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Generalidades

1.1. GENERALIDADES

El nitrégeno, tras el carbono, el hidrégeno y el oxigeno, es el
elemento mas abundante de la materia viva, constituyendo del 8 al 16%.
Forma parte de moléculas indispensables para la vida, como los 4cidos
nucleicos y las proteinas. En la biosfera, el nitr6geno se encuentra en dos
formas: libre (el 79% de la atmoésfera es nitrégeno molecular) o
combinado a otros elementos. Ambas formas estin continuamente
transforméndose la una en la otra mediante la accién de los seres vivos a
través de un circuito que se ha denominado "ciclo del nitrégeno”.

Las plantas y la mayoria de los microorganismos s6lo pueden
utilizar el nitr6geno en su forma combinada como los nitratos o el
amonio. Estos nutrientes suelen ser limitantes en muchos suelos, por lo
que para aumentar la productividad de los cultivos se necesita el aporte
continuo de abonos nitrogenados. Desde que a principios de siglo se
empezaron a agotar los depésitos chilenos de nitrato, la produccién de
fertilizantes basada en el proceso de Haber-Bosch se ha incrementado
continuamente, y con ello el coste de los mismos en paralelo al aumento
del precio del petrdleo. Por estas y otras razones, se ha prestado cada vez
més atencién a otros sistemas alternativos de produccién de nitrégeno
combinado, en concreto a la denominada "fijacién biolégica del
nitrégeno”, proceso por el que algunos organismos reducen el Ny hasta
amonio.

Ni las plantas, ni ningilin otro eucariota, son capaces de utilizar el
nitrégeno atmosférico. Sélo 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 més significativos.

La familia Azotobacteraceae comprende bacterias Gram negativas,
aerobias estrictas, quimioheterétrofas y capaces de fijar nitrégeno en vida
libre. Agrupa dos géneros: Azotobacter, capaz de formar quistes y 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



Introduccion

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) e
incluye en la actualidad seis especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A.
beijerinckii, A. nigricans, A. armeniacus y A. paspali. Estas bacterias
presentan morfologias celulares que van desde oval a bacilar, tienen un
diametro de hasta 2 um, no producen endosporas pero si quistes de
resistencia a drogas, desecacién, sonicacion, luz ultravioleta y radiaciones
Y. Son aerobios estrictos, quimioorganotrofos, y su crecimiento Gptimo
fijando nitrégeno se alcanza a una temperatura de 30°C y un pH de 7.0 a
7.5. Y junto a Azomonas, Derxia y Beijerinckia son capaces de fijar
nitrégeno en aerobiosis (Tchan, 1984).

Del género Azotobacter, la especie mas conocida desde el punto de
vista genético es Azotobacter vinelandii. Descrito por Lipman en 1903.
Sus c€lulas son méviles por flagelos peritricos. Producen gran cantidad de
polisacérido extracelular y en medios deficientes en hierro excretan un
pigmento fluorescente amarillo verdoso soluble en agua. Es capaz de usar
gran cantidad de fuentes de carbono. Puede utilizar nitr6geno molecular,
sales de amonio, nitrato, nitrito, urea y algunos aminoé4cidos como tinica
fuente de nitrégeno en el medio.

Se ha discutido mucho la utilidad de Azotobacter como fertilizante
nitrogenado y de hecho se ha empleado en muchos cultivos. Los estudios
realizados en la URSS y otros paises del este de Europa describen
aumentos del rendimiento en diversos cultivos, especialmente la patata
(Rubenchick, 1960). También en determinados suelos de Egipto (Hegazi
et al., 1974) y de la India (Karunakar y Rajgopalan, 1936) se ha descrito
un incremento muy notable del rendimiento de cultivos de cafia de azicar,
maiz y sorgo, 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). Es muy probable que el
aumento del rendimiento de los cultivos no se deba al aporte del
nitrégeno fijado por Azotobacter (Postgate et al., 1982) sino a sustancias
como las giberelinas, citoquininas y 4dcido indolacético, liberadas por este
tipo de bacterias (Vancura, 1961; Gonzéilez-Lopez et al., 1986; Taller y
Wong, 1989) o por el antagonismo que ejerce sobre ciertas bacterias y
hongos patégenos como Candida, Monilia y Alternaria. No obstante,
estudios recientes con cultivos mezclados de Azotobacter vinelandii y
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Rhodobacter capsulatus indican que A. vinelandii es capaz de
proporcionar una fuente de nitrogeno orgdnica para el crecimiento de R.
capsulatus (Oelze, 1991).

Por otra parte, se han intentado varias estrategias para la
obtenciéon de mutantes de Azotobacter vinelandii capaces de excretar
amonio que servirian para la fertilizacion de los cultivos. Sin embargo, a
pesar de todos los esfuerzos realizados hasta la fecha, los resultados no
son del todo positivos, alcanzdndose valores de 5 mM en los mejores casos
(Gordon y Jacobson, 1983; Luque et al., 1986; Luque et al., 1990; Bali et
al., 1992).
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1.2. GENETICA DE AZOTOBACTER
1.2.1. Organizacion del genomio

Durante méas de una década Azotobacter ha sido el paradigma de
bacteria poliploide. Los primeros trabajos en los que se midié la
concentraciéon de ADN por célula y se analiz6 su complejidad,
describieron a Azotobacter como una bacteria con un alto contenido en
ADN, de una complejidad similar a la de E. coli y con un tamafio de
cromosoma de unas 2000 kb (Robson et al., 1984). El nimero de
cromosomas durante la fase exponencial de crecimiento se estimé entre
40-80 para A. vinelandii (Sadoff et al., 1979; Nagpal et al., 1989) y unos
20-25 en A. chroococcum (Robson et al., 1984). La dificultad avalada por
numerosos grupos, de obtener mutantes auxétrofos u otras mutaciones
recesivas o seleccionables, para lo que se requerian largos periodos de
segregacion post-mutagénicas, sirvié para apoyar estos resultados.

No obstante, cuando el estudio de la poliploidia de Azotobacter se
abordé mediante el andlisis 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
A. vinelandii es una bacteria haploide o moderadamente poliploide. Més
recientemente, estos mismos autores (Maldonado et al., 1994) han logrado
resolver esta aparente contradiccion. Mediante citometria de flujo, se ha
comprobado que el nimero de cromosomas de A. vinelandii varia desde
unos pocos a més de 80, dependiendo del medio de cultivo y 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 tardfa. |

En todos los aislamientos de A. chroococcum se ha detectado la
presencia de dos a seis plasmidos nativos (Robson et al., 1984). Y sélo en
algunas estirpes de A. vinelandii se ha descrito la presencia de estos (Maia
et al., 1988).
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1.2.2. Mutagénesis

La obtencién de mutantes en Azotobacter ha sido posible por
multitud de procesos. Se han aislado mutantes espontdneos de A.
vinelandii y A. chroococcum (Sorger, 1969; Gordon y Jacobson, 1983) o
después del tratamiento con N'-nitro-N-nitrosoguanidina,
etilmetanosulfonato, ICR 191, hidroxilamina, luz ultravioleta o
transposones (Contreras y Casadesis, 1987; Luque et al., 1987b; Kennedy
y Toukdarian, 1987; Blanco, 1989; Contreras et al., 1991b). Para el
enriquecimiento de un determinado fenotipo se han tratados los cultivos
mutagenizados con penicilinas, con y sin cicloserina (Mclnemey et al.,
1984; Luque et al., 1987b)

Se han obtenido mutantes resistentes a antibidticos como la
rifampicina, la estreptomicina o el 4cido nalidixico, aunque a veces los
niveles de resistencia a estos antibidticos estdn por debajo de los de E.
coli. También se pueden aislar mutantes resistentes a compuestos t0xicos
como la metilalanina o metilamonio (Gordon y Jacobson, 1983), que estin
afectados en la nitrogenasa, la L-metionina-DL-sulfoximina (Luque et al.,
1986), alterados en la glutamina sintetasa, o el clorato, andlogo del
nitrato, afectados en la nitrato reductasa (Sorger, 1969; Luque et al.,
1986; Santero et al., 1986; Luque, 1987; Ramos, 1992; Ramos et al.,
1993).

