEHRGIA YGLVAPLYEQ
AvinasA AERAGIACDR ..GIRVDDYL RTADPAIYAV Gacm,mg;z; YGLVAPLFEQ
BsunasB AVSAGIKVNR ..GIIVNDFM QTSEPNIYAV mbdmmcrv YGLVAPLYEQ

b - \\\\’7

301 | U 350
EconirB AQVAVDHILG .SENAFEGAD LSAKLKLLGV DVEGIGDAHG RTPGARSYVY
EpnnasB AARRAATLAG .EAGSFSGAD MSTKLRLLGV DVASFGDAQG RTPGCQSYQW
BsunasD AKVLAKHMCG IETKPYEGSV LSTQLRVSGV EVFSAGDFNE .SEEKKAIKV
AvinasA ARVCADHLAR LGNARYEGSV TSTRLRVTGI DLFSAGDFMG .GEGTETITF
BsunasB GKALASHICG VPCEEYQGSA PSAALKIAGI DVWSAGKIQE .DERTTSIKI

Figura 7. Comaporacién de la proteina NASA de A. vinelandii con las proteinas mas
parecidas segtin el programa TFASTA, aplicando el programa de alineamiento de
secuencias PILEUP (Feng y Dolittle, 1987). En rojo aparecen los residuos conservados
en todas las protefnas y en azul los presentes en, por lo menos tres de ellas. Se
encuentran subrayados los sitios conservados de unién al FAD (aa 10-15), al
NAD(P)H (aa 152-157) y al sirohemo.
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351 400
EconirB LDESKEIYKR LIVSEDNKTL LGAVLVGDTS DYGNLIQLVL NAIELPENPD
KpnnasB THGPQQVYKK IVVSADGKNL LGGVLVGDAG DYATLLOMML NGMALPKHPE
BsunasD FDEQDGIYKK IVLRGNQ..I VGAVLFGDSS EGNRLFSMIQ KEADISETSK
AvinasA SDPIGGVYRA GV.RTTA..G RAAV...... RTGWYFRQIR EQHNVAEIRD
BsunasB YDEQAGVYKK ALFVDDK..L R.VILFGDTR DRQRLIDSLL KQRDISIAKK

401 450
EconirB SLILPAHSGS GKPSIG...V DKLPDSAQIC SCFDVTKGDL IAAI.NKACH
kpnnasB SLILPALEGS RPKALG...V AALPDGAQIC SCHNVKKGDI CQAV.SGGAG
BsunasD ISIIQ....P LSQEAGISIT AAMSDDEIIC GCNGVSKGAI IQAIQEKGCS
AvinasA LIMFGENAIG DAGHQGQDKA MAMSDEMEVC GCNGVCKGTI VKAIRENGLL
BsunasB QII....... .EPETSGPLF ESMPSSETIC QCNTVTKGAI EDAVHTNSLT

451 500
EconirB TVAALRAETRK AGTGCGGCIP LVITQVINAEL AKQGIEV..N NNLCEHFAYS
kpnnasB DMAAIKSRTK AATGCGGCSA LVKQVMEYQL AEQGVEV. .K KDICEHFPWS
BsunasD STDEIKACTG ASRSCGGCKP LVEEIIQHTL GSDFDASAQK EAICGCTILS
AvinasA SVDEVEKHTK BASSCGSCAR LVEQILINTV GGADVKPKSE KPVCGCTDLN
BsunasB TVEEVKHCTK ATGSCGGCKP LVEDLLRYMT NSEYTKPAST PSFCSCIDFT

501 550
EconirB RQELFHLIRV EGIKTFEELL AKHG..KGYG CEVCKPIVGS LIASCWNEYI
kpnnasB RQEIYHLVRV NHIRTFEQLI ARYG. .QGHG CEVCKPLVAS VLASCWNEYL
BsunasD RDEVVEEIKA KGLSHTREVM NVLGWKTPEG CSKCRPALNY YIGMINPTRY
AvinasA HGQVRQAIRE QORLTGMGEAM KAMEWRSPDG CATCRPALNY YLISTWPGEA
BsunasB EDDIIAELQOR RPFTNPAEVM NQLDWKTKNG CSTCVPAIQY YLEMLYPGFV

551 600
EconirB LKPEHTPLOD SNDNFLANIQ KDGTYSVIPR SPGGEITPEG IMAVGRIARE
kpnnasB LKPAHLPIQOD TNDRYFANIQ KDGTYSVVFR MAAGEVTPDG LIAIGOIAKR
BsunasD EDDRTSRF.. VNERMHANIQ KDGTYSVVPR MYGGVINSTD LRKIADVVDK
AvinasA KDDPQSRL.. INERAHANIQ KDGTYSVVPR MWGGVTSPAE LRRIADVAEK
BsunasB OQPEPAT.... <....... .. +EETCILIPQ MYGGRTNAEQ LRTIANIIEA

601 650
EconirB FNL.YTKITG SQRLAMFGAQ KDDLPEIWRQ) LIEAGFETGH AYAKALRMAK
KpnnasB YOL.YSRVTG GQRIDLFGAR LEQLPAIWRE LAEAGFETGH AYGKSLRTVK
BsunasD YEIPLVEMTG GORIDLIGVK KEDLPEKVWED IDMPS...GY AYGKTLRTVK
AvinasA YKVPMVKVTG GQORIDLLGVEK KEDLPNVWRE IGMPS...GH AYGKSIRTVK
BsunasB YSIPDVSITH GORLKLSGIK PADLPNMKKD LKMPVY..TN EHRHALQSIK

651 700
EconirB TCVGSTWCRY GVGDSVGLGV ELENRYKGIR TPHRMEKFGVS GCTRECSEAQ
KpnnasB SCVGSTWCRY GVQDSTGLAV TLEHRYKGLR APHKIKMAVS GCTRECAEAQ
BsunasD TCVGEQFCRF GPQDSMALGI ALEKKFEGLN TPHKVKMAVS ACPRNCAESG
AvinasA TCVGSEFCRF GTQNSTOMGI DLEHALFGMW SPHRVRLAVS GCPRNCAESG
BsunasB ACTCGQ.... .NRSIQQLAA QIERQLEMLP LPAPISISLS .CETDCTEAA

Figura 7 (cont). Comparacién de la proteina NASA de A. vinelandii con las
proteinas mas parecidas segtin el programa TFASTA, aplicando el programa de
alineamiento de secuencias PILEUP (Feng y Dolittle, 1987). En rojo aparecen los
aminoécidos conservados en todas las secuencias y en azul los presentes en, por lo
menos, tres de ellas.
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701 750
EconirB GEDVGIIATE KGWNLYVCGN GEYKPRHADL LAADIDRETL IKYLDRFMMF
KpnnasB GRDIGVIATE KGWNLYVCGN GGMKPRHADL FASDLDEATL IRSIDRLIMF
BsunasD IRDLGVVGID GGWELYVGGN GGI'HLRAGDL LMKVKTNEEV LEYAGAYLQY
AvinasA IRDVGVIGVD SGWEIYIGGN GGIKITEAGEF FVEKVGSAGEV MEYSLAFLQL
BsunasB LQDVGAIRTQ AGWDIHIGGV RGIHARSGAL FCVTENEDST AGMIKGLIQY
751 800
EconirB YIRTADKLTR TAPWLENLEG GIDYLKAVII DDRKLGLNAHL EEEMARLREA
KpnnasB YIRTADRIQR TSTWMDNLEG GVDYLREMIL EDSLGIGEEL EQEMARVVES
BsunasD YRETANYLER TSAWILIERV.. GLSHV.QSVL NDP.EKRQEL NGRMNETLSV
AvinasA YREEAFYLER TVHYLHRV.. GLEHIRQAVL EDG.ERRKAL HQRLLFALSF
BsunasB YRETDHYLEG VHQWIDRL.. GIVHIREVLF EE..DLRAQL LESLQTDLSL
801 850
EconirB VLCEWIETVN TPSAQTRFKH FINSDKRDPN VOMVPEREQH R....... -
KpnnasB YQCEWQTTLN DPORLALFRS YVNSDEPDET VQRQTLRGQP QLAPFAAQGE
BsunasD HEKDPWKDFLE DEQTSKEL.: «:2+++-FENV VITS...... cccccen aee
AvinasA EQDPWQQQIG NPALKKEFAP ATNPQRIERG ISMNWLDICA LDEINVLGAR
BsunasBP IQNP...TVE TGAYEKEKG.:: cvvevesvss B Al ae e e aas [waw e emee s
851 900
EconirB PATPMNVSD. sensnsoese =rmesnns e s asaseneas &osasesaes
KpnnasB PALPSRPWQA ICDLDAIPQQ AGIGARLGER QIALFRFGDQ VYALDNLEPG
BEURAED: - i oosioaiaeld) Taubiinbielrcsas e Fivid Sk s e, S eI G S O
AvinasA IVAGPRGDIA IFRTARDEVF ALDDRCPHKG GPLSQGLIYG KRVACPLHNW
BSHAABRET oo alois eisv s sl ms s dimnie e G S e ) SRR eSE S e
901 950
BCORIrRE iisvencsas seneas e Sy e B S o i S he o1 e LA SR Sl T .
KpnnasB SEANVLSRGL LGDAGGEPIV ISPLYKQRIR LRDGRQCDGG EQAVRAWPVK
BsunasD «acse A = P R e o Tt I P A o % e P Lo Are e
AvinasA QIDLESGEAL EPDVGCSHKY PVKIEGGRVL LALKSLEDCA ...ccc04s
BEURAEE" " Llait i v aajiathl | dihr e tmmal s = il fwtenates 411 slied ot #18 aw e el e el
951 970
BEGRDERL. O s e e, raedp e e
KpnnasB VENGKVWVGN QQOLLARAEAS
BEUDRABE T ararn kit ks skie how sl s
BVBRABR tialialeitaamiah ok oe >
BEURAER " 1 claie sisrsasinm (@ie ss oo sawe

Figura 7 (cont.). Comaparacién de la proteina NASA de A. vinelandii con las
proteinas mds parecidas segun el programa TFASTA, aplicando el programa de
alineamiento de secuencias PIEUP (Feng y Dolittle, 1987). En rojo aparecen los
residuos conservados en todas las proteinas y en azul los presentes en, por lo
menos, tres de ellas.
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3. 1. 3. Anadlisis de la proteina NASB

La segunda ORF completa del fragmento Eco47I1I-Sphl corresponde al
gen nasB que codifica la apoenzima de la nitrato reductasa denominada
NASB. Estd compuesta por 900 aminoacidos, tiene un pl de 7.19 y un peso
molecular de 97.351 Da. La comparaci6én con las secuencias de aminoéacidos
encontradas en los bancos de datos disponibles, utilizdndose el programa
TFASTA (Pearson y Lipman,1988), mostr6 una gran similitud con las
proteinas NASA de K. pneumoniae M5al (Lin et al., 1993) y narB de
Synechococcus sp.PCC7942 (Andriesse et al., 1990). En la tabla IV se muestran
los porcentajes de similitud e identidad obtenidos mediante el programa
BESTFIT de alineamiento de secuencias (Smith y Waterman, 1981).

Tabla IV. Proteinas de mayor semejanza a NASB de A. vinelandii segtn el
programa TFASTA. Se indica el porcentaje de similitud, de identidad y el
solapamiento, segun el porograma BESTFIT de alineamiento de secuencias
(Smith y Waterman, 1981)

PROTEINA PROCEDENCIA % % HUECOS SOLAPAMIENTO
SIMILITUD IDENTIDAD

NARB  Synechococcus  61.6 43.69 8 727aa
sp PCC 7942

NASA  Klebsiella 57.63 36.09 18 909aa
pneumoniae

La proteina NASA corresponde a la nitrato reductasa asimilatoria de K.
pneumoniae (Lin et al., 1993). Esta constituida por 861 aminoacidos y tiene
un peso molecular de 92 KDa. El gen nasA que la codifica forma parte junto
con los genes nasFEDCB del operén nasFEDCBA que contiene todos los
componentes del sistema de asimilacién de nitrato (Lin et al., 1993; Lin et al.,
1994). Las proteinas NASF, NASE y NASD han mostrado una gran
homologia con las proteinas NRTA, NRTB y NRTD, respectivamente. Estas
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ultimas estan implicadas en el transporte de nitrato en la cianobacteria
Synechococcus sp (Omata et al., 1993). La proteina NASC probablemente esta
implicada en la transferencia de electrones a la nitrato reductasa mientras que
nasB es el gen estructural de la nitrito reductasa (Lin et al., 1993, 1994).

La proteina NARB corresponde a la nitrato reductasa asimilatoria de la
cianobacteria Synechococcus sp PCC7942. Esta proteina esta constituida por 729
aminoacidos y tiene un peso molecular de 79.871 Da. El gen narB que la
codifica junto con nirA, gen estructural de la nitrito reductasa (Suzuki et al.,
1993) y nrtABCD, genes estructurales de los componentes del sistema de
transporte de nitrato (Omata, 1991, Omata et al., 1993) forman parte del
mismo operdén nirA-nrt ABCD-narB (Suzuki et al., 1993; Omata et al., 1995).