Un obsticulo para la obtencién de mutantes recesivos y no
directamente seleccionables ha sido la poliploidia. Esta barrera se ha
superado permitiendo periodos prolongados de segregacion en medios no
selectivos tras la mutagénesis (Contreras y Casadesiis, 1987; Luque et al.,
1987b). De esta forma se han aislado mutantes sin actividad nitrogenasa
(Fisher y Brill, 1969), mutantes afectados en la utilizacién de azicares
(Blanco, 1989), mutantes respiratorios (MclInerney et al., 1984) y
mutantes sin actividad nitrato reductasa (Luque, 1987; Ramos, 1992;
Ramos et al., 1993). Una segunda barrera nos la encontramos a la hora de
aislar mutantes auxétrofos, ya que parece ser que A. vinelandii no puede
permear la mayoria de los aminoicidos por lo que los mutantes en sus
rutas biosintéticas resultarian necesariamente letales. Sin embargo, se han
obtenido mutantes auxétrofos para metionina, uracilo, hipoxantina y
adenina (Mishra y Wyss, 1968; Page y Sadoff, 1976; Kennedy et al.,
1986; Luque et al., 1987b; Blanco, 1989; Blanco et al., 1990).
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1.2.3. Sistemas de transferencia genética en Azotobacter
1.2.3.1. Conjugacion

Existe una gran cantidad de plasmidos de amplio rango de
hospedador que se pueden mantener en Azotobacter vinelandii, entre estos
se encuentran los del grupo de incompatibilidad P, Q y W. En el grupo
IncP existen pldsmidos autotransmisibles, como RP4 y R68.45. Estos
plasmidos pueden ser movilizados desde E. coli a A. vinelandii a
frecuencias de 103-10"* por receptor y entre distintas estirpes de A.
vinelandii es superior a 10°! (Tortolero et al., 1983). Otros plasmidos del
grupo IncP y todos los IncQ requieren de las funciones de los genes tra,
estas funciones son aportadas por plasmidos coadyuvantes como el propio
RP4 o pRK2013, aunque este iltimo no es capaz de mantenerse en
Azotobacter. El nimero de copias de los plasmidos IncP o IncW en E.
coli es de 1-10 por célula, y el de los IncQ es de 20-50, ya que la funcién
de replicacién es intrinseca de cada plasmido, es probable que estos
nimeros sean extrapolables a A. vinelandii. Se ha descrito la movilizacién
de marcadores cromosémicos mediada por los plasmidos R68.45 y RP4.
Esto ha permitido la construccién de un mapa de ligamiento en esta
bacteria (Blanco, 1989; Blanco et al., 1990). La movilizacién de
marcadores entre dos estirpes de Azotobacter vinelandii ocurre
bidireccionalmente (Blanco et al., 1991b). Mediante la movilizacién de la
resistencia a kanamicina del transposén TnS insertado en el cromosoma
de A. vinelandii, por conjugacién interespecifica entre esta bacteria y E.
coli mediada por pJB3JI, un derivado kanamicina sensible de R68.45, se

pueden obtener R-primas derivados de este pldsmido (Blanco et al.,
1991a).

Los plasmidos anteriormente descritos han facilitado la
construccion de genotecas, a partir de las cuales se han realizado
experimentos de hibridacién y clonacién (Kennedy et al., 1986; Kennedy
y Toukdarian, 1987).

Por otra parte, los pldsmidos que, sin replicarse en Azotobacter,
pueden ser transferidos por conjugacién o transformacién, han sido muy
utiles como vehiculos suicidas para la mutagénesis con transposones o la
introduccién de genes mutados.
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1.2.3.2. Transformacion

La transferencia de material genético por transformacién ha sido
ampliamente estudiada en Azotobacter vinelandii. En esta bacteria se
puede inducir el estado de competencia con gran eficiencia de
transformacién cuando crece en un medio carente de hierro y molibdeno
(Page y vonTigerstrom, 1979; Page, 1982). Se ha descrito la
transformacion tanto con ADN homélogo como heterélogo (Bishop et al.,
1977a; Doran y Page, 1983). El material que se transfiere puede ser
cromosdmico o plasmidico. La transformacién con ADN cromosémico ha
servido para demostrar el ligamiento entre la insercién de un transposén
y la mutacién que provoca (Joerger et al., 1986; Contreras y Casadesus,
1987), para comprobar el ligamiento entre mutaciones (Bishop y Brill,
1977), o para construir estirpes (Toukdarian y Kennedy, 1986). En cepas
que se transforman a frecuencias elevadas, entre los transformantes para
algin gen seleccionable se pueden aislar transformantes para genes que no

lo son, fenémeno que se conoce con el nombre de congresion (Bishop et
al., 1980).

La transformacién con ADN plasmidico se puede conseguir con
métodos semejantes a los descritos para el cromosémico (Glick et al.,
1985). No obstante, la linearizacién del pldsmido aumenta
considerablemente la frecuencia de transformacién, aunque los extremos
han de ser cohesivos, ya que de lo contrario no se obtienen
transformantes. Asimismo, se ha comprobado que vectores que tienen
clonadas regiones homdlogas al ADN de Azotobacter vinelandii aumentan
la frecuencia de entrada, pero no se mantienen estables tras la
transformacién, debido a que recombinan (Doran et al. 1987).

1.2.3.3. Transduccion

Se han descritos fagos que infectan especificamente a A. vinelandii
y/o A. chroococcum (Duff et al., 1961; Bishop et al., 1977b). Alguno de
estos fagos pueden inducir la conversién pseudolisogénica en la estirpe O
de Azotobacter vinelandii (Thompson et al., 1980). La estirpe mas
utilizada en los laboratorios es UW (OP), derivada sin c4psula de la cepa
O, presenta caracteristicas semejantes a los pseudoliségenos, por lo que se
ha pensado que esta estirpe pueda ser un pseudoliségeno permanente.
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Ademas, se ha sugerido que la lisogenia podria tener un papel importante
en la alta capacidad de transformacién de la estirpe UW (Page, 1982).
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1.3. METABOLISMO DEL NITROGENO
1.3.1. Asimilaciéon de amonio: Glutamina sintetasa

En la mayoria de las bacterias, el amonio es incorporado a
esqueletos carbonados via glutamato deshidrogenasa (GDH) y/o
empleando la ruta glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintetasa
(GOGAT).

La GDH cataliza la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato en
glutamato, figura 1. Esta reaccion sélo tiene lugar cuando las
concentraciones de amonio son altas, debido a la elevada Km de esta
enzima para el amonio.

La via de asimilacién GS/GOGAT tiene lugar en dos etapas. En la
primera, una molécula de glutamato reacciona con una de amonio para
dar una de glutamina. Esta reaccién estd catalizada por la glutamina
sintetasa. La GS es una enzima homomultimérica que en bacterias Gram
negativas puede tener cada una de sus unidades en forma adenilada,
inactiva, o desadenilada, activa. Esta adenilacién y desadenilaciéon de la
GS responde a la fuente de nitrogeno utilizada y es llevada a cabo por un
sistema de varias enzimas. En la segunda etapa, catalizada por la GOGAT,
se produce una transaminacién desde la glutamina antes formada hasta el
2-oxoglutarato para dar como productos dos moléculas de glutamato,
figura 1.

EXTERIOR INTERIOR

I

Glutamato
Glutamato

(GOGAT)

Glutamina
S 7—>-

[2-oxoglutarato |

GDH i
Aminoacidos (GDH) nl\i/{f(t)aglé?llélfi%ss

[ 2-oxoglutarato |

Figura 1. Vias de incorporacién de amonio en bacterias
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La glutamina sintetasa estd codificada por el gen ginA. En A.
vinelandii, ha sido clonado y secuenciado (Toukdarian et al., 1990), y a
diferencia con lo descrito en enterobacterias (Magasanik, 1982), su
expresion no depende del sistema ntr (Toukdarian et al., 1990), sistema
que controla los genes implicados en el metabolismo del nitrégeno. En
esta bacteria, parece ser que la GS es la dnica via de asimilacién de
amonio, ya que no se ha podido detectar actividad GDH (Toukdarian y
Kennedy, 1987).

1.3.2. Regulacion de la producciéon y asimilacién de amonio en
bacterias: Sistema NTR

El control genético de la produccién de amonio y su posterior
incorporacién a esqueletos carbonados se ha estudiado ampliamente en E.
coli'y Salmonella typhimurium. En estas bacterias, el amonio reprime la
sintesis de las enzimas que intervienen en diversas rutas de obtencién de
esta fuente de nitr6geno mediante un mecanismo comin, denominado
Sistema de Regulacién General del Metabolismo del Nitrégeno o Sistema
NTR. En este modelo los genes ntrA (o rpoN o gInF), ntrB (ginL) y ntrC
(gInG), controlan la activacién de los promotores ntr, entre ellos el
promotor nifLA, el segundo promotor del operén glnAntrBC, o los
promotores de utilizacién de arginina, histidina, prolina, etc. El producto
del gen ntrA es un factor sigma para la ARN polimerasa llamado ¢34,
diferente al 670 convencional para los promotores de E. coli (Hirschman
et al., 1985). Se han encontrado varios promotores dependientes de 654 en
otros sistemas: genes xyIABC, 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 estdn controlados por el nitrégeno y, por
tanto, se 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 glnA, ginAntrBC. Las proteinas NTRB y NTRC
pertenecen a un sistema de proteinas que actiian por parejas, denominado
sistema de dos componentes, donde NTRB es el sensor y NTRC es el
regulador de la expresion génica de los distintos promotores sujetos a su
control. NTRB fosforila o desfosforila a NTRC en respuesta a la

limitacién o el exceso de nitrgeno combinado, respectivamente. NTRB
estd modulada por la proteina Pyy, producto del gen glnB, y ésta a su vez,
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estd controlada por la uridililtransferasa (UR/UT) producto del gen ginD.
Cuando la concentracién de amonio en el medio es baja, la relacién
intracelular o-cetoglutarato/glutamina es alta, y esto sirve de sefial para
que la Py sea uridililada. 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, P-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), figura 2.

Cuando la relacién o-cetoglutarato/glutamina es baja, la
uridililtransferasa retira los grupos UMP de la Py;. En este momento la

Py activa la capacidad adenilante de la adeniltransferasa, que afiade
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), figura 2.

En Azotobacter vinelandii se han identificado genes homdlogos
estructural y funcionalmente a los descritos anteriormente. 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., 1987). Recientemente se ha aislado un gen anilogo a ginD, al que se
le ha denominado nfrX (Santero et al., 1988; Contreras et al., 1991a).