En la figura 8 se muestra el alineamiento de la proteina NASB de A.
vinelandii con NARB de Synechococcus sp.PCC7942 y NASA de Klebsiella
pneumoniae, aplicando el programa PILEUP de alineamiento de secuencias
(Feng y Doolittle, 1987).
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1 50
AvinasB ... cesss «+.MAHQTTA STCCYCGVGC GV..¢ec... ....LIEHDG
SysnarB MFDLSKFLPV ITPLMIDTAK TLCPYCGVGC GLEAVPPAQP GRATVRDREG
KPNNasA ..ceesvsess seosss MTETR TTCPYCGVGC GV....cs¢+ +...IASRAP

51 100
AvinasB EQITGVAGDP AHPANHGRLC SKGSTLHLTG DLAPARSIPN LRSGEKALPRD
SysnarB TPIWQIRGDR QHPSSQ@IVC VKGATVAESV SKSRLK.YPM FRASLDDPFT
KpnnasA HGQVSVRGDE QHPANFGRLC VEGAALGETV GLEGRMLFPE VDG......E

101 150
AvinasB RTDWDNALDH AAAVFAETIR EHGPDSVAFY ISGQLLTEDY YAFNKLARAL
SysnarB EISWDEALDR LCDRIQQTQA DYGKDGICFY GSGQFQTEDY YIAQKLVERGC
KpnnasA RATWPQAGGG RFAPAGDYRS ARGQAVR..F TSGQLLTEDY YAANKIMKGF

151 200
AvinasB VGTNNIDSNS RLCMSSAVVG YKRSLGADAP PCAYEDVEQS HCLLIAGSNM
SysnarB LGTNNFDTNS RLCMSSAVSA YSLCLGSDGP PACYEDLDLA DCLLIVGSNT
KpnnasA IGAANIDTNS RLCMSSAVTG YRRARWGTVV PCSYEDVENS DLVVLVGSNA

201 250
AvinasB AYAHPVLFRR LEAARARRPE MKIIVVDPRR TDTCELADLH LAILPGTDVA
SysnarB AECHPILFNR YR.KRHKQGG TNLIVVDPRC TPTAEVADLH LALKPGSDVA
KpnnasA AWAHPVLYQR LAQAKRDNPQ MRVVVIDPRR TATCDIADRH LALAPGSDGG

251 300
AvinasB LFHGIIHILL WEGWIDRAWI EAHTEGFDEL KKLVRDYSPA AVADICGISV
SysnarB LLNGLGWLLY QMGYVKKDFI ANQTEGFEDW LAITEDYPPQ RTAELTGLAV
KpnnasA LFVGLLNAIA ASRRISDDFN DAQRA..... LTIAQDWDLD KVAQFCGLPR

301 350
AvinasB GSIQTCAELI GKAPSFLSLW CMGLNQSTSG SAKNSALINL HLATGQIGKP
SysnarB AELVRAADLI ASAQRWLSLW SMGVNQSIQG TAKATSLINL HLLTRQIGLP
KpnnasA QQIADFYREF IAAPRAITLY TMGINQSASG SDKCNAT INV HLACGKYGRP

351 400
AvinasB GAGPFSLTGQ PNAMGGRETG SLANLLPGHR EAGNAGHRAE VADYW..RID
SysnarB GCGPFSLTGQ PNAMGGRETG GLAHLLPGYR KVIDPQHRAD VETIWGLPMG
KpnnasA GCGPFSLTG) PNAMGGREVG GLATMIAAHM NFEPDDLRRP A...RFWGSE

401 450
AvinasB ALPESTGLTA IELFEAVRIG RIKALWIACT NPAQSLPDQQ KIHEALAACP
SysnarB SISPQPGRTA WOMIEGLEQG AVGFLWVAAT NPAVSLPDVK RAQAALKRSP
KpnnasA RLAQTGGLTG LELFAAIGRG EVRKAVWIMGT NAMVSLPGTS HAVTEPWPVS

451 500
AvinasB FVVVQEAYAT TETCRYADLL LPAAA.DEKE GMVTNSERRL SHVRRAVPAP
SysnarB FTVLQDAYHP TETTTYAHLL LPAAQWSEKT GTMTNSERRV TLCQAFROPP
KpnnasA LVIISDV.AD TDTGRFAHIR FPALAWGEKS GTVINSERRI SLORAFMPPP

501 550
AvinasB GEARADWAIV CDFARRLEKH LRPGRPSLFE FADPAALFDE YKQLTAGRDL
SysnarB GEARADWQIF AEVGRRIG.. ......FAFD YTDAAAVFAE YVQVTAGRIC
KpnnasA GEARAA.GGL SPAGRGIASA LPGSIRT..R CSANTPRFQG MKTMASGRLI

Figura 8. Comparacién de la proteinas NASB de A. vinelandii con las proteinas mas
parecidas segtn el prgrama TFASTA, aplicando el programa de alineamiento de
secuencias PILEUP (Fenf y Dolittle, 1987). En rojo aparecen los residuos conservados
en todas las proteinas y en azul los presentes en dos de ellas.
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551 600
AvinasB DL.SGLSHAL IDELGPQQWP FPTGASAARH ACMPMEYSPP PAAVPTSMPI
SysnarB DL.SGLSHEL LAQAGPQQWP FPAGAEPTTE .SKRLYTKHH FAYADGRARF
KpnnasA SADWRISAAT WIALEPVRWP VSRSEAA... ..... WSVHK GWHRDGKLRM
601 650
AvinasB RTGRRRKGAK RA...IHLIL NTGRLRDQWH GMSRTG..TV ARLFGHVEEA
SysnarB QPFHHLGVAE PPDDRYPIVL TVGRLYPDWH TQTRTG..RI DKINKLHPSA
KpnnasA VPVAPQPTRA TTVASIAILN ADPQORADPR SMAHHDPHPA VRIMOHINEP
651 700
AvinasB VLGLHPDELR RRRIAGGDLA RLRSRRGSLI LPVQADESIR PGOAFLPMHW
SysnarB FVEIHPRDAD RYNISEGQAV VIRSRRGEGC FPAKVTITAIS PGVLFVPMHW
KpnnasA VVEVPPAEPQ RYHLLEGELA RVRSPRGVMV AKVIIGEANG PGSLFVPMHW
701 750
AvinasB GDRFLKGLGT NVLTLPACDP LSKQPELKHA GVEVEKVELP WOLFALVEGD
SysnarB GALWGDRTEA NALTHPAACP ISGEPELKAC AVQIEAASST FTI.......
KpnnasA NNQFARQGRV NNLLAAVTDP HSGQPESKQT AVAIATWLPA WKGELFSRQP
751 800
AvinasB VQQRFAELRP LLDGFAYASL TLAGRERPAL LVKAASAVPP ESGLLARIDV
SYSnarB .ccccesnne sesnsssenne cessecnnan A T RO L O O
KpnnasA VPLPCRCTGG GGRPRALSIF RWPGDTPSRD WLVEWCQRQG WQOMQVAEGGK
801 850
AvinasB LLGLDEGPIL AYDDPGRSVG KRVRIENGRI TALRLAGETA ARDWLKALWN
SYSNarB seseeevece ssssssnsss SE A AT e g cesee sessevsens
KpnnasA VWNLLAWRAG ELMLGWWSDA SEPAISASWI HARFVPPONA ARAH......
851 900
AvinasB EGRTDAELRR WMLAPLGGPL GSDGAIKDRT VCSCMNVGEA AIRAGIERGL
SYSNArB seeecscscs sscescascs ceseessses sesssssses vesews ceee
EpnnasA .eeecessss ...ALLSGRK GGVEMPRGRI ICSCFSVGEA AIGEAIAGGC
901 937
AvinasB DLDG..LKQE LGCGTGCGSC VPEIRRLLAR PMTANS
SYSNATB cccccecses sssoscsoss sveressvse cessons
KpnnasA RSPGGRIGGK LKCGINCGSC IPELKALLAA NVAQA

Figura 8 (cont.). Comparacion de la proteina NASB de A. vinelandii con las proteinas
mas parecidas segun el programa TFASTA, aplicando el programa de alineamiento
de secuencias PILEUP (Feng y Dolittle, 1987). En rojo aparecen los aminodcidos
conservados en todas las proteinas y en azul los presentes en dos de ellas.
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3. 1. 4. Analisis de la cuarta ORF

Se ha comparado la secuencia de aminoacidos de la cuarta fase de lectura
abierta con las encontradas en los bancos de datos disponibles, utilizdndose el
programa TFASTA (Pearson y Lipman, 1988). Se ha obtenido una gran
similitud con los productos de los genes cysG de E coli (Peakman et al., 1990a),
cysG de S. typhimurium (Wu Jer-Y et al., 1991), cobA de P. fluorescens (De
Mot R et al., 1994) y cobA de P. denitrificans (Crouzet et al., 1990). En la tabla V
se muestran los porcentajes de similitud e identidad obtenidos mediante el
programa BESTFIT de alineamiento de secuencias (Smith y Waterman, 1981).

Tabla V. Proteinas de mayor semejanza a la cuarta ORF segtn el programa
TFASTA. Se indica el porcentaje de similitud, de identidad y el solapamiento,
segin el programa BESTFIT de alineamiento de secuencias (Smith y
Waterman, 1981).

P

PROTEINA PROCEDENCIA % % HUECOS SOLAPAMIENTO
SIMILITUD IDENTIDAD

COBA P. fluorescens 85.71 784 2 171aa

CYSG E. coli 68.39 46.1 2 165aa

COBA Pseudomonas  65.45 45.3 4 172aa
denitrificans

CYSG Salmonella 64.67 45.1 2 165aa
typhimurium

El gen cobA de P denitrificans es el gen estructural de la S-adenosilo-L-
metionina (SAM): uroporfirinégenolll metiltransfe-rasa (SUMT), que cataliza
la transferencia de dos grupos metilos de la SAM al urégeno III en las
posiciones C-2 y C-7, dando como producto final la precorrina-2, un
intermediario comun de la sintesis de corrinoides, sirohemo y F430 (Gilles et
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al., 1983; Leeper, 1989). Forma parte junto con los genes cobB, cobC y cobD una
agrupacién génica implicada en la biosintesis de la cobalamina (Crouzet et al.,
1990). Los homélogos de P. fluorescens y P. aeruginosa tambien se han aislado
y secuenciado (De Mot R et al., 1994). COBA es un dimero formado por dos
subunidades de 29.000 Da de PM (Blanche et al., 1989). Presenta mas de un
40% de identidad con la proteina CYSG de E. coli (Peakman et al., 1990). Esta
homologia se extiende a todo lo largo de la secuencia de COBA y a los 200
ultimos aminoécidos del extremo carboxilo terminal de CYSG. Esta tultima
proteina tiene un peso molecular de 49.000 Da e interviene en la sintesis de la
cobalamina y del sirohemo. Cataliza la transferencia de los grupos metilo al
urégenolll para la sintesis de la precorrina-2 y la oxidacién y posterior
quelacién del hierro que transforma la precorrina-2 en sirohemo (Crouzet et
al., 1990). cysG forma parte del operén nir de E. coli que incluye los genes
nirBDEC-cysG implicados en la reduccién anaerébica de nitrito por la NADH-
nitrito reductasa citopldsmica (Peakman et al., 1990b; Harborne et al., 1992).
Una agrupacién similar (nasABCDEF) se ha descrito en la bacteria Gram-
positiva B. subtilis, pero en este caso el homélogo de cysG, nasF, va asociado a
los genes estructurales de la nitrato reductasa (nasC) y la nitrito reductasa
(nasD y nasE) asimilatorias (Ogawa et al., 1995).

Puesto que la cuarta ORF incompleta presenta homologia con genes
implicados en la sintesis del cofactor de la nitrito reductasa , y en nuestro caso
se trata de una nitrito reductasa asimilatoria, la denominaremos a partir de
ahora nasH.

En la figura 9 se muestra el alineamiento de los aminoacidos que se
deducen de la secuencia del gen nasH de A. vinelandii con las proteinas que
aparecen en la tabla V. Como se observa, la homologia se extiende a todo lo
largo de los genes cobA de Pseudomonas y a partir del aminoacido 210 de los
genes cysG de E. coliy S. typhimurium.
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1 50
EcocysG MDHLPIFCQL RDRDCLIVGG GDVAEPKARL LLDAGARLTV NALAFIPQFT
StycysG VDHLPIFCQL RDRDCLIVGG GDVAERKARL LLEAGARLTV NALTFIPQFT
RVIBRESH -~ o haiaansuslsiads M L B SR R S
PRfcoba | csieins s Sl R R S ) W TR B8 TS BRI SR, SeTte) e i) i
PROACORA | el s aiesins, eiarsiitissn ST LRSI AT Be e i e o FieH B W S e -

51 100
EcccysG AWADAGMLTL VEGPFDESLL DICWLAIAAT DDDALNQRVR QAAEARRIFC
StycysG VWANEGMLTL VEGPFDETLL DSCWLAIAAT DDDTVNQRVS DAAESRRIFC
BVLIABH ™ o V8 s s siml sl Sl oo e e O S e e s warek ¥
PELECOER . 1S al e inme | el ke s aUsre: | 4Te aus o aiee S a8 e *
P3dcObPa scsssssnses ssssens SR e S SR R @ SRR e

101 150
EcocysG NVVDAPKAAS FIMPSIIDRS PLMVAVSSGG TSPVLARLLR EKLESLLFPLH
StycysG NVVDAPKAAS FIMPSIIDRS PLMVAVSSGG TSPVLARLLR EKLESLLPOH
Ty by e W il RS RL  een eed E  Se AT e S R SR
PSECODA | cnisinimemess o wes s e | e sk e e B e e e R B R ey
PEACODA. " oo sisivie sis sie @ik laaians me e wisee e P T R . e W

151 200
EcocysG LGQVAKYAGQ LRGRVEQQFA TMGERRRFWE KLFVNDRLAQ SLANNDOKAT
StycysG LGQVARYAGQ LRARVEKQFA TMGERRRFWE KFFVNDRLAQ SLANADEKAV
AvinasH ..escccessas I Tl e T L o Y e ns I e Monaabigtia galia N
PBICODa s s s wisns AT P e A ey = e s BT A Slw e ae e aela
Psdcoba  sesscsssnn N e e o s A L i PR PP 2 Bia &S8O

201 250
EcocysG TETTEQLINE PLDHRGEVWL VGAGPGDAGL LTLRGLOQIQ QADVVVYDRL
StycysG NATTERLFSE PLDHRGEVVL VGAGPGDAGL LTLRGLOQIQ QADIVVYDRL
AvinasH sisssecsanse ...MSAKVWL IGAGPGDPEL LTLKAVRALG EAEVVLIDDL
PSEEODA cesssensse «..MSAKVWL VGAGPGDPEL LTLKAVRAIH AADVVLIDDL
Psdcoba .MIDDLFAGL PALEKGSVWL VGAGPGDPGL LTLHAANALR QADVIVHDAL

251 300
EcocysG VSDDIMNLVR RDADRVFVGK RAGYHCVPQE EINQILLREA QKGEKRVVR..
StycysG VSDDIMNLVR RDADRVFVGK RAGYHCVPQE EINQILLREA QOKGKRVVR..
AvinasH VNPAVLEHC. PQARVIGVGK RGGCRSTPQD FIHRLMLRYA RQGKCVAR..
Psfcoba VNPRVLEHC. PDARVITVGK RGGCRSTPQD FIHRLML..A MRAKRANAWCD
Psdcoba VNEDCLKIAR PGAVLEFAGK RGGKPSPKQR DISLRLVELA RAGNRVLR..