1.3.3. Fijacion de nitrégeno

Mediante un mecanismo universal en todos los diazotrofos, el
nitrégeno molecular es reducido hasta amonio por la accién del complejo
enzimético de la nitrogenasa, transfiriendo seis electrones y rindiendo dos
moléculas de amonio. Este complejo estd constituido por dos enzimas
solubles: el componente I, molibdoferroproteina o dinitrogenasa; y el

componente II, ferroproteina o dinitrogenasa reductasa (Hageman y
Burris, 1978).

El componente I tiene una estructura tetramérica del tipo 0232,
presentando un cofactor de hierro y molibdeno que puede ser aislado
separadamente de la proteina (Shah y Brill, 1977). Por su parte, €l
componente II es un dimero de dos subunidades idénticas (72). Este
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(NTRB) *

H o PP ATP
—NTRC-P NTRC Gln UR/UT 2KG GS-AMP AT GS —
P ADP
PH-UMP

NTRB-P  NTRB
ATP ADP

\j
Glu + NH4+—7T> Gin
ATP ADP

- A ctivacion de la transcripcion del regulon NTR

Figura 2. Modelo de regulacién del sistema NTR en E. coli y S. typhymurium. (Stock
etal., 1989)

dimero contiene una agrupacién 4S-4Fe tipica de las proteinas
transportadoras de electrones (Stephes et al., 1979).

Durante la fijacién de nitrégeno, los electrones obtenidos por el
componente II a partir del donador fisiol6gico, son transferidos al
componente I con consumo de energia. El componente I reducido los
cedera al sustrato (Burris ef al., 1980; Abe et al., 1990), figura 3. Esta
reaccion se produce en anaerobiosis debido a que la nitrogenasa se
inactiva irreversiblemente por la accién del oxigeno. Los mecanismos de
protecciéon que emplean los microorganismos son muy diversos.
Azotobacter puede fijar nitrégeno en aerobiosis gracias a dos
mecanismos. Por un lado, cuando estd fijando N, tiene una tasa de
respiracion muy alta, que le permite eliminar ripidamente el oxigeno, lo
que se conoce como "proteccion respiratoria” (Robson y Postgate, 1980).
Por ejemplo, los genes cydAB, que codifican para el citocromo d, se
transcribende de dos a tres veces mas que cuando no fijan nitrégeno.
Asociada a la proteccién respiratoria, se encuentra la formacién de
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membranas intracitoplasmaticas que
aumentarian la actividad respira-
toria. Cuando esta proteccién no es
suficiente, los dos componentes de
la nitrogenasa forman un complejo
con una proteina que contiene 2Fe-
2S, llamada Fe/S II o proteina de
Shethna. Esta proteina protege los
puntos del enzima sensibles a la
oxidacion (Shethna, 1970; Yates,
1977; Robson, 1979; Scherings 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 normal-
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Piruvato

Flavodoxin
oxidoreductasa
(Producto del gen nifJ)

Flavodoxina
(Producto del gen nifF)

Compomente II
(Producto del gen nifH)

Componente I
(Producto de los genes nifDK)

N

Figura 3. Modelo del transporte de
electrones desde el piruvato hasta la

mente transitoria puesto que la tasa nitrogenasa en Klebsiella pneumoniae.

de respiracion aumenta paralelamente al incremento de oxigeno.

El estudio de la genética de la fijacién de nitrégeno se limitd al
principio a la bacteria anaerobia facultativa Klebsiella pneumoniae. Sin
embargo, la tecnologia de recombinacién del ADN in vitro ha facilitado
el conocimiento de la organizacién y la regulacién del sistema en otros
microorganismos, como Azotobacter. En K. pneumoniae se han
identificado 20 genes implicados en la fijacién de nitrégeno, genes nif, los
cuales se encuentran agrupados en una region genémica de 24.2 kb
(Arnol et al., 1988). En A. vinelandii se ha encontrado homologia con 18
de estos genes (Jacobson et al., 1989), siendo su organizacién similar a la
encontrada en K. pneumoniae, figura 4. Presenta una region
cromosémica donde se encuentran la mayoria de los genes necesarios para
la fijacién de nitrégeno, mientras que los genes nifLA y nifB-fdxN-nifO-
nifQ-ORF5 no estdn ligados a este grupo principal de genes (Joerger y
Bishop, 1988; Blanco et al., 1993; Raina ef al., 1993; Rodriguez-Quifiones
et al., 1993).

Ademés de 1la nitrogenasa convencional de molibdeno
anteriormente descrita, A. vinelandii presenta dos nitrogenasas
alternativas. Una de estas nitrogenasas contiene vanadio en el cofactor en
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Figura 4. Organizacién de los genes necesarios para la fijacién de nitrégeno en Klebsiella pneumoniae (A) y Azotobacter vinelandii (B):
genes nif, para la nitrogenasa de molibdeno en K. pneumoniae (A) y A. vinelandii (B.1 y B.2); genes vnf, para la nitrogenasa de vanadio
(los genes E-like, N-like y X-like son homélogos a los genes nifENX ) (B.3) y genes anf, para la tercera nitrogenasa (B.4) (Merrick,
1988).
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lugar de molibdeno, y s6lo se expresa en condiciones en las cuales no hay
molibdeno en el medio. Este sistema alternativo estd codificado por los
genes vnf. Posteriormente, ha sido identificado también en A.
chroococcum y otros microorganismos (Bishop et al., 1980; Hales et al.,
1986; Robson et al., 1986; Bishop et al., 1986; Yakunin et al., 1990). La
segunda nitrogenasa alternativa, forma parte del sistema anf, no contiene
ni molibdeno ni vanadio en su cofactor, y se expresa en ausencia de estos
metales (Chisnell et al., 1988; Pau et al., 1989).

En la regulacién de estos sistemas de fijacién intervienen un
conjunto de proteinas entre las que se incluyen: los tres activadores
especificos para cada sistema, NIFA, VNFA y ANFA (Joerger et al.,
1989); NIFL, que, al igual que en Klebsiella, se requiere para la
represién por amonio de los genes nif (Blanco et al., 1993; Raina et al.,
1993); y NFRX, que se requiere para la expresiéon desde los promotores
de nifH y anfH (Santero et al., 1988; Contreras et al., 1991a). A
diferencia de Klebsiella, en Azotobacter vinelandii, NTRC no es necesaria
para la transcripcién de los promotores de los genes de la nitrogenasa de
Mo (Toukdarian y Kennedy, 1986).

1.3.4. Reduccion de nitrato en bacterias

El nitrato es un potente agente oxidante y una fuente de nitrégeno,
propiedades aprovechadas por diferentes grupos de bacterias. Durante el
crecimiento aerobio, eucariotas y procariotas reducen el nitrato a nitrito,
reaccién catalizada por la reductasa de nitrato. El nitrito producido es
pasado a amonio via nitrito reductasa, que posteriormente incorporan a
esqueletos carbonados. A este proceso se le ha denominado asimilacion de
nitrato.

En anaerobiosis, las bacterias utilizan el nitrato como aceptor de
electrones, generando un gradiente electroquimico de protones a través de
la membrana, a lo que se conoce con el nombre de disimilacién de
nitrato. El nitrito generado en anaerobiosis puede ser reducido a
derivados gaseosos del nitrégeno (6xidos de nitrégeno o nitrogeno
molecular) por enzimas desnitrificantes. Otra posibilidad es la reduccién
hasta amonio via nitrito reductasas, que pueden estar unidas a membrana
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o dependientes de NADH, generando NAD requerido para la glucolisis o
para otras rutas fermentativas.

1.3.4.1. Reduccion disimilatoria del nitrato y del nitrito
1.3.4.1.1. Respiracion de nitrato en E. coli

Fisiolégicamente, la nitrato reductasa de E. coli cumple dos
funciones durante el crecimiento anaerdbico. Por un lado, disipa el exceso
de potencial reductor dando formiato y NAD+*. Por otro, genera un
potencial electroquimico de protones que utiliza para el transporte activo,
sintetizar ATP y otros procesos endergénicos (Garland et al., 1975).

La nitrato reductasa respiratoria de E. coli ha sido purificada.
Estd formada por tres subunidades, o, B y ¥, con unos pesos moleculares
de 150000, 60000 y 20000 Da, respectivamente (MacGregor et al., 1974;
MacGregor, 1975). La estructura nativa de la nitrato reductasa podria ser
02B2v4 (Clegg, 1976; Chaudhry y MacGregor, 1983a). La subunidad o
contiene Fe no heminico, S y Mo, el sitio activo para la reduccién del
nitrato (Chaudhry y MacGregor, 1983b) y estd codificada por el gen
narG (Stewart y MacGregor, 1982). La subunidad 3 no presenta metales,
su funcién es desconocida, aunque puede estar implicada en la interaccién
entre las subunidades y la unién a la membrana de la holoenzima (Stewart
y MacGregor, 1982). El gen narH codifica para ésta subunidad. La
subunidad 7y estd intimamente unida a las subunidades o y B. También
contiene Fe, en forma de hemo. Presenta el espectro de absorcién del
citocromo bsse. Y estd codificada por el gen narl (Stewart y MacGregor,
1982; Chaudhry y MacGregor, 1983a). Para la actividad enzimitica,
ademads de estos tres polipéptidos, se requiere de otro, llamado 3, que no
forma parte del enzima final.