301 350

EcocysG LKGGDPFIFG RGGEELETLC NAGIPFSVVP GITAASGCSA YSGIPLTHRD
StycysG LKGGDPFIFG RGGEELETLC HAGIPFSVVP GITAASGCSA YSGIPLTHRD
AvinasH LKGGDPCIFG RGSEEADWLA SHGIATEIVN GITAGLAGAT QCGIPLTLRG
Psfcoba IRAATPCIFG RGGEEALWLR ERGVEVELVN GITAGLAGAT NCDIPLTLRG
Psdcoba LKGGDPFVFG RGGEEALTLV EHQVPFRIVP GITAGIGGLA YAGIFPVTHRE

Figura 9. Comparacién de los nucle6tidos que se deducen de la secuencia del gen
nasH de A. vinelandii con las proteinas més parecidas segun el programa TFASTA,
aplicando el programa de alineamiento de secuencias PILEUP (Feng y Dolittle,
1987). En rojo aparecen los amindcidos conservados en todas las proteinas, en azul
los presentes en, por lo menos, tres de ellas y en letra verde los residuos conservados
en el extremo N-termina de las proteinas CYSG de E. coli y S. typhymurium.
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351 400
EcocysG YAQSVRLITG HLKTG...GE LDWENLAAEK QTLVF YMGLN QAATIQOKLI
StycysG YAQSVRLVTG HLKTG...GE LDWENLAAEK QTLVFYMGLN QAATIQEKLI
AvinasH VARGVTLVTA HTQDD...SS LNWQALARSG TTLVVYMGVA SWPRYAMACW
Psfcoba VSRGVTLVTA HTQDD...SS LNWRALAEGG TTLVVYMGVA KLEEIRQQLL
Psdcoba VNHAVTFLTG HDSSGLVPDR INWQGIASGS PVIVMYMAMK HIGAITANLI
401 450
EcocysG EHGMPGEMPV AIVENGTAVT QRVIDGTLTQ LGELAQ..QM NSPSLITIGR
StycysG AFGMOADMPV ALVENGTSVK QRVVHGVLTQ LGELAQ..QV ESPALITIVGR
Avinass ORARC. s s es ssnmsasveics L e S O e e o S Ssisveld
Psfcoba EGAMAADIPV AMIENASLPQ QRECRSTLAH MHTDAQVFAL KSPAILVIGS
Psdcoba AGGRSPDEPV AFVCNAATPQ QAVLETTLAR AEADVAAAGL EPPAIVVVGE
451 484
EcocysG VVGLRDKLNW FSNH...... «cccccaaas -
StycysG VVALRDKLINW FSNH...... «cccccea.. caas
BVATAEH " sierals s aiere: e mueim sl e se: e wieamw e e s
Psfcoba VAGAGQAASI TVSASA... .cccccesssss asasse
Psdcoba VVRLRAALDW IGALDGRKLA ADPFANRILR NPA.

Figura 9 (cont.). Comparacion de los aminodcidos deducidos de la secuencia del gen

nasH de A. vinelandii con las proteinas mds parecidas segtn el programa TFASTA,

aplicando el programa de alineamiento de secuencias PILEUP (Feng y Dolittle,
~ 1987). En rojo aparecen los residuos conservados en todas las proteinas y en azul los
. presentes en, por lo menos, tres de ellas.
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3. 2. Funci6n del gen nasH de A. vinelandii

Como hemos visto en el parrafo anterior, la secuencia de aminoacidos
resultante de traducir la secuencia del fragmento de 554 pb del gen nasH de A.
vinelandii, ha mostrado una gran homologia con los productos de los genes
cysG de E. coli (Peakman et al., 1990), cysG de S. typhimurium (Wu Jer-Y et al.,
1991), cobA de P. denitrificans (Crouzet et al., 1990) y cobA de P. fluorescens
(De Mot R. et al., 1994). Aunque la proteina de Azotobacter por su tamafio se
parece mas a COBA de Pseudomonas que a CYSG de las enterobacterias, su
localizacion cromosémica (en el mismo operén que el gen estructural de la
nitrito reductasa, o en todo caso muy cerca) se parece mas a la localizacién de
cysG de enterobacterias que a la de cobA. Por tanto, la hipétesis de que nasH

@\B kg N
estuviera implicado en la biosintesis del sirohemo parech x%azon

‘w‘ & 7

i
13 &
g& L
}['fr* M

Para probar esta hip6tesis construimos un mutante étrnasH y medimos
su actividad nitrito reductasa. Hemos partido del plasmido pPNS2KIXX que
tiene insertado el cassette KIXX (que presenta el gen de resistencia a
kanamicina) en el punto Xhol del gen nasH. Este plasmido se transfiri6 a la
estirpe silvestre UW136 seleccionando colonias resistentes a kanamicina.
Puesto que este plasmido no puede replicarse en A. vinelandii la Ginica forma
de obtener resistencia al antibi6tico es que se produzca un doble hecho de
recombinacion entre los fragmentos cromosémicos y plasmidicos del gen
nasH. El mutante se analiz6 mediante Southern para comprobar que el
cassette de kanamicina se habia insertado en el fragmento cromosémico
deseado. En la figura 10 se muestra la estrategia de la construccién del

plasmido pPNS2KIXX.

En la tabla VI se muestran las actividades nitrato- y nitrito-reductasa de
la estirpe AS513 que tiene insertado el cassette KIXX en el punto Xhol del gen
nasH. Esta estirpe presenta un nivel basal de actividad nitrito reductasa, el
mismo que el de la estirpe silvestre UW136 crecida fijando nitrégeno
atmosférico o el de la estirpe AS270 que tiene Tn5 insertado en el gen nasA.
Los resultados muestran que nasH es necesario para la actividad nitrito
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nasH nasB
3 1 < 3

Sphl Xhol Sphl

r

Km
wmmmmmmmﬂmmmwv
Xhol Xhol

L

i ori

pUC4-KIXX
Digestién con Xhol i
Extraccion de la agarosa Extraccion de la agarosa
del fragmento de 4.3 Kb del cassette KIXX
Ligamiento
Transformaciéon
SphI  Xhol  Km' Ble'  Xhol Sphl

PPNS2KIXX

Figura 10. Construccién del plasmido pPNS2KIXX
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reductasa y probablemente la estirpe AS513 esté afectada en la sintesis del
sirohemo. Los valores de la actividad nitrato reductasa de la estirpe AS5513 son
algo mas bajos que los de la estirpe silvestre UW136 y los de la estirpe AS270,
esto podria explicarse porque el promotor de la kanamicina del cassette KIXX,
que apunta hacia nasAB, dificulta la transcripcién del gen nasB que se hace en
la direccién contraria.

Tabla VI. Actividad nitrato y nitrito reductasa de las estirpes UW136, AS270 y
AS 513.

Estirpe NAS NIS
UW136 N2 0.81 7.88
UW136 NO3- 10.76 31.22
AS270 NO3- 12.16 9.16
AS513 NO3- 6.69 8.84

Las actividades se expresan en nanomoles de nitrito producido o consumido
por miligramo de proteina y por minuto. Los ensayos se hicieron a partir de
in6éculos que crecieron en presencia de amonio y se pasaron a medio con
nitrato o en condiciones de fijacién de nitrégeno, cultivindose durante 15
horas.
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3. 3. Mutagénesis dirigida en el gen nasB: cambio de las cisteinas 10 y 13 a
alaninas.

La nitrato reductasa de las plantas superiores es un complejo multiredox
formado por dos subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene tres
grupos prostéticos unidos a tres dominios diferentes (véase Wray y Kinghorn,
1989; Crawford y Arst, 1993). La mutagénesis dirigida en los distintos
dominios de la nitrato reductasa de algunos organismos eucari6ticos ha
puesto de manifiesto la importancia de ciertos aminoacidos tanto en la
estructura como en la actividad catalitica del enzima. Por este procedimiento
se han identificado ciertas cisteinas como sitios a los que se puede unir el Mo-
co (Meyer et al., 1995; Garde et al., 1995). El papel de las cisteinas en la uni6n
del Mo-co parece ser general en las enzimas que contienen molibdeno como
es el caso de la sulfito oxidasa (Garrett y Rajopalan, 1996).

La comparacién de la secuencia de la proteina NASB de A. vinelandii
con las de las proteinas NARB de Synechoococcus sp y NASA de K.
pneumoniae, muestra algunos aminodcidos muy conservados en el extremo
N-terminal. Entre estos aminoacidos se encuentran 4 cisteinas en las
posiciones 10, 13, 17 y 45. Con objeto de probar la posible implicacién de las
cisteinas en la actividad catalitica y/o reguladora del enzima nitrato reductasa
de A. vinelandii, las cisteinas 10 y 13 se han cambiado, mediante mutagénesis
dirigida, por alaninas. Para ello hemos utilizado dos oligonucle6tidos: uno de
seleccién, en el que se quita el punto de corte BamHI de la regién de multiples
dianas para la clonacién del plasmido pRM21R, y otro en el que las cisteinas
en las posiciones 10 y 13 se sustituyen por alaninas, generando asi un sitio de
corte de Sphl que sirve como control del cambio de los aminoacidos
mencionados. La mutagénesis se ha hecho sobre el plasmido pRM2IR vy el
plasmido que lleva los cambios de las cisteinas por alaninas se ha llamado
pPNC10,13A, tabla VII.
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Tabla VII. Secuencia de ADN y de aminodcidos correspondientes a la region
C10 y C13 del gen nasB.

Secuencias de ADN 'y
aminoacidos corrrespondientes

pRM21R 5'ACC TGC TGT TAC TGC GGC 3
T ¢ ¢ Y C G
Sphl
pPNC10,13A S'ACC GCA TGC TAC GCC GGC 3

T A C Y A G

Sall BamHI
Sitio de clonacién multiples 5 ' GTCGACTCTAGAGGATCCCC 3
del plasmido pRM21R
Sall
oligonucleétido de seleccién 5 ' GTCGACTCTAGAGGGCCCCC 3

Como la transferencia del plasmido pPNC10,13A (que lleva los
aminoacidos cambiados) a las células de A. vinelandii no se puede
seleccionar, se tuvo que construir previamente la estirpe AS500 que presenta
una sustitucién del fragmento cromosémico Xhol de 4Kb del operén nasAB
por el cassette sacB-sacR-nptl del plasmido pUM24. Este cassette provoca en
las células sensibilidad a la sacarosa (las células no pueden crecer cuando la
sacarosa en el medio esta a una concentracién de 5% (p/v)), y resistencia a
kanamicina (Jeffrey y Collmer, 1987). Para ello, hemos construido el plasmido
pRM21X ver figura 11, este plasmido se transfirié a las células de A.
vinelandii, seleccionando colonias resistentes a kanamicina y a la vez
sensibles a sacarosa.

El plasmido pPNC10,13A se transfiri6 a la estirpe AS500 por
transformacidn, seleccionandose colonias resistentes a sacarosa sobre las que
se probaba posteriormente su sensibilidad a kanamicina. De esta forma nos
aseguramos que los transformantes habian intercambiado el fragmento
silvestre (con las cisteinas) por el fragmento mutante (con alaninas). Uno de
los transformantes se denominé AS510.
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nasB

e

Xhol Xhol  Sall

Sall

BamHI

Sall Sall
Pstl Pstl
Digestion Digestién
con Xhol con Sall
Extraccién de la agarosa Extraccién de la agarosa
del fragmento de 5.3 Kb del fragmento sacB-sacR-nptl
Ligamiento
Transformacion

Sall Xh/St Xh/Sl Sall

( |
sacB-sacR

pRM21X

Figura 11. Construccion del plasmido pRM21X.
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En la tabla VII se muestran las actividades nitrato y nitrito reductasa de
las estirpes AS510, UW136 y AS512 (que tiene insertado el cassette KISS en el
punto Kpnl de nasB) cultivadas en presencia de nitrato, amonio y en
condiciones de fijacién de nitrégeno atmosférico.