La subunidad 7y estd localizada en la cara periplasmica de la
membrana, mientras que las subunidades o y B se encuentran en la
citopldsmatica (Stewart, 1988), figura 5.

Se sabe que existe una segunda nitrato reductasa en E. coli (Iobbi
et al., 1987; lobbi-Nivol et al., 1990) denominada nitrato reductasa Z
(frente a la A, que seria la convencional). Presenta una estructura similar
a la de la primera y sus subunidades son intercambiables (Blasco et al.,
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1992a; Blasco et al., 1992b). Los genes estructurales de la nitrato

reductasa A se organizan en el operén narGHJI y los de la Z en el
narZYWYV (Blasco et al., 1989; Blasco et al., 1990).

2Ht

2HY + NO3_ NOZ- + HzO

Figura 5. Representacién esquemadtica de la nitrato reductasa de E. coli. El sustrato
reducido (SHj; formiato, glicerol-3-fosfato, lactato, etc.) es oxidado por una
deshidrogenasa especifica, que estd acoplada a la reduccién de quinol (Q; ubiquinol o
menaquinol) a quinona (QHj). La reduccién de la quinona provoca la reduccién del
nitrato (Stewart, 1988).

El uso de fusiones en el operén nar ha demostrado que esta
enzima se induce por nitrato en ausencia de oxigeno. Un esquema de la
regulacién de este operén se presenta en la figura 6 (Egan y Stewart,
1991).

El nitrito, producto de la reduccién respiratoria del nitrato, puede
acumularse o puede ser reducido por una nitrito reductasa. Esta
reduccién del nitrito a amonio en un proceso respiratorio provoca la
reoxidacién del NADH, y al producirse amonio, este se incorpora a
esqueletos carbonados. Este enzima, al igual que la nitrato reductasa
respiratoria, se induce en anaerobiosis y no es reprimible por amonio.

1.3.4.1.2. Desnitrificacién

La desnitrificacion da como productos finales compuestos
nitrogenados gaseosos. La capacidad de crecer anaerébicamente
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reduciendo 6xidos de nitrégeno estd ampliamente distribuida en
eubacterias y ciertas arqueobacterias (Hochstein y Tomlinson, 1988). Es
un proceso respiratorio donde los 6xidos de nitrégeno sirven de aceptores
de electrones y se genera ATP. Las enzimas asociadas a la desnitrificacién
se sintetizan en anaerobiosis, aunque este proceso puede realizarse en
presencia de oxigeno (Robertson y Kuenen, 1984). Por otro lado, la
presencia de nitrato, o de otros 6xidos de nitrégeno, no es necesaria para
la induccién de estas enzimas.

FNR (anaerobiosis)

Regulador ;Sensor?  Transportador Nitrato reductasa

narX = nark >.%\Q narGHIJ >=
g
© [9]

-NOj," +NO;-

—

Sensor?

Figura 6. Esquema de la regulacién de la nitrato reductasa de E. coli. Los genes

narGHIJ codifican para los polipéptidos o, B, Yy & de la nitrato reductasa. & no forma
parte del enzima (Egan y Stewart, 1991).

Se han descrito dos tipos de nitrito reductasas desnitrificantes.
Unas son metaloproteinas que contienen cobre en su cofactor. Estin
presentes en especies como Alcaligenes faecalis, Achromobacter
cycloclastes, Pseudomonas aureofaciens y Rhodopseudomonas
sphaeroides. Su peso molecular varia de unas especies a otras, al igual que
el nimero de sus subunidades. Las otras, en contraste, contienen grupos
hemos y son bastantes parecidas entre si. Tienen un peso medio de 120
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kDa y estdn compuestas por dos subunidades, que contiene citocromos ¢ y
d. Se han descrito en los géneros Alcaligenes, Paracoccus, Thiobacillus,
Azospirillum y Pseudomonas. Los productos de la reaccién son 6xido
nitrico y/u 6xido nitroso. Estos microorganismos desnitrificantes también
poseen reductasas de los 6xidos de nitrégeno que dan, como producto

final, nitr6geno molecular, en reacciones acopladas a la produccién de
ATP.

1.3.4.2. Asimilaciéon de nitrato

La asimilacidn de nitrato se lleva a cabo en dos pasos: el primero,
la reduccién de nitrato a nitrito, estd catalizado por la nitrato reductasa en
una reaccién que requiere la transferencia de dos electrones. El segundo,
catalizado por la nitrito reductasa, que pasa el nitrito a amonio con
transferencia de seis electrones. Las dos enzimas requieren cofactores
para su actividad: el cofactor de molibdeno en el caso de la nitrato
reductasa y un grupo sirohemo para la nitrito reductasa. El amonio
resultante de la actividad de ambas enzimas es incorporado a esqueletos
carbonados via glutamina sintetasa/glutamato sintetasa o glutamato
deshidrogenasa.

1.3.4.2.1. Asimilacién de nitrato en Azotobacter

En A. chroococcum el primer paso de la asimilacién de nitrato es
su transporte al interior de la célula, que se realiza 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 (Muiioz-Centeno et al., 1993).

La nitrato reductasa de A. chroococcum es una molibdoproteina
soluble, de unos 100 kDa, cuya actividad se inhibe por cianuro y se
estimula por cianato (Guerrero et al., 1973). Puede utilizar ferredoxina
como donador de electrones (Tortolero et al., 1975), aunque no se puede
concluir que este sea el donador fisiolégico. Ademés puede usar los
donadores artificiales metil violégeno y bencil violégeno. También se ha
descrito una segunda forma de nitrato reductasa asociada a membrana que
aparece tras subcultivos en medio liquido con nitrato tras 20 dias y puede
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recibir los electrones del NADH (Vila et al., 1977). No presenta actividad
diaforasa como la nitrato reductasa de plantas.

En A. vinelandii, la nitrato reductasa aparece asociada a grandes
particulas (Taniguchi y Ohmachi, 1960). Puede utilizar NADPH como
donador de electrones (Bothe y Higer, 1981). Sin embargo, la enzima
solubilizada no acepta electrones de este donador sino de la ferredoxina o
la flavodoxina. Los experimentos realizados por Bothe y Higer se
realizaron tras subcultivar A. vinelandii durante tres semanas, por tanto
se puede decir que la situacién no es muy diferente para la descrita en A.
chroococcum. Esta enzima se ha purificado. Es un monémero que
presenta un tamafio de 105 kD e in vitro no utiliza NADH o NADPH
como donadores de electrones (Gangeswaran et al., 1993). También se ha
identificado otra proteina mas pequefia, de aproximadamente 40 kD,
asociada a la actividad nitrato reductasa (Ramos, 1992).

La nitrito reductasa de A. chroococcum tiene un peso de 67 kDa,
presenta hierro y es dependiente de NADH (Vega et al., 1973).

Se han aislado los genes de la nitrato reductasa, nasB, y de la
nitrito reductasa, nasA, en Azotobacter vinelandii. Inserciones en el gen
nasA dan lugar a carencia de la actividad de ambas reductasas. Por tanto,
estos dos genes deben estar formando parte de un operén, donde nasA
seria el primer gen (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993). La primera fase
de lectura en este operdn, nasA, ha sido secuenciada parcialmente (Ramos
et al., 1993). El polipéptido deducido de la secuencia de ADN muestra
una alta homologia con la proteina NIRB de E. coli, la enzima nitrito
reductasa dependiente de NADH. El anélisis de esta homologia demuestra
la existencia de una regién rica en glicinas fuertemente conservada que
corresponde a los lugares de unién de la enzima a NAD y FAD (Peakman
et al., 1990).

En cuanto a la regulacion, se sabe las dos reductasas son inducibles
por nitrato y nitrito y reprimibles por amonio. Esta represién por
amonio depende de la fuente de carbono en el medio, siendo mas fuerte
cuando es pobre, acetato o o.-cetoglutarato, que cuando es rica, sacarosa.
Se han obtenido mutantes en los que la represién por amonio
independiente de la fuente de carbono (Luque ez al., 1987a). El gen ntrA
es necesario para la induccién del operén y de la nitrogenasa (Santero et
al., 1986). El gen ntrC sélo interviene en la activaciéon del sistema de la
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asimilacién de nitrato a diferencia de lo que ocurre en Klebsiella, que
ademads participa en la regulacion del sistema nif (Toukdarian y Kennedy,
1986). Existe una tercera region, nasR, que interviene en la activacién de
la transcripcién del operén nasAB (Ramos, 1992). Ademas de estos tres
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. Mutantes que carecen de actividad nitrato
reductasa presentan una expresion del operén nasAB independiente de la
induccién por nitrato (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993).

1.3.4.2.2. Asimilacion de nitrato en otras bacterias

Uno de los primeros sistemas estudiados fue el de Pseudomonas
aeruginosa. Esta bacteria posee dos nitrato reductasas, una asimilatoria y
otra disimilatoria, que son genéticamente diferentes (Sias et al., 1980). Se
han obtenido mutantes incapaces de asimilar nitrato, dividiéndose en tres
grupos: uno formado por mutantes que carecen de actividad nitrato
reductasa, otro que no tienen ninguna de las actividades reductasas y un
tercer grupo, que no presentan actividad nitrito reductasa (Sias e
Ingraham, 1979). Entre estos mutantes se han identificado los posibles
genes estructurales de la nitrato, nasC, y la nitrito reductasa, nis (Sias et
al., 1980).