Tabla VIII. Actividades nitrato y nitrito reductasa de la estirpe AS510, AS512 y
UW136 cultivadas en las distintas fuentes de nitrégeno.

-N NO3~ NHg4*
Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS
UW136 089 53 12,3 321 0.75 4.7
AS510 0.21 49 0.19 287 0.15 4.0
AS512 091 28.6 9_=74 28.3 0.81 5.2

Las actividades se expresan en nanomoles de nitrito producido o consumido
por miligramo de proteina y por minuto. Los ensayos se hicieron a partir de
inéculos que crecieron en presencia de amonio y se pasaron a medios con las
distintas fuentes de nitrégeno durante 15 horas.

Los resultados de la Tabla VIII muestran que los cambios de las cisteinas
10 y 13 por alaninas afectan a la actividad nitrato reductasa, mientras que los
niveles de actividad de la nitrito reductasa en las distintas fuentes de
nitrégeno son parecidos a los de la estirpe silvestre UW136. Estos datos
sugieren que este mutante presenta una nitrato reductasa no funcional pero
que sigue regulando el operén nasAB. En A. vinelandii es el primer mutante
en el gen de la nitrato reductasa con este fenotipo que se describe. En los
estudios llevados a cabo previamente en nuestro laboratorio todos los
mutantes en nasB, asi como los mutantes del cofactor de molibdeno, carecian
de actividad catalitica y ademas expresaban el operén nasAB en ausencia de
nitrato, por lo que se propuso que la nitrato reductasa tiene un papel
regulador, directa o indirectamente, sobre su propia sintesis (Ramos, 1992;
Ramos et al., 1993).

95



Mutagénesis de nasB

Las fusiones del operén nasAB de A. vinelandii con el gen de la B-
galactosidasa ha permitido aclarar mucho sobre el modelo de la regulacién de
la asimilacién de nitrato. Una de estas fusiones, la del plasmido pPN12, ha
sido una buena herramienta para estudiar la actividad promotora de este
oper6n en las distintas fuentes de nitrégeno y en distintos fondos genéticos.
Este plasmido se construyé a partir del vector pCB267 al que se ha insertado la
zona promotora del operén nasAB, de manera que el gen lacZ de este vector
se encuentra bajo control del promotor mencionado (Gutierrez et al., 1995),
figura 12.

Figura 12. Plasmido pPN12, orientacion
bla del PrnasAB dentro del vector

Para confirmar los datos anteriores sobre la expresién del operén nasAB
en la estirpe AS510, hemos transformado esta estirpe con el plasmido pPN12,
seleccionando colonias resistentes a ampicilina, el marcador del vector.
Debido a que el vector pCB267 no se puede mantener en Azotobacter, la Gnica
posibilidad de obtener resistentes a este antibiético es que se produzca un
tnico hecho de recombinacién entre el fragmento que tiene clonado el
pPN12 y el fragmento cromosémico homélogo, dando lugar a una
duplicacién de esta region. La estirpe resultante se ha llamado AS511, y se ha
utilizado para medir los niveles de expresién del promotor en las distintas
fuentes de nitrégeno. Como controles se utilizaron las estirpes AS440, en la
que la fusion se encuentra en un fondo silvestre y la AS446, en la que la
fusion se encuentra en un fondo mutante en el gen nasB. Las células se
cultivaban en medio minimo hasta que alcanzaban una densidad 6ptica de
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0.5, en ese momemto se les afiadia la fuente de nitrégeno y se incubaban en
agitacion durante 6 horas. En la tabla IX aparecen las medidas de actividad B-
galactosidasa del promotor nasAB en distintas fuentes de nitrégeno en los
distintos fondos genéticos.

Tabla IX. Actividades B-galactosidasa de la fusién en el operén nasAB-lacZ en
las estirpes AS440, AS446 y AS511.

ESTIRPE GENOTIPO -N NO3~ NHg*t
AS440 dnasA-lacZ, nasAB 21.2 189.8 20.7

AS446 ®nasA-lacZ, nasAB :Tn5, 1952 189.2 223
RifR

Las actividades B-galactosidasa se expresan en unidades de Miller.

Los valores de las actividades P-galactosidasa de la estirpe ASS511
confirman los resultados anteriores obtenidos con la actividad nitrito
reductasa, es decir la mutagénesis de las cisteinas 10 y 13 del extremo amino
terminal de nasB origina una proteina que pierde su actividad catalitica pero
conserva su propiedad reguladora.
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3. 4. Discusion.

Las inserciones de los cassettes Q y KISS en la region nasAB, asi como los
estudios de fusiones de lacZ con nasA mostraron que los genes nasA y nasB
asi como la zona promotora se localizaban en un fragmento Eco471II-Smal de
6.3 Kb (F. Ramos et al., 1993).

En este trabajo se han secuenciado 6651 nucle6tidos que abarcan a dicho
fragmento, figura 6. Del anélisis de la secuencia de nucleétidos se deduce que
esta region contiene, al menos, cuatro fases de lectura abierta: una primera
ORF incompleta a la que le siguen, a 274 nucleétidos de su extremo 3°, nasA,
el gen estructural de la nitrito reductasa, nasB, el gen estructural de la nitrato
reductasa y una cuarta ORF que estd incompleta, que presenta homologia con
genes implicados en la sintesis del sirohemo, el cofactor de la nitrito
reductasa.

Se ha localizado una posible secuencia promotora por delante de nasA.
Como se esperaba se trata de una tipica secuencia dependiente de sigma 54,
figura 6. Esto confirma resultados previos (Santero et al., 1986) consistentes en
que los mutantes en el gen ntrA carecian de actividad nitrato- y nitrito-
reductasa y de los que se dedujo que la expresién de ambas reductasas
dependia de sigma 54. Sin embargo los posibles sitios de unién de NTRC
estan menos claros, la secuencia consenso correspondiente no estd completa,
s6lo la mitad. Entre nasA y nasB no aparece ninguna secuencia promotora,
confirmandose los resultados de Ramos et al., 1993, segtn los cuales nasA'y
nasB debian formar un operén. Entre nasB y la cuarta fase de lectura abierta,
aparece una posible secuencia promotora dependiente, tambien, de sigma-54;
si esta secuencia representa realmente un promotor queda por demostrar asi
como, en caso afirmativo, si éste se regula por la fuente de nitrégeno. Este
ordenamiento de genes en el que los genes estructurales de la nitrito- y
nitrato-reductasa forman parte de la misma unidad transcripcional que un
gen implicado en la sintesis del sirohemo ya se ha descrito en B. subtilis como
se discutira més adelante (Ogawa et al., 1995).

En E. coli, los genes estructurales de las dos subunidades de la nitrito
reductasa citoplasmica dependiente de NADH tambien forman parte del
mismo operén que el gen responsable de la sintesis de su cofactor, cysG, y en
este caso, como aparentemente ocurre en A. vinelandii, se puede transcribir a

98



Discusion

partir de un segundo promotor situado por detras de los genes estructurales
de la nitrito reductasa como describiremos mas adelante (Peakman et al.,
1990a).

Un dato muy interesante, derivado del estudio de la secuencia es que
entre el posible sitio de unién de la ARN-polimerasa y el presunto codén de
iniciacién de la traduccién del gen nasA, se encuentra una repeticién
invertida capaz de formar un lazo en el ARNmM,
5'AAAAGGCGTCCN20GGACGCCTTTT3'". Dicha estructura podria actuar
como un terminador de la transcripcién independiente de Rho. Una
estructura parecida se ha descrito en el oper6n nasFEDCBA de K. pneumoniae
(Lin y Stewart, 1996). En Klebsiella se ha propuesto que en ausencia de nitrato
se formarfa dicha estructura terminadora interrumpiéndose prematuramente
la transcripcién del operén y que, en presencia de nitrato, el regulador
positivo NASR se uniria a dicha estructura actuando como un
antiterminador. Seria interesante comprobar si la induccién por nitrato del
operén nasAB de A. vinelandii se lleva a cabo por un mecanismo similar. A
parte de este antiterminador no hemos encontrado ningun otro,
independiente de Rho, entre nasA y nasB, ni entre nasB y la cuarta fase de
lectura abierta incompleta.

La proteina que se deduce de traducir el gen nasA de A. vinelandii
comprende 919 aminoacidos, presenta un peso molecular de 99.851. Da y un
pl de 6.51. Al comparar la secuencia de aminodcidos de NASA con las
secuencias de proteinas presentes en los bancos de datos disponibles, se
comprobé que las proteinas que presentaban mayor grado de identidad eran
NASB y NASD de B. subtilis (Ogawa et al., 1995), NASB de K. pneumoniae
M>al (Lin et al., 1993 y 1994), y NIRB de Escherichia coli (Paekman et al., 1990a,
Harborne et al., 1992), tabla Il y figura 7.

En B. subtilis la secuencia de la regién cromosémica de los genes
implicados en la asimilacién de nitrato, comprende seis ORFs, nasA, nasB,
nasC, nasD, nasE y nasF. Las ORFs nasB hasta nasF se cotranscriben en la
misma orientacién a partir del promotor P1, mientras que nasA se transcribe
en la orientacién contraria apartir del promotor P2, tambien se ha encontrado
un tercer promotor P3 delante de nasD (Ogawa et al., 1995).
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Tanto NASB como NASD de Bacillus presentan los dominios de unién
al FADH y al NAD(P)H, y NASD presenta ademas el sitio de unién al
sirohemo. El producto del gen nasE tiene similitud con la proteina NIRD de
E. coli, esta Gltima es una subunidad de la nitrito reductasa respiratoria y
dependiente de NADH (Peakman et al.,1990a, Harborne et al., 1992) y tiene
una alta homologia con los extremo C-terminales de las nitrito reductasas de
A. nidulans y de K. pneumoniae (Lin et al., 1993). El extremo N-terminal de la
proteina NASF es homélogo al extremo C-terminal de la proteina CYSG de E.
coli (Peakman et al., 1990a; Warren ef al., 1990), a COBA de P. denitrificans
(Crouzet et al., 1990) y a COBA de Bacillus megaterium (Robin et al., 1991),
enzimas que intervienen en la sintesis del sirohemo. Estos datos, junto con
otros estudios genéticos y fisiolégicos, sugieren que las proteinas NASD,
NASE y NASF estan implicadas en la reduccién de nitrito, siendo NASD y
NASE las subunidades de la nitrito reductasa, y NASF la enzima necesaria
para la sintesis del sirohemo. Sin embargo, a pesar de la homologia de la
nitrito reductasa de A. vinelandii con la proteina NASB de Bacillus, esta
ultima no est4d implicada en la reduccién de nitrito sino en la transferencia de
electrones a la nitrato reductasa, el producto del gen nasC; por dltimo la
proteina NASA parece estar implicada en el transporte de nitrato (Ogawa et
al., 1995).

El operén nirBDEC-cysG de E. coli contiene los genes necesarios para el
metabolismo del nitrito. nirB y nirD son los genes estructurales de las dos
subunidades que componen la nitrito reductasa, de 90 y 12 kDa,
respectivamente (Peakman et al., 1990a; Harborne et al., 1992). CYSG es
necesario para la sintesis del sirohemo, el grupo prostético de la nitrito-y
sulfito-reductasa (Jackson et al., 1981; Warren et al., 1990). Estudios fisioldgicos
y experimentos de complementacién han puesto de manifiesto que los genes
nirB, nirD y CysG son necesarios y suficientes para la actividad de esta nitrito
reductasa respiratoria. Aparentemente nirE no se traduce y no es necesario
para la reduccién de nitrito, su funcién no se conoce (Harborne et al., 1992). La
proteina NIRC tampoco es necesaria para la actividad nitrito reductasa
(Harborne et al., 1992), pero su hidrofobicidad permite proponer que es una
proteina integral de membrana. La homologia de secuencia de la proteina
NIRC con el producto de la ORF que precede al gen pfl de E. coli que
interviene en el transporte de formiato, sugiere que NIRC estd implicada en
el transporte de nitrito: (i) al interior celular para su posterior reduccién
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gracias a la nitrito reductasa respiratoria o, (ii) al exterior celular para eliminar
el nitrito acumulado en el citoplasma procedente de la reduccién de nitrato.

En anaerobiosis los genes nirBDEC y CysG se cotranscriben en la misma
orientacién a partir de un promotor dependiente de la proteina FNR. No
obstante, se ha identificado un segundo promotor dentro del extremo 3' de
nirC que es independiente de FNR y permite la transcripcién del gen CysG en
aerobiosis y tanto en presencia como en ausencia de nitrato en el medio.

La proteina NASB de K. pneumoniae tiene 975 aminoécidos, un peso
molecular de 104 KDa, y corresponde a la nitrito reductasa asimilatoria. Esta
proteina tiene los sitios de unién al FADH, al NAD(P)H y al sirohemo igual
que las proteinas NASA de A. vinelandii, NASD de B. subtilis y NIRB de E.
coli. El gen nasB que la codifica pertenece a una agrupacién génica
nasFEDCBA cuyos genes forman parte del mismo operén (Lin ef al., 1993 y
1994; Lin y Stewart, 1996). El gen nasA es el gen estructural de la nitrato
reductasa, NASA. Esta proteina contiene el sitio de unién del molibdopterina
guanina dinucleétido, sin embargo, carece de sitio de unién al FADH y al
NADH (Lin et al., 1993). Anélisis mutacionales, la falta de sitio de union al
NADH en NASA y la alta homologia de NASC con o6xido-reductasas
dependientes de NADH, sugieren que ambas NASA y NASC se requieren
para la reduccién de nitrato, siendo esta tltima la que transfiere los electrones
desde el NADH a la nitrato reductasa. Las proteinas NASF, NASE y NASD
son altamente homélogas a las proteinas NRTA, NRTB y NRTD de
Synechococcus sp. PCC7942 (Lin et al., 1994), estas tres Gltimas forman parte
del sistema multicomponente de transporte de nitrato en dicha cianobacteria
(Omata et al., 1993). Por extrapolacién de lo descrito en Synechococcus sp, se
ha propuesto que los genes nasFED, estan implicados en el transporte de
nitrato en la enterobacteria K. pneumoniae (Lin et al., 1994).