El género Klebsiella, también, puede utilizar el nitrato como
fuente de nitrégeno durante condiciones aerébicas y anaerébicas. Las
especies mejor conocidas de este género son K. pneumoniae y K.
aerogenes. Al igual que en Pseudonomas aeruginosa, los genes
estructurales de las reductasas asimilatoria y disimilatoria son diferentes
(Cali et al., 1989; Bender y Friedrich, 1990). En K. pneumoniae se han
aislado los genes involucrados en la reduccién de nitrato hasta amonio. El
gen nasA codifica para la nitrato reductasa y el gen nasB para la reductasa
de nitrito (Lin et al., 1993). Estos genes forman parte de un operén junto
a los genes nasFED, que intervienen en el transporte de nitrato, y el gen
nasC, que codifica para una proteina que transfiere los electrones desde el
NADH hasta la nitrato reductasa (Lin et al., 1994). De la expresién in
vivo y de la secuencia de ADN de los genes nasBA se deduce que
codifican para un polipéptido de 92 y 104 kDa, respectivamente (Lin et
al., 1993). Los mutantes en los genes nasFED requieren de nitrato pero
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no de nitrito para su crecimiento (Lin et al., 1994). Las proteinas NASF,
NASE y NASD tienen una alta homologia con NRTA, NRTB y NRTD de
Synechococcus sp., proteinas que forman parte del sistema de transporte
de nitrato en esta cianobacteria. La proteina NRTA puede que sea la
proteina de unién a sustrato del sistema de transporte. NRTB es una
proteina hidrofébica y presenta una estructura similar a los componentes
integrales de membrana de los sistemas de membrana de transporte
bacterianos dependientes de proteinas periplasmicas que unen sustrato. La
proteina NRTD tienen alta homologia a las ATP-asas de otros sistemas de
transportes (Omata et al., 1993).

La nitrato y la nitrito reductasa asimilatorias de estas bacterias
estan reguladas por la fuente de nitrégeno en el medio, es decir, el nitrato
y el nitrito inducen el sistema, mientras que el amonio lo reprime a través
del sistema NTR (van't Riet er al., 1968; Cali et al., 1989; Bender y
Friedrich, 1990 Macaluso et al., 1990). Esta regulacién por la fuente de
nitré6geno también se observa a nivel del transporte de alta afinidad por el
nitrato (Thayer y Huffaker, 1982).

1.3.4.2.3. Asimilacién de nitrato en cianobacterias

En cianobacterias, el nitrato, por debajo de una determinada
concentracion, entra en el interior de la célula debido a la existencia de un
transporte activo. Se ha identificado una proteina de membrana implicada
en este transporte en Synechococcus sp. (Maduefio et al., 1988; Omata et
al., 1989) Ademas, en esta cianobacteria, la entrada del nitrito se realiza
por el mismo transportador (Luque et al., 1994).

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).

Respecto 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
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la naturaleza de su cofactor, aunque podria contener hierro (Yabuki et
al., 1985).

Se han aislado tres genes involucrados en la reduccion de nitrato a
nitrito en Synechococcus sp., narA, narB y narC (Kuhlemeier et al.,
1984a; Kuhlemeier et al., 1984b). Se desconoce la funcién de los
productos de los genes narA y narC, narB codifica para el gen estructural
de la nitrato reductasa (Andriesse et al., 1990; Luque et al., 1992). La
nitrito reductasa estd codificada por el gen nirA (Omata, 1991). Los
genes que intervienen en la reduccién del nitrato hasta amonio, narB y
nirA, y los de transporte (Maduefio et al., 1989; Omata et al., 1989;
Omata, 1991; Omata et al., 1993), nrtA, nrtB, nrtC y nrtD, forman parte
de un operén en Synechococcus sp. (Omata et al., 1993), figura 7.

nirA nrtA nrtB nriC nrtD narB

—L SVl DDV A A A A A

Figura 7. Regién nirA-narB en Synechococcus PCC 7942 (Omata et al., 1993)

En lo referente a la regulacidn, las cianobacterias filamentosas
fijadoras de nitrogeno requieren del nitrato como inductor (Hattori,
1962; Ohmori y Hattori, 1970; Herrero et al., 1981; Flores et al., 1983;
Herrero et al., 1985) mientras que las unicelulares de los géneros
Synechococcus 'y Synechocystis no (Stevens y van Baalen, 1974; Herrero
et al., 1981; Herrero y Guerrero, 1986). Recientemente se ha aislado y
secuenciado un gen, ntcA, que se requiere para la expresién de la nitrato
reductasa, la nitrito reductasa, la glutamina sintetasa, el transporte de
metilamina y una proteina implicada en el transporte de nitrato. Este gen
es diferente de los que integra el sistema ntr de bacterias y de los que
intervienen en hongos (Vega-Palas et al., 1990; Vega-Palas et al., 1992).

1.3.4.3. Biosintesis del FeMo-co y del Mo-co

Tanto la nitrogenasa como la nitrato reductasa contienen
molibdeno en su centro activo, formando parte de los respectivos
cofactores, el FeMo-co y el Mo-co. En K. pneumoniae, ambos cofactores
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presentan pasos comunes en su biosintesis (Imperial ef al., 1985; Ugalde
et al., 1985).

En la figura 8 aparece un esquema del modelo del transporte del
molibdeno en esta bacteria. Este metal entraria en el interior de la célula
y seria transformado en un intermediario comin (Mo-X) por la accién
del producto del gen mol. Este intermediario seria incorporado a la
pteridina para formar Mo-co, o bien reaccionaria con el azufre de la
cisteina o un derivado que contenga este elemento para dar lugar al
primer intermediario especifico (Mo-Y) de la biosintesis de FeMo-co,
esta reaccion esta catalizada por NIFQ.

En lo referente a la biosintesis de Mo-co el sistema mejor
caracterizado es el de E. coli, figura 9. El cofactor de molibdeno de la
nitrato reductasa consiste en una molibdopterina unida a una molécula de
GMP, dando la molibdopteridina guanina dinucleétido.

chlA, chlE chiG chiB

peridina Mo-co Nitrato reductasa

y otras molibdoenzimas

MoO,?- Mo0,2" —»——» Mo-X

Fe, S

cisteina Mo-Y —A—> FeMo-co—» Nitrogenasa
nifQ nifB

nifEN
nifV

Figura 8. Biosintesis de Mo-co y FeMo-co en K. pneumoniae

En el transporte de molibdeno al interior de la célula y en la
biosintesis del cofactor de molibdeno , Mo-co, en E. coli estan implicados
los genes chl, localizados en distintas regiones del cromosoma (Crawford
y Campbell, 1990; Rajagopalan y Johnson, 1992). Un metabolito general,
guanosina o un derivado, se convierte en un precursor, Precursor Z,
como consecuencia de las reacciones catalizadas por los productos de
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chlAl, chlA2 y chlA3. Este precursor se une a otro intermediario, el
factor activo de conversién, ACF, para dar lugar a la molibdopteridina,
que atn no contiene Mo. Los genes chlA4, chIN y chlAS5 estan implicados
en la sintesis del ACF. La incorporacién del Mo a la MPT depende de
chlG, dando lugar al Mo-co, en su forma de pteridina. Por ultimo, chlB
estaria implicado en la incorporacién del GMP al Mo-co, para dar lugar
al Mo-co en su forma de molibdopteridina guanina dinucleétido, figura 9.
Mutaciones en algunos de estos loci provocan expresion del operén de la
nitrato reductasa independiente del inductor (Pascal y Chippaux, 1982;
Pascal et al., 1982). Esto sugiere que la acumulacién de uno de los
productos de la biosintesis de Mo-co estaria actuando como efector
positivo de la transcripcién del operén de la reductasa de nitrato.
Concretamente se trata de Mo-X (Tuchi y Lin, 1987), ya que mutaciones
en el locus chiD no presentan expresion del operén de la nitrato reductasa
(Pascal et al., 1982), y el producto de este locus al igual que Mol,
interviene en el transporte del molibdeno y en la formacién de Mo-X
(Imperial et al., 1985; Ugalde et al., 1985; Johann y Hinton, 1987). Esta
induccion por Mo-X podria estar mediada por el producto de narX, ya
que esta proteina responde a nitrato y a molibdeno (Kalman y Gunsalus,
1990).

Guanosina
CHLAS derivado d(e) guanosina
CHLAL1,2y3
Precursor Z
ACF__\l
CHLN
Molibdopteridina (MPT) CHLD,

Molibdeno CHLG
intracelular «—— Mo0O,~
CHLA4 activo

Mo-co (Forma molibdopteridina)

CHLB h GMP

Mo-co (Forma molibdopteridina-
guanina dinucledtido)

Figura 9. Sintesis de Mo-co en E. coli (Rajagopalan y Johnson, 1992)
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En A. vinelandii se han aislado genes que intervienen en el
metabolismo del molibdeno. Estos genes son homélogos a los encontrados
en E. coliy K. pneumoniae. Asi, se han identificado genes que
intervienen en el transporte del molibdeno al interior de la célula.
Forman parte de un operén, modABCD, y las dos tltimas fases de lectura
abierta tienen homologia con los genes chlJ y chlD de E. coli,
respectivamente (Luque et al., 1993). Por complementacién se ha clonado
un gen cuya funcién es semejante a chlB de E. coli (F. Ramos, 1992).
También se han aislado los genes que intervienen en la biosintesis de
FeMo-co, que presentan una alta homologia a los encontrados en K.
preumoniae. Se han identificado y secuenciado los genes nifBQ (Joerger y
Bishop, 1988), nifEN (Dean y Brigle, 1985; Brigle et al., 1987) y nifUSV
(Beynon et al., 1987). Por tanto, el metabolismo del molibdeno en A.
vinelandii podria tener cierta similitud a lo encontrado en E. coli y K.
pneumoniae.

28



2. MATERIALES Y METODOS



Estirpes bacterianas, plasmidos y fagos

2.1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLASMIDOS Y FAGOS

Tabla I. Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN
O REFERENCIA

Azotobacter vinelandii

Uwe Nif-6 (I- II*) Rifr W. Brill
UW136 Rifr W. Brill
MV92 nifB::TnS, Rifr F. Luque
MV93 nifB::TnS, Rifr F. Luque
MV94 nifB::TnS, Rifr F. Luque
MV376 nifL::KISS, Rifr G. Blanco
MVS511 ntrC511 C. Kennedy
MV724 ntrA:TnS, Riff C. Kennedy
AS30 Nif-6- (I II*), Nas* Nis-, Riff F. Luque
AS36 Nif-6 (I IT*), Nas- Nist, Riff F. Luque
AS61 Nif-6- (I" II'*+), Nas~ Nis~, Riff F. Luque
AS236 Nast Nis-, Rifr F. Ramos
AS237 Nas- Nist, Rifr F. Ramos
AS238 Nas- Nis-, Rifr F. Ramos
AS249 nasl::TnS, Rifr F. Ramos
AS251 nasB::TnS, Rifr F. Ramos
AS252 nas4::TnS, Rifr F. Ramos
AS253 chiB::TnS, Rifr F. Ramos
AS257 nasA::TnS, Rifr F. Ramos
AS401 nifB::Q, Riff Esta tesis
AS402 fdxN:.Q, Rifr Esta tesis
AS403 nif0::Q, Rift Esta tesis
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, plismidos y bacteriéfagos
utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O _BACTERIFAGO O FENOTIPO O REFERENCIA

Azotobacter vinelandii

AS404 nifQ::Q, Rifr Esta tesis
AS406 nif0::TnS-B20, Rifr Esta tesis
AS407 nifB::TnS-B20, Rifr Esta tesis
AS409 nifB::TnS$, nifB::Q, Riff Esta tesis
AS410 nifB::TnS, fdxN::Q, Riff Esta tesis
AS411 nifB::TnS, nifO::Q, Rifr Esta tesis
AS412 nifB::Tn5, nifQ::Q, Rifr Esta tesis
AS419 nifO::Tn5-B21, Rifr Esta tesis
AS423 nifB::Tn5,nifO::Tn5-B21, Riff Esta tesis
AS430 nasR::Q, Rifr Esta tesis
AS431 nasS::Q, Rifr Esta tesis
AS432 nasS::Q, Rifr Esta tesis
AS433 UW136 con una insercién del Esta tesis

cassette Qen el punto Bg/ll de
la regién nasSR

AS434 nasS::KIXX, Rifr Esta tesis
AS435 ntrC511, Rifr Esta tesis
AS438 nasB::TnS-tet, Riff Esta tesis
AS439 nasB::TnS, nasS::KIXX, Rifr Esta tesis
AS440 ®nasA-lacZ, nasAB, Rift Esta tesis
AS441 DnasA-lacZ, nasAB, Esta tesis
ntrA::TnS, Rifr
AS442 ®nasA-lacZ, nasAB, Esta tesis
ntrC::TnS$, Rifr
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Estirpes bacterianas, plasmidos y fagos

Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos

utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O _BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN
O REFERENCIA

Azotobacter vinelandii
AS443

AS444

AS445

AS446

AS447

AS4438

AS449

AS450

AS451

AS452

AS453

AS454

AS455

AS456

®nasA-lacZ, nasAB, nasS::Q,
Rifr

®nasA-lacZ, nasAB,
nasSnasR:.Q, Rifr

®nasA-lacZ, nasAB,
nasS::KIXX, Rifr

®nasA-lacZ, nasAnasB:: Tn3,
Rifr

bnasA-lacZ, nasAB,
nasSnasR::Q, nasB::Tn5, Riff

®nasA-lacZ, nasAnasB::TnS-
tet, nasS::KIXX, Rifr

®nasA-lacZ, nasAB,
nas-1::TnS$, Rifr

®nasA-lacZ, nasAB,
nas-4::Tn3, Rifr

dnasA-lacZ, nasAB,
chiB::Tn5, Rifr

®nasS-lacZ, nasSR

®nasS-lacZ, nasSR, ntrA::TnS5,

Rifr

bnasS-lacZ, nasSR, ntrC::TnS5,

Rifr

®nasS-lacZ, nasS::Q, Rifr

®nasS-lacZ, nasSnasR::Q, Rifr

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Materiales y Métodos

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

ESTIRPES, PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O _BACTERIFAGO O FENOTIPO O REFERENCIA

Azotobacter vinelandii

AS457 ®nasS-lacZ, nasSR, Esta tesis
nasB::Tn5, Rifr

AS458 ®nasS-lacZ, nasSR, Esta tesis
nas-1::TnS, Rifr

AS459 ®nasS-lacZ, nasSR, Esta tesis
nas-4::Tn5, Rifr

AS460 ®nasS-lacZ, nasSR, Esta tesis
chilB::TnS, Rifr

AS464 ®nasA-lacZ, nasAB, Esta tesis
nifB::TnS, Rifr

AS465 ®nasA-lacZ, nasAB, nifO::Q, Esta tesis
Rifr

Rhizobium fredii

HH103 Silvestre Dowdle y

Bohlool
RS1 nasA::Q Esta tesis
RS2 nasB::Q Esta tesis

Escherichia coli

71-18 Allac-pro], F'llaclQ, F. Luque
lacZAM15, proAB], supE

S17-1 thi, pro, hsdR, recA, Spct J.E. Ruiz

HB101 leuB1, proA2, thi-1, ara-14, J. Casadesus

hsdR, hsdM, recA, supE, rpsL
(Smr), galK, lacY, mtl-1,
xyl-15

KW251 F-, supE44, galK2, galT2, Promega
metB1, hsdR, mcrBl, mcrA,
argA81::Tnl0, recD1014
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Estirpes bacterianas, plasmidos y fagos

Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, pldsmidos y bacteriofagos

utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN
O REFERENCIA

Escherichia coli
NCM631

Plasmidos

pCB267

pCK3
pHP45Q
plZ11

pIZ227

pMAS19.1, pMAS19.2

pMAS19.4

pMAS19.5

pMAS20

pMAS21

pMAS92, pMAS93,
PMAS94

Tct, hsdS, gal (\DE3::lacl,
lacUV5::Tn7 POL), Tnl0

Pldsmido utilizado para
construir las fusiones en los
promotores estudiados en A.

vinelandii, Ap*
(nifACxp, PnifB-Km), TcT
Tra-, Apf, Q (Smf, Spr)

Cointegrado de pRZ131 y de
pCU101

Cointegrado de pRZ131 y de
pCU101

Insercién de Q en cada uno de
los cortes de restriccion Sall del
fragmento cromosémico
clonado en el pldsmido pRM19

Insercién de Q en €l corte Xhol
del pldsmido pRM19

Insercién de Q en el corte Bg/II
del pldsmido pRM19

Igual que pPRM19, pero el
fragmento cromosémico
clonado se orienta en direccién
contraria

Fragmento Bg/II-EcoRI del
plasmido pMAS20 clonado en
pTZ19R

Fragmentos cromosémicos
EcoRI que contienen el
transpos6n TnS que provoca la
mutacién en las estirpes MV92,
MV93 y MV94 clonados en el
pldsmido pTZ19R

E. Santero

F. Govantes

C. Kennedy
F. Luque

A. Contreras

F. Govantes

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, pldsmidos y bacteriéfagos
utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN
O REFERENCIA

Plasmidos

pMAS941

PMAS941.1

pMAS941.20

pMAS941.21

pMAS941.3, pMAS941.4

pMAS941.5, pMAS941.6

pMAS30.3, pMAS36.1

pMAS30.1

pMAS30.14

pMAS30.15

pMAS30.16

pMAS3.2

Fragmento EcoRI de 3.7 kb del
fago recombinante AS7 clonado
en pTZ19R

Insercién de Q en uno de los
cortes de restriccién Sphl del
pldsmido pMAS941

Fragmento Sphl-EcoRI del
pldsmido pMAS941 en
pTZ19R

Insercion de Q en el punto de
restriccién Narl del pldsmido
pMAS941

Insercién de © en cada uno de
los cortes de restriccion Xhol
del plasmido pMAS941

Insercion de Tn5-B20 en el
pldsmido pMAS941

Césmidos de R. fredii que
complementan los mutantes
AS30, AS36 y AS61 de A.
vinelandii

Césmido de R. fredii que
complementa los mutantes
AS30 y AS61 de A. vinelandii

Fragmento BamHI de 4.5 kb
del césmido pMAS30.3
clonado en pRK404

Fragmento BamHI de 5.5 kb
del césmido pMAS30.3
clonado en pRK404

Fragmento BamHI de 10 kb del
césmido pMAS30.3 clonado en

pRK404
Fragmento EcoRI de 3.2 kb del

césmido pMAS30.3 clonado en

PTZ19R

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos

utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN
O REFERENCIA

Plasmidos

pMAS4.2

pMAS3.2Q

pMAS4.20

pPMAS39

pMAS39.320

pMAS39.420

pMAS30.320

pMAS30.420

pMP092

pMP220

pPN12

pPN61.2

pPN61.8

Fragmento EcoRI de 4.2 kb del
césmido pMAS30.3 clonado en
PTZ19R

Insercién del cassette Q en la
diana Bg/II del pldsmido
pMAS3.2

Insercién del cassette Qen la
diana Bg/II del pldsmido
pPMAS4.2

pMP092 con los genes sacB-
sacR de B. subtilis, Tctf, Km!