La secuencia de aminoacidos de la proteina NASB de A. vinelandii
mostré una alta homologia con la proteina NASA de K. pneumoniae (Lin et
al., 1993) y NARB de Synechococcus sp. PCC 7942 (Andriesse et al., 1990), las
nitrato reductasas de dichos organismos. El tamafio de la proteina que se
deduce a partir de la secuencia, 97.352 Da, coincide con los 105 kDa asignados
al enzima purificada (Gangeswaran et al., 1993). En la secuencia no aparecen
sitios posibles de unién al FADH ni al NAD(P)H lo que confirma los datos
bioquimicos que se conocian, es decir que este enzima no puede utilizar los
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piridin ni flavin nucleétidos como donadores directos de electrones.
Desafortunadamente, en la secuencia analizada no nos hemos encontrado
ninguna ORF con homologia a 6xido-reductasas que pudiera actuar como
intermediario en la transferencia de electrones. Habrd que analizar la
secuencia que sigue a la cuarta ORF y comprobar si, como en el caso de
Klebsiella y Bacillus, la agrupacién de genes de la asimilacién de nitrato en
Azotobacter incluye dicha proteina.

La secuencia de aminoacidos de la cuarta ORF, que estd incompleta,
mostré una homologia muy alta con los productos de los genes CobA de
Pseudomonas  fluorescens (DeMot R et al., 1994), CobA de P. denitrificans
(Crouzet et al., 1990), cysG de S. typhimurium (Wu et al., 1991) y CysG de E.
coli (Peakman et al., 1990a).

cobA es el gen estructural de la S-adenosilo-L-metionina (SAM):
uroporfirinégeno III (urégeno III) metiltransfersa (SUMT), enzima que
cataliza la transferencia de dos grupos metilo de la S-adenosilo-L-metionina al
urégeno III en las posiciones C-2 y C-7, generando asi la precorrina-2, un
intermediario comin de la sintesis del sirohemo, corrinoides y F430 (Gilles et
al., 1983; Leeper, 1989). El gen cobA de P. denitrificans forma una agrupacion
génica con los genes cobB, cobC y cobD, genes estructurales de enzimas que
intervienen en la sintesis de la cobalamina o Vitamina B12 (Crouzet et al.,
1990). Estos genes junto a otros genes de la biosintesis de cobalamina estin
repartidos en cuatro regiones distintas del genoma (Cameron et 4l., 1989), al
contrario de S. typhimurium donde la mayoria de los genes de esta ruta estan
localizados en la misma regién (Jeter et al., 1984 y 1987).

La proteina CYSG de E. coli tiene dos actividades distintas, una actividad
SUMT necesaria para la sintesis de precorrina-2 y una segunda actividad
necesaria para la conversién de la precorrina-2 en sirohemo. Estas dos
funciones la llevan a cabo dos dominios distintos: el dominio N-terminal
cataliza la conversién de la precorrina-2 en sirohemo y el dominio C-terminal
la sintesis de precorrina-2. De hecho la proteina COBA de P. denitrificans es de
menor tamafio que CYSG y no parece necesaria para la conversién de la
precorrina-2 en sirohemo puesto que los mutantes cobA, con una actividad
SUMT muy baja, crecen en medio minimo sin cisteina y tienen por tanto
actividad sulfito reductasa (Blanche et al., 1989). La regién de homologia entre
COBA y CYSG se limita al dominio con actividad metil transferasa. Esto
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explica porqué la estirpe B5548 de E. coli que esta afectada en el gen cysG, al
complementarse con el gen cobA de P. denitrificans, no era capaz de sintetizar
el sirohemo en medio minimo M9 (Crouzet et al., 1990).

En S. typhimurium se ha clonado y secuenciado un fragmento
cromosémico de 5.3 Kb que contiene el gen cysG. La comparacién de su
secuencia con la del fragmento cromosémico que contiene el gen cysG de E.
coli, ha mostrado la presencia de los genes nirBC en el orden nirB-nirC-cysG,
asi como otras ORFs detras de cysG cuya funcién no se conoce (Wu et al.,
1991). Estudios hechos en E. coli sobre la expresién de la NADPH-sulfito
reductasa, enzima que presenta el cofactor sirohemo en su subunidad B
(Murphy et al., 1973a y 1973b; Siegel et al., 1973 y 1974) han mostrado que el
holoenzima se sobreexpresa cuando los plasmidos que llevan los genes cys]I
(genes estructurales de la subunidades o y B de la NADPH-sulfito reductasa,
respectivamente) tienen clonado el gen cysG de S. typhimurium, lo que
confirmaria la implicacién de este gen en la sintesis del sirohemo (Wu et al.,
1991).

Dada la alta homologia entre la cuarta ORF de A. vinelandii y proteinas
implicadas en la sintesis del sirohemo, asi como su estrecha asociacién a los
genes de la asimilacién de nitrato, la hemos denominado nasH. Los ensayos
de actividad nitrato y nitrito reductasa en el mutante AS513 que tiene
insertado el cassette KIXX en el gen nasH han mostrado que estd afectado
especificamente en la actividad nitrito reductasa; estos resultados, junto a la
homologia de secuencia con cysG, sugieren fuertemente que nasH es
necesario para la sintesis del cofactor de la nitrito reductasa. La disminucién
de los niveles de actividad nitrato reductasa en el mutante AS513 puede
deberse a que la onda de transcripcién a partir del promotor de la kanamicina
del cassette KIXX interfiere con la transcripcién a partir del promotor nasAB.
Aunque la secuencia de nasH no estd completa, cuando se compara con las de
cysG y cobA la homologia se localiza en el dominio C- terminal que
supuestamente tiene la actividad metiltransferasa (SUMT) y no en el
dominio N-terminal implicado en el dltimo paso de la sintesis del sirohemo.
No obstante, el fenotipo del mutante en nasH, que carece de actividad nitrito
reductasa y que no necesita cobalamina, unido a la estrecha asociacién de
nasH a los genes de asimilacién de nitrato le asemejan méas a la funcién
catalitica de transformacién de la precorrina-2 en sirohemo de cysG que a la
actividad SUMT de cobA. Finalmente, puesto que el mutante en nasH es
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capaz de crecer en sulfato, hay que asumir que la sintesis del sirohemo de la
sulfito reductasa debe estar controlada por otro gen distinto de nasH.

La nitrato reductasa de plantas superiores estd formada por dos
polipéptidos idénticos, cada uno de lo cuales contiene tres dominios donde se
localizan los tres grupos prostéticos que intervienen sucesivamente en la
transferencia de electrones desde el NADH hasta el nitrato: el FAD, el hemo y
el Mo-co. El dominio de unién del Mo-co estd localizado en el extremo N-
terminal, el del FAD en el C-terminal y el hemo entre ambos (Wray and
Kinghorn, 1989; Rouze y Caboche, 1992).

En bacterias, la actividad NAD(P)H-6xido reductasa (que acttia como
intermediaria en la transferencia de electrones desde el NAD(P)H) y la
actividad reductora del nitrato la llevan a cabo polipéptidos diferentes, como
se ha discutido anteriormente. Se ha localizado el dominio de unién de los
piridines nucleétidos a la 6xido reductasa. En cambio no se tiene informacion
sobre la estructura de la nitrato reductasa, ni sobre cuales son los aminoécidos
implicados en la unién del Mo-co o esenciales para la actividad catalitica. La
comparacién de la secuencia de la nitrato reductasa de A. vinelandii con las
de las nitrato reductasas de K. pneumoniae y de Synechococcus sp muestra
una serie de aminoacidos muy conservados. En concreto, en el extremo N-
terminal se encuentran 4 cisteinas en las posiciones 10, 13, 17 y 45 que
aparecen en todos lo casos. Con objeto de determinar si estas cisteinas son
importantes para la actividad catalitica y/o reguladora de la nitrato reductasa,
se ha obtenido, mediante mutagénesis dirigida, una estirpe (AS510) en la que
las cistefnas 10 y 13 se han sustituido por alaninas. El cambio de estos dos
aminodcidos da lugar a una proteina inactiva que conserva, no obstante, su
propiedad reguladora. Es el primer mutante en nasB que presenta este
fenotipo. En estudios previos se habia demostrado que los mutantes en nasB,
o los mutantes en el cofactor de molibdeno expresaban el operén nasAB
independientemente de la presencia o no de nitrato en el medio,
atribuyéndose a la nitrato reductasa un papel como regulador negativo de su
propio operén en ausencia de nitrato. (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993). Este
fenémeno se ha descrito también en hongos (Crawford y Arst, 1993) y algas. El
papel regulador de la nitrato reductasa es un tema actualmente muy
controvertido (Maloy y Stwart, 1993). Entre los detractores de la hipétesis del
papel autoregulador de la nitrato reductasa sobre su propia expresion, se
argumenta que al perderse la actividad catalitica el enzima no puede eliminar
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las hipotéticas trazas contaminantes de nitrato, las cuales estarfan activando
permanentemente a su operén. Los resultados obtenidos con la estirpe AS510
y AS511 permiten descartar dicho argumento y, lejos de arrinconar la
hipétesis de la autorregulacién, son un estimulo para, en trabajos sucesivos,
tratar de localizar los aminoacidos de la secuencia de la nitrato reductasa
implicados en la autorregulacién.
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3. 5. Caracterizacién del transporter de nitrato en A. vinelandii

3. 5. 1. Consumo de nitrato en A. vinelandii

La asimilacién de nitrato es la suma de tres procesos: (i) entrada de
nitrato al interior celular, (ii) reduccién hasta amonio por la accién secuencial
de las reductasas del nitrato y nitrito e (iii) incorporacién de éste a esqueletos
carbonados via glutamato deshidrogenasa y/o empleando la ruta glutamina
sintetasa y glutamato sintetasa. Si bien las etapas de reduccién de nitrato e
incorporacién de amonio a esqueletos carbonados han sido ampliamente
estudiadas en numerosos organismos, el proceso por el cual el nitrato es
transportado al interior celular, atravesando la membrana plasmatica, se
conoce muy poco. En A. chroococcum el transporte de nitrato al interior
celular se realiza probablemente a través de un complejo multienzimatico
formado por tres polipéptidos de 52, 49 y 44 kDa, respectivamente. Este
sistema de transporte es inducible por nitrato y reprimible por amonio
(Mufioz-Centeno et al.,, 1993). La existencia de sistemas de transporte
multicomponentes se ha demostrado en otros microorganismos, como en la
cianobacteria Synechococcus PCC 7942 (Omata et al., 1993) y en la
enterobacteria K. pneumoniae M5al (Lin et al., 1994).

El estudio del transporte de nitrato al interior celular en A. vinelandii,
se ha llevado a cabo siguiendo su desaparicién del medio (consumo) segtn el
método descrito por Mufioz-Centeno et al., (1993). Aunque este método no
permite distinguir el transporte de las etapas posteriores de reduccién y
asimilacién, es una aproximacién que, junto con el empleo de mutantes,
permite llegar a algunas conclusiones. Las células se cultivaron en medio BS
suplementado con distintas fuentes de nitrégeno hasta una DO560=0.5-0.7, se
lavaron, se resuspendieron en tampén MOPS-KOH 50mM, pH 7.5,
suplementado con sacarosa al 1% (p/v), y tras incubar 15 minutos a 30 C°y
agitacion a 100 rpm se les afadi6 el nitrato a una concentracién final de 0.5
mM. La desaparicién del nitrato se determiné como se indica en Materiales y
Métodos.

En la figura 13 se muestra como la cinética de la desaparicién de nitrato
en células de A. vinelandii crecidas en distintas fuentes de nitrégeno es la
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misma en todos los casos y, aparentemente, muy poco eficaz, necesitindose
tres horas para su completa desaparicion.

Figura 13. Consumo de nitrato en la cepa silvestre UW136 de A. vinelandii. cultivada

en distintas fuentes de nitrégeno.

Nitrato en el medio, mM

Tiempo, horas

Células cultivadas en medio Burk sacarosa (BS) suplementado con 8mM de
KNO3 (0), con 10mM de CINH4 (0O) o en N2 atmosférico (@), se recogieron por
centrifugacién a una DO5g0=0.7, se lavaron y resuspendieron en tampén MOPS-KOH
50mM, pH?7.5, suplementado con sacarosa al 1% (p/v). El experimento comenzd
afladiendo KNO3 a concentracién final de 0.5 mM y la desaparicion del ion se

determiné como se indica en Materiales y Métodos.

Una explicacién posible era que el tratamiento seguido hubiera afectado
a la actividad nitrato reductasa de las células crecidas en nitrato y se requiriera
tiempo para la induccién del sistema de reduccién. Para comprobarlo, de cada
muestra en la que se media el consumo se tomé una alicuota para ensayar la
actividad nitrato reductasa. Los resultados se presentan en la Tabla X. Como se
observa, a tiempo cero, las células crecidas en condiciones de fijaciéon de N2, o
en medio suplementado con NHy, carecen de actividad nitrato reductasa que
se induce a partir de la primera hora tras la adicién de nitrato. En cambio, las
células crecidas en nitrato conservan un nivel elevado de actividad nitrato
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reductasa tras el tratamiento. Es decir, que en este caso la baja eficacia del
consumo no se puede atribuir a la falta de actividad nitrato reductasa.