PMAS39 con el inserto de
pMAS3.2Q

PMAS39 con el inserto de
pMAS3.40

pMAS30.3 con la insercién del
cassette Q del pldsmido
pMAS32Q

PMAS30.3 con la insercién del
cassette Q del pldsmido
pMAS420

Vector de clonacién de amplio
rango de hospedador

Plasmido utilizado para
construir las fusiones en el
promotor nasAB de R. fredii,

Tct

PnasAB de A. vinelandii
clonado en pCB267

PnasSR de A. vinelandii
clonado en pCB267

Fragmento Sall de 1 kb de
pRM19 clonado en pTZ19R

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

H. Spaink

H. Spaink

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, pldsmidos y bacteriéfagos

utilizados.

ESTIRPES, PLASMIDO
O _BACTERIFAGO

GENOTIPO
O FENOTIPO

ORIGEN

O REFERENCIA

Pldsmidos

pPN61.8A2-KIXX

pPNR2

pPNR2R

pRK2013

pRK404

pRM12

pRM19

pTZ18R

pTZI9R

pUC4-KIXX
pUM24

Delecién del fragmento Sall de
1 kb de pPN61.8 € insercidn
del cassette Q

PnasAB de R. fredii en
orientacion inversa clonado en
pMP220

PnasAB de R. fredii clonado en
pMAS220

Trat, Kmr

Vector de clonacién de amplio
rango de hospedador, derivado

de pRK290, Mob, TcT

Fragmento EcoRI de 7 kb de
Anas3.1

Fragmento EcoRI que contiene
la regién nasSR clonado en
pTZ19R

Vector multifuncional. Contiene
una regién de multiples dianas
de clonacién, se puede utilizar
para secuenciar ADN y para la
expresion in vivo de la zona
clonada. Tra-, Apf

Igual que pTZ18R, pero la
regién de miltiples dianas de
clonacién se orienta en
direccién contraria

Tra-, Apf, KIXX (kmr)

Pldsmido con los genes sacB-
sacR de B. subtilis, ApT, km!

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Figurski y
Helinski, 1979

F. Luque

F. Ramos

F. Ramos

F. Luque

F. Luque

F. Luque

G. Blanco
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Tabla I (cont.). Estirpes bacterianas, pldsmidos y bacteriéfagos

utilizados.
ESTIRPES, PLASMIDO GENOTIPO ORIGEN
O BACTERIFAGO O FENOTIPO O REFERENCIA

fagos

AS7 Bacteriofago recombinante que Esta tesis
contiene la regién cromosémica
que corrige las mutaciones de
las estirpes MV92, MV93 y
MV94

AB20 Portador de Tn5-B20 para F. Romero
hacer fusiones

AB21 Portador de Tn5-B21 para F. Romero
hacer fusiones

39



Materiales y Métodos

2.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.2.1. Azotobacter vinelandii

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

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

MgSO4 x THrO 02g
CaClp * 2H70 S5mg
NaCl 02¢g
Solucién Fe-EDTA Iml
NapMoOg4 * 2H20 0.29 mg
Sacarosa 20¢g
Tampén fosfato 0.5 M (pH 7.5) 40 ml
H»0 hasta 11

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/l), nitrito sddico (0.2 g/1) o nitrato aménico (1
g/).

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

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

2.2.2. Rhizobium fredii

Para cultivar las estirpes de R. fredii se utilizaron diferentes
medios de cultivo dependiendo de la finalidad del experimento. Cuando se
trataba de medios de cultivos liquidos se incubaron en un agitador orbital
a 180 r.p.m. Los cultivos sélidos, por su parte, se hicieron afiadiendo a
los anteriores 15 g/l de agar ADSA-MICRO. La temperatura de
incubacién fue de 28°C.

El medio rico empleado fue TY (Beringer, 1974). Su composicion
es la siguiente:

Extracto de levadura 3g
Triptona 58
CaClp 05¢g
H»0 hasta 11

Finalmente el pH debe ser ajustado a 6.8-7 y el medio se autoclava
20 minutos a una atmésfera de sobrepresion.

Cuando se quiso analizar el efecto de la fuente de nitrégeno se
empled el siguiente medio:

KHoPO4 7.4 mM
K7>HPO4 5.8 mM
MgSO4 2.5mM
FeCsl 37 uM
CaClp 0.67 mM
Succinato sddico 10 mM

Suplementado con glutamato sédico (10 mM), NO3K (10 mM),
NO3NH4 (10 mM) 6 CINH4 (10 mM) como fuente de nitrégeno.
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Materiales y Métodos

2.2.3. 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/). El agar de cobertera, utilizado en las infecciones con fagos, llevaba
7.5 g/l de agar.

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

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Na(l 5g
H>0 hasta 11

El pH se ajusta a 7.2 con NaOH

Para experimentos de infeccién con el fago A se afiadia ademads
MgSOy4 * 7TH20 10 mM. En estos experimentos se usaba también el medio

TBMM:

Triptona 10g
NaCl 5¢g
MgCl, 10 mM
Maltosa 2g
H»0 hasta 11

En los experimento de secuenciacién de ADN, para el aislamiento
de ADN de cadena simple, la estirpe de E. coli se crecia en el medio 2 x
YT:

Triptona 16 g
Extracto de levadura 10g
NaCl 10g
H»>0 hasta 11
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Medios y condiciones de cultivo

En ciertos experimentos se empleé el medio minimo E, cuya

composicion x50 es:

MgSO4 * TH20
Acido citrico
K,HPO,

CINH,

NapHPO4 % 2H20

H»0

25¢g
25¢
125 g
11¢g
328 ¢

167.5 ml

Antes de usar se diluye a 1x con agua destilada estéril y las

siguientes soluciones, por litro:

Glucosa 20%

B1 (Tiamina 5 pg/ml)

2.2.4. Agentes selectivos

10ml
0.5ml

Para la selecciéon e identificacién de diferentes estirpes y
plasmidos se utilizaban agentes a las siguientes concentraciones (en

pg/ml):

A. vinelandii

Espectinomicina 10
Kanamicina 2
Tetraciclina 4
Acido nalidixico 20
Ampicilina 50

E. coli R. fredii
100 50
40 50
20 4
25 20
100 -
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Materiales y Métodos

44

Cloranfenicol
KCl103
Estreptomicina
Rifampicina
X-gal

IPTG

A. vinelandii

12250

10

15

E. coli

25

100

15

50

50

R. fredii



2.3 TAMPONES Y SOLUCIONES

2.3.1. Tampoén fosfato 0.5 M, pH 7.5

KH>PO4 10.88 g
K>HPO4 73.12 g
HO hasta 11

2.3.2. Soluciéon de Fe-EDTA

Solucion A:

EDTA 4cido libre 16 g
KOH 104 g
Hy0 hasta 186 ml

Soluciéon B:
FeSO4 * TH2O 137 g

H»yO 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
proporcién 24:1 se mezclaba en volimenes iguales con una solucion de

fenol saturada con tampén 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

Solucion I:
Glucosa
EDTA
Tris-HCl pH 8

Solucién II:
NaQOH
SDS

Solucién III:
Acetato potdsico

Acido férmico

2.3.6. Tampoén STE

Sacarosa
Tris-HCI pH 8
NaCl

EDTA

Tritén X-100

2.3.7. CTAB/NaCl

NaCl
CTAB
H,O

Se calentaba a 65°C hasta disolverlo completamente.
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50 mM
10 mM
25mM

02N
1%

3M
1.8 M

24 mM
10 mM
0.1M
0.1 mM
5%

4.1¢g
10g
hasta 100 ml



Tampones y soluciones

2.3.8. Tampon TE

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

2.3.9. Tampon TES

Tris-HC1 10 mM, EDTA 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8.

2.3.10. Tamp6én TESL

Similar al TES pero 100 veces menos EDTA y NaCl.

2.3.11. Tampén SSC (x20)

NaCl 3 M, citrato sédico 0.3 M, pH 7.

2.3.12. Tampon TAE (x50)

Trisma base 242 g
Acido acético glacial 57.1ml
EDTA 0.5 M (pH 8) 100 ml
H,O hasta 11

2.3.13. Tampén TBE (x10)

Trisma base 162 g
Acido bérico 275 ¢
EDTA sal disédica 95¢g
H>O hasta 11

47



Materiales y Métodos

2.3.14. Tampon de lisis para Azotobacter vinelandii

SDS 0.2 %, 2 x SSC

2.3.15. Tampones para digestiones con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccién se realizaban con el
tamp6én adecuado a cada enzima suministrado por la propia casa
comercial (Promega).

2.3.16. Tampon para el ligamiento de ADN

Se utilizaba el tampén suministrado por Promega.