Tabla X. Actividad nitrato reductasa de la estirpe UW136 cultivada en distintas
fuentes de nitrégeno a lo largo del ensayo de consumo de nitrato.

ESTIRPE 0 HORA 1 HORA 2 HORAS 3 HORAS
UW136 Np 0.43 5.24 8.78 12.65
UW136 NO3~ 8.34 9.64 12.16 13.06
UW136 NHg* 0.34 4.86 8.22 11.9

Las actividades se expresan en nanomoles de nitrito producido por miligramo de
proteina y por minuto. El ensayo se hizo a lo largo de las tres horas que dur el

experimento de consumo de nitrato.

3. 5. 2. Consumo de nitrato en las estirpes UW136 de A. vinelandii y
ATCC4412 de A. chroococcum

Para comprobar que el procedimiento seguido para medir la
desaparicién de nitrato era correcto, utilizamos A. chroococcum como
control. Las células de ambas estirpes se cultivaron en medio BS-nitrato
(8mM) hasta DO560=0.5-0.7, se lavaron, se resuspendieron en tamp6én MOPS-
KOH, 50mM, pH7.5, suplementado con sacarosa al 1% (p/v) y se procedi6
como se indica en la figura 13.

En la figura 14, se presentan las cinéticas del consumo de nitrato en
ambas estirpes. Como se muestra, las células de A. chroococcum consumen el
i6bn en cuestién de una hora mientras que células de A. vinelandii lo
consumen muy lentamente.
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Figura 14. Cinética comparativa del consumo de nitrato en A. vinelandii y A.
chroococcum.
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Células de A. vinelandii M) y A. chroococcum (@), cultivadas en medio BS
suplementado con 8mM de KNO3 se recogieron por centrifugacion a DO560=0.7, se
lavaron y resuspendieron en tampén MOPS-KOH 50mM, pH7.5 més sacarosa al 1%
(p/v). La desaparicion de nitrato se determiné como se indica en la figura 13.

3. 5. 3. Efecto del lavado sobre el consumo de nitrato en A. vinelandii

En el apartado (3. 5. 1.) se comprobé que la baja eficacia en el consumo de
nitrato de células crecidas en presencia de dicho i6n no se debe a que el
tratamiento afecte a la actividad nitrato reductasa. Nos planteamos la
posibilidad de que el procedimiento seguido para medir el consumo de
nitrato afectara, de alguna manera, al transporte de nitrato en A. vinelandii.
Uno de los pasos seguidos en este tratamiento consiste en el lavado de las
células previo a la adicién del nitrato. Para comprobar el efecto del lavado
sobre el transporte, hemos hecho un estudio comparativo entre el consumo
de nitrato en células lavadas y sin lavar. En este Gltimo caso las células se
cultivaron en medio BS suplementado con nitrato a una concentracién de 3
mM, suficientemente baja como para que una vez crecido el cultivo
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(DO50=0.7) el nitrato restante en el medio no interfiriera con la
concentracién del nitrato afiadido en el experimento.

En la figura 15 se muestra que las células no lavadas consumen dicho
i6n desde el tiempo cero y a una mayor velocidad que las células lavadas.

Figura 15. Consumo de nitrato en células de A. vinelandii lavadas y sin lavar.
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Células de A. vinelandii cultivadas en medio BS suplementado con nitrato 3mM
hasta DO560=0.7. Células lavadas y resuspendidas en MOPS-KOH 50 mM, pH 7.5
mas 1% (p/v) de sacarosa (m), células sin lavar. El consumo de nitrato comenzé con la
adicién de 0.5mM de NO3K y su desaparicion se determind como se indica en Materiales
y Métodos.

3. 5. 4. Efecto del sobrenadante sobre el consumo de nitrato en A. vinelandii

La diferencia entre las cinéticas del consumo de nitrato de células
lavadas y células sin lavar sugiere que el lavado con el tampén afecta a la
maquinaria de transporte de nitrato puesto que, como se vi6é en la Tabla X la
actividad nitrato reductasa no se altera tras el lavado. Una posibilidad era que
al lavar y resuspender las células en el tampén mencionado se perdiera algin
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factor extracelular que es necesario para el transporte del anién. Para probar

esta hip6tesis, hicimos un experimento en el que las células se cultivaron en
medio BS-KNO3 3mM hasta DO5¢0=0.7, se lavaron con tampén MOPS-KOH
50mM, pH7.5 més sacarosa al 1%(p/v) pero en vez de resuspenderlas en el
mismo tampén se resuspendieron en su propio sobrenadante. El experimento
comenzé afiadiendo nitrato a concentracién final de 0.5 mM tras preincubar
15 minutos a 30°C, como se indica en Materiales y Métodos.

En la figura 16 se observa que las células lavadas y resuspendidas en su
propio sobrenadante consumen el nitrato casi de la misma manera que las
células sin lavar, mientras que las resuspendidas en el tampén mencionado
lo consumen lentamente. Llegamos a la conclusion de que el efecto negativo
del lavado sobre el transporte de nitrato en A. vinelandii se debe a la pérdida
de algin factor extracelular, que se acumula en el sobrenadante, que es
necesario para el transporte de dicho i6n.

Figura 16. Consumo de nitrato en células de la cepa UW136 lavadas con MOPS-
KOH 50mM pH 7.5 mis sacarosa al 1% (p/v) y resuspendidas en su propio

sobrenadante.
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Las células se cultivaron en medio BS-KNO3, 3mM, y se sometieron a distintos
tratamientos: sin lavar (@), se lavaron y resuspendieron en tampén MOPS-KOH 50mM,

pH7.5, mas 1% (p/v) de sacarosa (0), se lavaron en el mismo tampdn pero
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resuspendieron en su propio sobrenadante (m). El consumo de nitrato comenzd
afladiendo 0.5mM de KNO3 y su desaparicién se determiné como se indica en

Materiales y Métodos.

3. 5. 5. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el consumo de nitrato en A.
vinelandii.

3. 5. 5. 1. Consumo de nitrato en la estirpe UW136 cultivadas en distintas
fuentes de nitrégeno

El estudio del transporte de nitrato en la bacteria A. chroococcum, como
en otras bacterias y cianobacterias, mostré que estos sistema de transporte se
regulan por la fuente del nitrégeno, es decir se inducen por nitrato y se
reprimen por amonio (Zevenboom y Mur, 1981; Betlach et al., 1981; Jackson et
al., 1981; Thayer y Huffaker, 1982; Revilla et al., 1985; Mufioz-Centeno et al.,
1993). Para ver el papel de la fuente de nitrégeno en el transporte de nitrato en
A. vinelandii, hemos utilizado la estirpe silvestre UW136. Las células se
cultivaron, hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento, (i) en
condiciones de fijacién de nitrégeno atmosférico, (ii) en presencia de 10mM
de amonio, y (iii) de 3mM de nitrato. A continuacién se les afiadi6 el nitrato a
concentracién final de 0.5 mM, y se sigui6 la desaparicién del anién del medio
extracelular.

En la figura 17 se observa que las células cultivadas en presencia de
nitrato consumen el anién en una hora, mientras que las células crecidas en
amonio o fijando N2 no consumen nitrato durante el tiempo que durd el
ensayo. No obstante, la falta de consumo no se puede atribuir al sistema de
transporte puesto que estas células no tienen inducida la actividad nitrato
reductasa.

Para solventar la falta de actividad nitrato reductasa en las células
provenientes de amonio o de condiciones de fijacion de nitrégeno,
cultivamos las células de la estirpe UW136 en presencia de nitrato hasta la
mitad de la fase exponencial de crecimiento. A continuacién las células se
centrifugaron, se lavaron en MOPS-KOH y se resuspendieron en
sobrenadantes de cultivos de la misma estirpe crecidos en presencia de
amonio, nitrato o N2. El ensayo comenzé al afiadir 0.5 mM de nitrato, y la

desaparici6n del anién se siguié como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 17. Consumo de nitrato en la estirpe UW136 cultivadas en las distintas
fuentes de nitrégeno

Células de las estirpe UW136 cultivadas en medio BS, fijando nitrégeno (m), en
presencia de amonio (0) o de 3 mM de nitrato (@), hasta DO560=0.7, se les afiadio
nitrato a concentracién final de 0.5 mM. El consumo del anién se determind como se

indica en Materiales y Métodos.

En la figura 18 se observa que las células crecidas en nitrato, lavadas en
MOPS-KOH y resuspendidas en sobrenadantes de cultivos provenientes de
nitrato o de N2 consumen el anién en una hora, mientras que las
resuspendidas en el sobrenadante del cultivo de amonio, no son capaces de
consumirlo. Este resultado demuestra que la acumulacién en el sobrenadante
del factor extracelular implicado en el transporte no depende de nitrato. El
efecto negativo del sobrenadante proveniente del cultivo en amonio sobre el
consumo de nitrato se puede explicar de diversas maneras. Bien dicho
sobrenadante contiene atin restos de amonio que inhiben al sistema de
transporte, bien el amonio reprime la sintesis del factor extracelular por lo
que no se puede acumular en el sobrenadante correspondiente, o bien
ocurren los dos efectos simultaneamente.
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Figura 18. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el transporte de nitrato en la cepa
UW136 de A. vinelandii
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Células cultivadas en medio BS-KNO3 3mM hasta la mitad de la fase exponencial
de crecimiento se recogieron por centrifugacién, se lavaron en MOPS-KOH y se
resuspendieron en: el sobrenadante de un cultivo en nitrato(e), el sobrenadante de un
cultivo proveniente de amonio (M), en el sobrenadante de un cultivo en N2 (0). El
experimento comenzé afiadiendo KNO3 a concentracion final de 0.5mM, y el consumo

de dicho i6n se determiné como se indica en Materiales y Métodos.

3. 5. 5. 2. Consumo de nitrato en la estirpe AS270 cultivada en distintas
fuentes de nitrégeno

La estrecha relacién entre el consumo de nitrato y la actividad de la
nitrato reductasa constituye un obstaculo a la hora de determinar el efecto de
la fuente de nitrégeno sobre la expresioén del sistema de transporte porque las
células, al crecer en presencia de amonio o en condiciones de fijacién de
nitrégeno, carecen de actividad nitrato reductasa y no podemos atribuir la
falta de consumo de nitrato al sistema de transporte. Para solventar este
obstaculo, hemos utilizado la estirpe AS270 (nasA::Tn5) que expresa la nitrato
reductasa de forma constitutiva, independientemente de la fuente de
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nitrégeno, a partir del promotor de Tn5 insertado en el gen de la nitrito
reductasa (nasA). Las células se cultivaron en medio BS suplementado con 3
mM de nitrato, amonio o fijando el nitrégeno atmosférico hasta DO560=0.7, a
continuacién se les afiadi6 nitrato a concentraciéon final de 0.5 mM y la
desaparicién del i6n se siguié como se describe en Materiales y Métodos.

En la figura 19 se ve que las células cultivadas en presencia de nitrato o
en condiciones de fijaciéon de nitrégeno consumen el anién en una hora,
mientras que las cultivadas en presencia de amonio no son capaces de
consumirlo. Puesto que en esta estirpe la nitrato reductasa esta
permanentemente inducida en todos los medios, las diferencias observadas
en el consumo de nitrato pueden atribuirse al sistema de transporte
directamente. Por lo que estos resultados sugieren que el sistema de
transporte de nitrato no necesita esta fuente de nitrégeno para inducirse, y se
inhibe y/o reprime por amonio.

Figura 19. Efecto de la fuente de nitrogeno sobre el transporte de nitrato en la cepa
AS270
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La estirpe AS270 (nasA::Tnb) se cultivd hasta la mitad de la fase exponencial de
crecimiento en medio BS: sin suplementar (@), suplementado con KNO3 3mM (m),

suplementado con CINH4 10 mM (0). Se afiadi6 nitrato hasta una concentracién final de

0.5 mM y la desaparicién de dicho ién se siguié como se indica en Materiales y Métodos.
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3. 5. 5. 3. Efecto inhibidor del amonio sobre el transporte de nitrato en A.
vinelandii

Los resultados presentados en la figura 18 mostraron que las células
cultivadas en presencia de nitrato, no son capaces de consumir este ultimo
cuando se lavan y se resuspenden en el sobrenadante de un cultivo crecido en
amonio. Una de las explicaciones posible es que el amonio restante en el
medio inhibe la maquinaria de consumo de nitrato. Para probar esta
hip6tesis, la cepa AS270 se cultivé fijando el nitrégeno atmosférico hasta
alcanzar la mitad de la fase exponencial de crecimiento. Una vez alcanzada la
D.O. apropiada se dividié en dos muestras, a cada una se les afiadi6 0.5 mM de
NO3K y se inici6 la medida del consumo de nitrato. A los 30 minutos de que

empezara el ensayo, se afitadié6 2mM de amonio a una de las muestras.

En la figura 20, se muestra que las células a las que afiadimos el amonio
dejan de consumir el nitrato, lo que sugiere que el amonio ejerce un efecto
inhibidor sobre el transporte de nitrato en la bacteria A. vinelandii. El efecto
inhibidor del amonio sobre el transporte de nitrato se ha descrito en otros
organismos como Anacystis nidulans (Flores et al., 1980), Anabaena variabilis
(Bagachi et al., 1985), Chlamydomonas reinhardtii. (Florencio y Vega, 1983) y
A. chroococcum (Revilla et al., 1986b).

Figura 20 Efecto inhibidor del amonio sobre el transporte de nitrato en la bacteria A.

vinelandii.
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Las celulas de la estirpe AS270, se cultivaron fijando el nitrégeno atmosférico
hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento. El cultivo se dividié en dos
muestras y el ensayo comenzé al afiadir 0.5mM de nitrato a cada una. A los 30 minutos

se afladié 2mM de amonio a una de las muestras([), y a la otra no (m).

3. 5. 6. El papel del operén nasST de A. vinelandii en el transporte de nitrato
3. 5. 6. 1. El papel del gen nasS en el transporte de nitrato.

Del analisis de la secuencia de la proteina NASS y su comparacioén con
las proteinas encontradas en los bancos de datos disponibles, se encontr6 una
gran similitud con proteinas implicadas en el transporte de nitrato: NASF de
K. pneumoniae y NRTA y NRTC de Synechoccccus (Gutiérrez et al., 1995).
Para averiguar si el gen nasS esta implicado en dicho transporte, se utiliz6 la
cepa AS602 que tiene una delecién en fase en nasS de manera que el gen nasT
se expresa a partir de su propio promotor (Gutiérrez et al., 1995). NASS ejerce
un efecto negativo sobre la expresion del operén nasAB, por lo que la estirpe
AS602 expresa la nitrato reductasa independientemente de la presencia o no
de nitrato. Las células se cultivaron en medio BS, suplementado con distintas
fuentes de nitrogeno hasta alcanzar una DO56(0=0.7, momento en el que se les
afiadié nitrato a concentracién final de 0.5 mM. La desaparicién del i6n se
siguié como se describe en Materiales y Métodos.

La figura 21 muestra que las células cultivadas en presencia de nitrato y
en condiciones de fijaciéon de nitrégeno atmosférico consumen el anién en
una hora, mientras que las cultivadas en presencia de amonio no. Estos
resultados confirman los datos anteriores sobre el efecto de la fuente del
nitrégeno en el transporte de nitrato y demuestran que la proteina NASS no
estd implicada en dicho transporte.
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Figura 21. Efecto de la mutacion en nasS sobre el transporte de nitrato en A.

vinelandii .
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Las células de la cepa AS602 (AnasS T %) se cultivaron en medio BS suplementado
con 3mM de KNO3 (m), CINH4 15mM (@) y sin suplementar (0). Cuando alcanzaron
una DO560=0.7 y se le afiadié6 KNO3 a concentracion final de 0.5 mM. El consumo de

dicho i6n se determiné como se indica en Materiales y Métodos.

3. 5. 6. 2. Efecto de la mutacién en nasT sob abhﬁdins rte de nitrato en A.
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Los datos anteriormente publicados (

demostraron que el gen nasT es necesario para la transcripcién del operén
nasAB . Para analizar si este gen estd tambien implicado en el transporte de
nitrato hemos construido mutantes en el gen nasT pero con una nitrato
reductasa constitutiva. Para ello hemos transformado las estirpes AS267, y
AS270, que tienen insertado Tn5 en distintos puntos del gen nasA (por lo que
nasB se expresa en todas las fuentes de nitr6geno), con ADN cromosémico de
la estirpe AS430 (nasT::Q). Los transformantes se seleccionaron en
espectinomicina (el marcador de Q). Los mutantes dobles resultantes
(nasA::Tn5 y nasT::Q) se denominaron AS502, AS503, respectivamente.

Como ya se habia demostrado que el nitrato no es necesario para la
expresién del sistema de transporte, cultivamos estas estirpes en medio BS
hasta DO56(0=0.7, a continuacion se les afiadié nitrato a concentraciéon final de
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0.5 mM y se sigui6 la desaparicién del i6n segin se describe en Materiales y
Métodos. En la figura 22 se muestra que las estirpes AS502 y AS503 no son
capaces de consumir el nitrato. Puesto que dichos mutantes tienen actividad
nitrato reductasa, llegamos a la conclusién de que NAST es necesario para la
expresion del sistema de transporte de nitrato en A. vinelandii.

Figura 22. Efecto de la mutacion en nasT sobre el transporte de nitrato en A.

vinelandii.
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Las estirpes AS270 (@), AS502 (m) y AS503 (o) se cultivaron en medio BS y
cuando alanzaron una DOg560=0.7 se les afiadi6é 0.5 mM de nitrato. La desaparicién de

dicho i6n se determiné como se indica en Materiales y Métodos.

3. 5. 7. Efecto de las mutaciones en ntrA y en nirC sobre el transporte de
nitrato en A. vinelandii.

Los datos anterioremente publicados sobre la asimilacién de nitrato en la
bacteria A. vinelandii (Santero et al.,, 1986; Toukdarian et al.,, 1986)
demostraron que el operén nasAB se regula por el sistema ntr. Para
comprobar si el sistema de transporte de nitrato es dependiente 0o no del
sistema ntr, hemos construido dos mutantes, afectados en ntrA y en ntrC,
respectivamente, pero que expresan la nitrato reductasa de forma constitutiva
apartir del promotor de Tn5 insertado en nasA. Partimos de las estirpes AS441
(ntrA::Tn5) y AS435(ntrC::Tn5). El primer paso fué sustituir las resistencias a
kanamicina de los Tn5 por resistencias a tetraciclina. Para realizar este cambio
de resistencias se empleé el transposén Tn5--tet que se encuentra en el
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pladsmido pIZ11. Este tltimo se transfirié a las estirpes AS441 y AS435
seleccionandose colonias resistentes a tetraciclina. Puesto que el plasmido
pIZ11 no se replica A. vinelandii la tnica forma de obtener colonias
resistentes a tetraciclina es que se produzca un doble hecho de recombinacién
entre las IS del transposén insertado en el cromosoma y el situado en el
plasmido. La sustitucién se comprobé por la pérdida de la resistencia a
kanamicina y la adquisicién de la resistencia a la tetraciclina. Las estirpes
ntrA::Tnb5--tet y ntrC::Tn5--tet se denominaron AS506 y AS507
respectivamente. A continuacién se transformo la estirpe AS270 (nasA::Tnb)
con el ADN cromosémico de las estirpes AS506 y AS507, y se seleccionaron
colonias resistentes a tetraciclina. Las estirpes nasA::'Tnj, ntrA::Tn5--tet y
nasA::Tn5, ntrC.:Tn5--tet se denominaron AS508 y AS509 respectivamente.

Las estirpes AS508 y AS270 (utilizada como control) se cultivaron en
medio BS suplementado con urea ya que la AS508 no puede crecer fijando
nitrégeno atmosférico. Una vez los cultivos alcanzaron una DO5¢0=0.7 se les
afiadié nitrato a concentracién final de 0.5 mM y se sigui6 la desaparicién del
ién como se indica en Materiales y Métodos. En la figura 23 se observa que en
la estirpe AS508 no hay transporte de nitrato. Este resultado implica al gen
ntrA en el transporte de nitrato en A. vinelandii.

Figura 23. Efecto de la mutacién en ntrA sobre el transporte de nitrato en A.

vinelandii.
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Las estirpes AS270 (nasA::Tn5) (m) y AS508 (nasA::Tn5, ntrA:Tnb-tet) (O) se
cultivaron en medio BS suplementado con urea hasta DOsg0= 0.7 y se les afiadié
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nitrato a concentracion final de 0.5 mM. El consumo de dicho i6n se determiné como se

indica en Materiales y Métodos.

Como la mutacién en el gen ntrC no afecta a la fijacién de nitrégeno en
la bacteria A. vinelandii, las estirpes AS270 y AS509 se cultivaron en medio
BS hasta DOsg0=0.7, se les afiadié nitrato a concentracién final de 0.5 mM, y se
sigui6 la desaparicion del i6n. En la figura 24 se observa como la estirpe AS509
no consume nitrato, de lo que se deduce que el gen ntrC es necesario para el
transporte de nitrato en esta bacteria.

Figura 24 Efecto de la mutacion en ntrC sobre el transporte de nitrato en A.

vinelandii.
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Las estirpes AS270 (nasA: Tn5) (@) y AS509 (nasA:: Tn5, ntrC :Tnb-tet) (®) se
cultivaron en medio BS hasta alcanzar una DO5g0=0.7 y luego se les afiadié KNO3 a
concentracion final de 0.5 mM. El consumo de nitrato se determiné como se indica en
Materiales y Métodos.

3. 5. 8. Consumo de nitrato en los mutantes AS433 (Q insertado detras de
nasT) y AS513 (nasH:: KIXX)

En la Introduccién se ha expuesto que en procariotas es frecuente que lo
genes estructurales de la nitrito y la nitrato reductasa estén formando
agrupaciones génicas con los genes del transporte. En A. vinelandii se han
identificado dos agrupaciones de genes implicados en la asimilacién de
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nitrato. Una contiene los genes estructurales de la nitrito y la nitrato reductasa
(nasAB) asi como un gen implicado en la sintesis del sirohemo (nasH). La
otra contiene dos genes reguladores, un regulador negativo (n4sS) y un
regulador positivo (nasT). Pero hasta el momento no se han identificado ni
localizado los genes del transporte. Para analizar si estdn agrupados con
nasABH o con nasST hemos estudiado el consumo de nitrato en la estirpe
AS513 , mutante nasH:: KIXX (esta Tesis), y en la estirpe AS5433, mutante que
lleva una insercién del cassette Q detrds de nasT (Gutiérrez, 1994).

Para el estudio de consumo de nitrato en estas estirpes, las células se
cultivaron en medio BS-nitrato 3mM hasta alcanzar una DO5¢(0=0.7, a
continuacién se les afiadié nitrato a concentracién final de 0.5 mM y se siguid
la desaparicion del i6én como se indica en Materiales y Métodos. En la figura
25 se muestra que la estirpe AS433 no esta afectada en el consumo de nitrato
mientras que la estirpe AS513 sf lo estd. Estos datos demuestran que detras del
gen nasT no hay ningtn gen implicado en el transporte de nitrato y sugieren
que detras del gen nasH podria haber genes implicados en dicho transporte.

Figura 25. Consumo de nitrato en los mutantes AS433 (Q detrds de nasT) y AS513
(nasH:: KIXX)
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La estirpes AS433 (O) y AS 513 (m) se cultivaron hasta alcanzar la mitad de la
fase exponencial de crecimiento en medio BS-KNO3, 3mM. A continuacién se les afiadié

122



Transporte de nitrato

0.5 mM de nitrato, y se siguié la desaparicién del ién como se indica en Materiales y
Métodos.

3. 5. 9. Efecto del choque osmético sobre el transporte de nitrato en A.
vinelandii.

Los sistemas de transporte de procariotas se clasifican en dos tipos: (i)
sistemas de transporte sensibles a choque osmético y dependientes de la
hidrélisis de ATP y (ii) sistemas resistentes a choque osmético dependientes
energeticamente de gradientes electroquimicos.

En A. chroococcum el transporte de nitrato es sensible a choque
osmético (Mufioz-Centeno et al., 1993) y dependiente de ATP (Revilla et al.,
1986a; Ruiz et al., 1992). De lo que se ha expuesto en los apartados anteriores
sobre las caracteristicas del transporte de nitrato en A. vinelandii, resulta
dificil incluirlo en ninguno de los dos tipos de transporte. Puesto que el
transporte depende de la acumulacién en el sobrenadante de un producto
extracelular, cualquier tratamiento de choque osmético, que implica
necesariamente separar la células crecidas de su sobrenadante, va a afectar
obviamente al transporte. No obstante nos hicimos la pregunta de si ademas
de dicho producto extracelular era necesario algiin componente del
periplasma para que el transporte de nitrato se llevara a cabo. Para ello las
células de la estirpe silvestre UW136, crecidas hasta la fase exponencial en
nitrato, se sometieron a un choque osmético en sacarosa al 20% siguiendo el
procedimiento descrito por Neu et al., (1965) y Mufioz Centeno et al., (1992).
Tras este tratamiento una parte se resuspendié en su propio sobrenadante y
otra se resuspendi6é en tampén MOPS-KOH 50mM, pH=7,5 suplementado con
sacarosa. El consumo de nitrato se siguié como se describe en Materiales y
Métodos. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 26. Como se
observa en esta figura las células sometidas a choque osmoético y
resuspendidas en su propio sobrenadante consumen el nitrato en una hora
como el control de células no tratadas, mientras que, como se esperaba, las
sometidas a choque osmético pero resuspendidas en tampén no consumen el
anién. Estos resultados sugieren que el transporte de nitrato en A. vinelandii
no es sensible a choque osmético en el sentido de que no requiere la
integridad de la membrana externa sino la acumulacién de un producto
extracelular.
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Figura 26 Consumo de nitrato en células de la cepa UW136 sometidas a choque
osmético
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Células de la estirpe UW136, cultivadas en presencia de nitrato hasta la mitad de
la fase exponencial de crecimiento, (®) sin tratamiento ninguno, (0) sometidas al choque
osmético y resuspendidas en su propio sobrenadante, (W) sometidas a choque osmético
y resuspendidas en el tampén del ensayo. El consumo de nitrato se inicié6 afiadiendo
0,5mM de NO3K y se siguié su deaparicién como se indica en Materiales y Métodos.

3. 5. 10. Efecto del DCCD sobre el consumo de nitrato en A. vinelandii.

La segunda caracteristica en la que se basa la clasificacion de los sistemas
de transporte es la dependencia o no de hidrélisis de ATP. Para determinar si
el sistema de transporte de nitrato en A. vinelandii depende directamente de
esta hidr6lisis, hemos sometido a la estirpe AS270 a tratamiento con un
inhibidor de la ATPasa, el DCCD, y analizado como afecta este tratamiento al
consumo de nitrato. Las células se cultivaron en medio BS fijando nitrégeno
atmosférico hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento, a
continuacién el cultivo se dividi6 en tres partes, una se preincub6 en 100 uM
de DCCD durante 10 min, otra en etanol absoluto a la concentracién en la que
se disuelve el DCCD como control y la tercera no se sometié a ningin
tratamiento. El ensayo comenzé con la adicién a las suspensiones celulares de
nitrato a una concentracién final de 0.5 mM. El consumo se determiné como
se indica en Materiales y Métodos.
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En la figura 27 se muestra que el tratamiento con el DCCD no afecta al
transporte de nitrato, de lo que se deduce que el sistema de transporte de
nitrato en A. vinelandii no depende de la hidrélisis de ATP.

Figura 27 Efecto del DCCD sobre el consumo de nitrato en A. vinelandii .
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La estirpe AS270 se cultivé en medio BS hasta DO5g0= 0.7. La suspensién celular
se dividié en tres muestras, a una se le afiadié6 DCCD 100 uM (@), a otra 30 pl de etanol
(0), y ala tercera no se le afiadié nada (m). El consumo de nitrato se determiné como se

indica en Materiales y Métodos.

AN

3. 5. 11. Efecto del producto extracelular implicado enfelﬂ.ginsPo'rte de nitrato
en A. vinelandii sobre el consumo de nitrato en la bactetia A. chroococcum
sometida a choque osmético

El transporte de nitrato en A. vinelandii depende de un producto que se
excreta y acumula en los sobrenadantes de células crecidas fijando nitrégeno o
en nitrato. La hipdtesis més probable es que este producto capta el nitrato del
medio extracelular y lo lleva hasta el sistema de transporte localizado a nivel
de membrana plasmética, jugando asi un papel parecido al que juegan las
proteinas periplasmicas de los sistemas multicomponentes cuando el nitrato
se encuentra en el espacio periplasmico. Para probar esta hipétesis estudiamos
si dicho factor extracelular podria sustituir al componente periplasmico
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perdido en las células de A. chroococum tras tratamiento de choque osmético.
Para ello la estirpe silvestre ATCC4412 de A. chroococcum la sometimos a un
choque osmético en sacarosa al 20% (p/v). A continuacién las células se
resuspendieron en: (i) tampén MOPS-KOH 50mM, pH7.5, méas sacarosa al 7%
(p/v), (ii) el sobrenadante de un cultivo de la estirpe UW136 de A. vinelandii
crecido en amonio y suplementado con 7% de sacarosa (iii) el sobrenadante de
un cultivo de A. vinelandii crecido a expensas del N2 atmosférico y
suplementado con 7% de sacarosa.

En la figura 28 se muestra como las células de A. chroococcum
resuspendidas en el sobrenadante de un cultivo en condiciones de fijacién de
nitrégeno atmosférico de células de A. vinelandii consumen el nitrato,
mientras que las resuspendidas en el tampoén o en el sobrenadante del cultivo
en presencia de amonio no lo consumen. La reconstitucién parcial por parte
del producto extracelular de A. vinelandii del transporte de nitrato en células
de A. chroococcum sometidas a choque osmético apoyan la hipétesis de que el
papel de este producto es captar el nitrato y llevarlo hasta el o los
componentes de membrana del sistema de transporte.

Figura 28. Efecto del producto extracelular de A. vinelandii sobre el consumo de

nitrato en células de A. chroococcum sometidas a choque osmoético.
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Células de A. chroococcum se cultivaron en medio BS-KNO3 8mM, se sometieron a

choque osmético en sacarosa al 20% (p/v) y a continuacion se resuspendieron en: (@)
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MOPS-KOH 50mM pH?7.5 més sacarosa al 7% (p/v), (W) en el sobrenadante de un
cultivo en BS de la estirpe UW136 de A. vinelandii mas sacarosa al 7% y () en el
sobrenadante de un cultivo en BS-amonio de la estirpe UW136 de A. vinelandii mas
sacarosa al 7% . El ensayo comenzé afiadiendo 0.5 mM de nitrato y la desaparicién del

i6n se determiné como se indica en Materiales y Métodos.

3. 5. 12. Papel de los genes nasT y ntrC en la sintesis de los componentes del
sistema de transporte de nitrato en A. vinelandii

Asumido que el sistema de transporte de nitrato de A. vinelandii
comprende un factor extracelular, que equivale al componente periplasmico
descrito en otras especies bacterianas, hay que asumir tambien que se requiere
al menos otro componente que debe estar localizado en la membrana, que
transporte el nitrato al interior de la célula. Como se dedujo de los resultados
presentados en las Figuras 22 y 24 el transporte de nitrato en A. vinelandii
depende de NAST y de NTRC. En este apartado hemos estudiado el papel de
estos genes en la expresién del componente extracelular y del/o de los
componente(s) de membrana del sistema de transporte de nitrato.

Para analizar el papel de dichos genes en la expresiéon del componente
extracelular, hemos utilizado el sistema de reconstruccién parcial del
transporte en células de A. chroococcum sometidas a choque osmotico
descrito en el apartado anterior. En este caso la reconstruccién la hemos
llevado a cabo con sobrenadantes de la estirpe silvestre y de estirpes mutantes
bien en nasT bien en ntrC Para ello, la estirpe silvestre UW136 y las estirpes
mutantes AS502 (nasA:Tn5, nasT:Q) y AS509 (nasA::Tn5, ntrC::Tn5-tet) se
cultivaron en condiciones de fijacién de nitrégeno hasta la mitad de la fase
exponencial de crecimiento, se centrifugaron, y sus sobrenadantes se
utilizaron para resuspender las células de A. chroococcum sometidas a
choque osmético en sacarosa al 20% (p/v).

En la figura 29, se muestra que las células resuspendidas en los
sobrenadantes de las estirpes AS502 y AS509 no son capaces de consumir el
nitrato mientras que las resuspendidas en el sobrenadante de la estirpe
silvestre UW136 si lo consumen. Estos resultados sugieren que NAST y
NTRC son necesarios para la expresion del componente extracelular.
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Figura 29. Efecto del sobrenadante de las estirpes AS502 y AS509 sobre el consumo
de nitrato en células de A. chroococcum sometidas a choque osmético en sacarosa al
20% (p/v).
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La estirpe ATCC4412 de A. chroococcum se cultivé en BS-NO3K 8mM, se someti6
a un choque osmético en sacarosa al 20% (p/v). A continuacién las células se
resuspendieron en los sobrenadantes de cultivos de A. vinelandii crecidos fijando el
nitrégeno atmosférico, M) de la estirpe silvestre UW136, (00) de la estirpe AS502
(nasA::Tnb, nasT::Q) y (@) de la estirpe AS509 (nasA:Tnb, ntrC::Tnb-tet ). El experimento
comenzé afiadiendo 0.5mM de nitrato y la desaparicién del ion se determin6 como se
indica en Materiales y Métodos.

Para analizar el papel de NAST y NTRC en la expresién del o de los
componentes de membrana del sistema de transporte hemos utilizado las
estirpes AS502 y AS509. Las células se cultivaron fijando nitrégeno
atmosférico hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento, se
centrifugaron, se lavaron con MOPS-KOH y se resuspendieron en el
sobrenadante de un cultivo en las mismas condiciones de la estirpe silvestre
UW136. El ensayo del consumo de nitrato comenzé al afiadir 0.5 mM de
nitrato, la desaparicién del i6n se siguié como se describe en Materiales y
Métodos.
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En la figura 30 se oberva como las estirpes AS502 y AS509, mutantes en
los genes nasT y ntrC, respectivamente, no consumen el nitrato aunque se les
proporcione el componente extracelular presente en el sobrenadante de la
estirpe silvestre. Estos resultados sugieren que NAST y NTRC son necesarios
tambien para la expresién del /o de los componente(s) de membrana del
sistema de transporte de nitrato de A. vinelandii.

Figura 30. Consumo de nitrato en las estirpes AS502 y AS509 suplementadas con el
producto extracelular.
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Células de las estirpes AS270 (m), AS502 (@) y AS509 (0), cultivadas fijando
nitrégeno atmosférico hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento, se recogieron
por centrifugacién, se lavaron y resuspendieron en el sobrenadante de células de la
estirpe silvestre UW136 cultivadas en las mismas condiciones. El ensayo comenzé
anadiendo 0.5 mM de nitrato y la desaparicién del anién se siguié como se indica en
Materiales y Métodos.

3. 5. 13. Precipitacién del producto extracelular implicado en el transporte de
nitrato en A. vinelandii

Los datos anteriores sugieren que el transporte de nitrato en A.
vinelandii estd mediado por un sistema localizado a nivel de membrana y
ademés require un producto extracelular. Este tltimo probablemente de
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naturaleza proteica capta el nitrato en el medio exterior y lo lleva hasta el
sistema de transporte de membrana. Por esta razén queriamos ver si dicho
producto podria visualizarse en geles de proteinas. Para ello hemos cultivado
las estirpes AS502 y AS509 en medio BS fijando nitrégeno asi que la estirpe
UW136 en las distintas fuentes de nitrégeno. Los cultivos se recogieron en
fase exponencial media de crecimiento, se centrifugaron y los sobrenadantes
se utilizaron para precipitar dicho producto como se indica en materiales y
métodos. En la figura 31 se observa un polipéptido de masa molecular 60 KDa
abundante en los sobrenadantes de la estirpe UW136 cultivada en medio BS y
BS-nitrato (carriles 1-2) y presentes en muy baja cantidad en los sobrenadantes
de la misma estirpe cultivada en presencia de amonio como en los de las
estirpes AS502 y AS509 cultivadas en medio BS. Este resultado confirme los
datos anteriores del papel de los genes nasT y ntrC en la sintesis del producto
extracelular y sugiere que el amonio reprime dicha sintesis.

Figura 31. Efecto de la fuente de nitrégeno y de las mutaciones en los genes nasTy
ntrC en la sintesis del producto extracelular de A. vinelandii.

Sobrenadantes de los cultivos de la estirpe UW136 cultivada en medio BS (carril
1), BS-nitrato (carril 2) y en BS-amonio (carril 3) asi que los de las estirpes AS502 (carril
4) y AS509 (carril 5) cultivadas en medio BS que se precipitaron con mismo volumen de
TCA al 20 %.
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5. ABREVIATURAS



Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNasa Deoxirribonucleasa

ARN Acido ribonucleico

ARNasa Ribonucleasa

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ATP Adenosin-5'-trifosfato

ATP-asa Adenosina-trifosfatasa

BS Burk-sacarosa

b Base

Da Dalton

dATP Desoxiadenosin-5'-trifosfato

DCCD Diciclohexilcarbodiimida

DO Densidad 6ptica

dCTP Desoxicitidin-5'-trifosfato

dGTP Desoxiguanosin-5'-trifosfato

dTTP Desoxitimidin-5'-trifosfato

dUTP Desoxiuridin-5'-trifosfato

EDTA Acido etilén-diamino-tetraacético

EGTA Acido etilén glicol-bis (B-amino etil eter)
tetraacético

etidio 3,8-diamino-6-etil-5-fenilfenantridio

FAD+, FADH Flavin-adenin-dinucleétido y su forma
reducida

Fe Hierro

FeMo-co Cofactor de hierro y molibdeno

g gramo

GDH Glutamato deshidrogenasa

GMP Guanosin-5'-monofosfato

GOGAT Glutamato sintetasa

GS Glutamina sintetasa

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

Km Constante de Michaelis

KDa Kilodalton

1 Litro

min Minuto

M Molar

Mo-co Cofactor de molibdeno
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Abreviaturas

MOPS Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
MPT Molibdopteridina
N'NEDA N-[naftil-(1)]etilendiamina-diclorhidrato
NAD+, NADH Nicotinamida-adenosin-dinucleétido
(nucleétido difosfopiridinico) y su forma
reducida
NADP+, NADPH Nicotinamida-adenosin-dinucleétido
(trifosfopiridinico-nucleétido) y su forma
reducida
NAS Actividad nitrato reductasa
Nif Capacidad de fijar nitrégeno
NIS Actividad nitrito reductasa
ONPG o-nitrofenil B-D-galactopirandsido
ORF Fase de lectura abierta
pb par de bases
PEG Polietilén-glicol
pl Punto isoeléctrico
p/v peso/volimen
r.p.m. Revoluciones por minuto
SDS Dodecil sulfato sédico
t Tiempo
Tris 2-amino-2(hidroximetil)1,3,-propanodiol
UR/UT Uridililtransferasa
v Volumen
v/v Volimen/volimen
°C Grado centigrado
X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido
Antibiéticos:
Amp/Ap Ampicilina Spc/Sp Espectinomicina
Cm Cloranfinicol Tet/Tc Tetraciclina
Kam/Km Kanamicina Nal Acido nalidixico
Sm Estreptomicina Rif Rifanpicina
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Enzimas de restriccion:

BH BamHI
Bg BgllI
H HindIIl
P Pstl
Bases nitrogenadas:
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T Timina
Aminoéacidos:
Ala A Alanina
Arg R Arginina
Asn N Asparagina
Asp D Acido aspartico
Cys C Cisteina
Glu E Acido glutdmico
GIn Q Glutamina
Gy G Glicina
His H Histidina
Ile I Isoleucina

Sm
Sl

Xh

Leu
Lys

Met
Phe

2 R

Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

<~<2o—]m'ﬁ

Abreviaturas

Smal
Sall
Xbal
Xhol

Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanin
a

Prolina
Serina
Treonina
Tript6fano
Tirosina
Valina
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