2.3.17. Tampén Z para B-galactosidasa

NasHPO4 % 2H20 106 g
NaH>PO4 % 2H>O 624 g
KCl 075 g
MgSOy4  THyO 0.246 g
B-mercaptoetanol 2.7 ml
HyO hasta 11
Ajustarel pHa 7

2.3.18. Tampon SM

NaCl 58¢g
MgSO4 « 7THy0 2g
Tris-HC1 1 M, pH 7.5 50 ml
Gelatina 0.1 %
H,0 hasta 11
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Tampones y soluciones

2.3.19. Soluciones para el marcaje y deteccion de ADN

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

Soluciones de lavado de los filtros que contienen el ADN a
analizar:

1. 2xSSC; SDS, 0.1%.

2. 1xSSC; SDS, 0.1%.

3. 0.1xSSC; SDS, 0.1%.

Tamp6n 1: Tris-HCI, 100 mM; NaCl, 150 mM; pH 7.5

Tampén 2: Reactivo de bloqueo, 2% en tampén 1.

Tamp6n 3: Tris-HCI, 100 mM; NaCl, 100 mM; MgClp, 50 mM;
pH 9.5

2.3.20. Solucion de ADN de esperma de arenque

El ADN de esperma de arenque se disolvia a una concentracion
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.

2.3.21. Soluciones para electroforesis de proteinas
Solucién para el gel de resolucion:
Acrilamida 40%
N-N' metilen-bis-acrilamida 1%
Filtrar y guardar a 4°C, no més de un mes
Solucién para el gel de apilamiento:
Acrilamida 40%
N-N' metilen-bis-acrilamida 1%

Filtrar y guardar a 4°C, no més de un mes
Tampén de resolucion x4: Tris-HC1 1.5 M; SDS, 0.4%; pH 8.8
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Tampoén de apilamiento x4: Tris-HCI 0.5 M; SDS, 0.4%; pH 6.8

Tampén de electrodos x10:

Trisma base 025 M
Glicina 1.92 M
SDS 1%

Tampon de equilibrio x2 (tamp6n de lisis x2):

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

2.3.22. Soluciones para electroforesis de secuenciaciéon de
ADN

Geles al 4% Geles al 6%

Acrilamida 40¢ 60 g
N-N' metilen-bis-acrilamida 24 ¢ 32¢g
Urea 460 g 460 g
TBEx10 100 ml 100 ml
H>O hasta 11 hasta 11
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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 recogian 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 tampén. Las células de R. fredii
se permeabilizaban con MTAB, 20 pg/ml. La mezcla de ensayo contenia:

MOPS-KOH 0.5 M, pH 7.0 0.4 mi
KNO3 100 mM 0.2 ml
Metil violégeno 1.5 mM 0.2 ml
CNOK 10 mM 0.2ml
Células y HyO 0.8 ml
Na2S204 (8 mg/ml en NaHCO3 95 mM) 0.2ml

La mezcla se incubaba a 30°C durante 60 minutos cuando los
ensayos se realizaban con células de A. vinelandii y durante 15 minutos
cuando se trataba de R. fredii. 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:

Tampoén fosfato 0.5 M, pH 7.5 0.2 ml
NaNO; 10 mM 0.1 ml
Metil violégeno 1.5 mM 0.14 ml
H0 0.26 ml
Células 0.2 ml
NaS204 (26 mg/ml en NaHCO3 0.29 M) 0.2 ml
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La mezcla se incubaba a 30°C durante 60 minutos cuando los
ensayos se realizaban con células de A. vinelandii y durante 15 minutos
cuando se trataba de R. fredii. La reaccién se detenia por agitacién
vigorosa hasta oxidar completamente el metil violégeno. Se centrifugaba
y se tomaba una muestra diluida 10 veces en agua para determinar la
concentracién de nitrito.

2.4.3. Actividad (-galactosidasa

A partir de cultivos en fase exponencial se tomaban muestras y se
les afiadia tamp6n Z hasta un volumen final de 1 ml, 25 pul de cloroformo
y 25 ul de SDS 0.1 %. Tras incubar 10 minutos a 30°C se afiadian 200 ul
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 NapCO3 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 DOgoonm)], donde t es el tiempo desde la adicién de
ONPG hasta que se afiadié el NapCO3 en minutos, v es el volumen de
cultivo en ml y DOgonm corresponde al cultivo de partida.
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2.5. METODOS ANALITICOS

2.5.1. Determinacion de nitrito

La determinacién de nitrito se realizaba segin 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
Solucion 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 éptica a 540 nm. Se realizaba una recta de calibrado
con nitrito sédico.

2.5.2. 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%

Tartrato NaK 0.16%

SDS 1%
Solucién B:

CuSOq * SH2O 4%
Soluciéon C:

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

Solucidén D:

Folin 1:1 con agua destilada.
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El procedimiento era el siguiente: a 1 ml de muestra diluida en
NaOH 0.1 N con 20-40 pg 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 solucion D y se incubaba otros 45 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se media la absorbancia a 750 nm. La recta patrén se hacia
con ovoalbiimina bovina disuelta en NaOH 0.1 N.

2.5.3. Medidas de pH

El pH de las soluciones se determinaba utilizando un pH-metro
"Crison" modelo micropH 2001.

2.5.4. Medidas espectrofotométricas

Se llevaban a cabo utilizando un espectrofotéometro Pharmacia
LKB modelo Novaspec II.
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2.6. ANALISIS DE PROTEINAS
2.6.1. Preparacion de extractos para electroforesis

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

2.6.2. Electroforesis de proteinas en ceondiciones desnatura-
lizantes

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):

Miosina 200000
B-galactosidasa de E. coli 116250
Fosforilasa b de musculo de ratén 97400
Seroalbimina de vaca 66200
Ovoalbimina de gallina 45000
Anhidrasa carbénica de vaca 31000
Inhibidor de tripsina 21500
Lisozima de gallina 14400

2.6.3. Deteccion de proteinas en geles de poliacrilamida
mediante tincion

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se tefifan
introduciendo el gel en una solucién acuosa de azul de Coomassie al
0.25%, metanol al 40% y 4cido acético al 10%. Tras 1 hora de tincion, se
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lavaba varias veces con una solucién de metanol al 40% y acido acético al
10%.

2.6.4. Deteccion de proteinas en geles de poliacrilamida
mediante autorradiografia

Posteriormente, los geles se secaban sobre un filtro Whatman
3MM a 80°C, durante 2 horas, en un secador de geles Hoefer modelo SE
1160 conectado a una bomba de vacio.

Los geles se aplicaban a una pelicula de rayos X (Kodak X-OMAT
S Film) y se introducian en carcasas de exposicién que se mantenian a
—70°C hasta el momento del revelado de la pelicula, que se realizaba con
productos suministrados por Valca siguiendo las instrucciones del
fabricante.

2.6.5. Expresion de proteinas de A. vinelandii en E. coli

Se empleaba el sistema de la ARN polimerasa de T7 (Tabor y
Rychardson, 1985). La estirpe NCM631 de E. coli lleva, en su
cromosoma, €l gen de la ARN polimerasa de T7 clonado bajo el
promotor Pjac de E. coli y su expresién es, por tanto, inducible por
IPTG. Para mantener bajos niveles basales de ARN polimerasa de T7 se
introducia por transformacion el plasmido pIZ227, portador del represor
de Plac. Los fragmentos de ADN de A. vinelandii cuya expresién se
queria estudiar estaban clonados en pTZ19R, bajo un promotor
dependiente de la ARN polimerasa de T7. Estos plasmidos se introducian
por transformaciéon en NCM631/pIZ227. El marcaje especifico de los
productos proteicos de los genes de A. vinelandii se hacia de la siguiente
manera: la estirpe NCM631 con la combinacién de dos pldsmidos
correspondientes (plasmido con represor mas plasmido con genes de
Azotobacter vinelandii) se incubaba a 37°C y con agitacién en medio rico
de Luria-Bertani hasta que alcanzaba una DOgoonm de 0.4. En este
momento se lavaba el cultivo con el medio minimo E, se resuspendia en
ese mismo medio, se afiadia IPTG a 1 mM de concentracién final para
inducir la produccién de ARN polimerasa de T7 y se volvia a incubar
durante 2 horas. A continuacién se afiadia rifampicina a 200 ug/ml, que
inhibe la ARN polimerasa de E. coli pero no la de T7, y se incubaba 30
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minutos. Finalmente, a 1 ml de este cultivo se le afiadian 10 pl (10 puCi)
de una mezcla de metionina y cisteina marcadas con 35S, se incubaba
otros 5 minutos, se recogian las células por centrifugacién, se
resuspendian en 100 pl de tampén de equilibrio y se sometian a una
temperatura de 95-100°C durante 5 minutos. Los extractos proteicos asi
obtenidos se sometian a electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y
se analizaban mediante autorradiografia.
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2.7. METODOS GENETICOS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.7.1. Mutagénesis de pMAS941 con Tn5-B20

Para lograr fusiones lacZ en pMAS941 se introducia este pldsmido
en la estirpe S17-1 de E. coli. Esta estirpe era entonces infectada con A-
B20, vector de Tn5-B20. La seleccion se hacia en cajas de medio Luria-
Bertani con kanamicina. Sélo crecian aquellos en que se hubiera
producido un salto del transposén, bien al cromosoma, bien al plasmido
PMAS941. Se aislaban los plasmidos de las colonias resultantes y se
transferian por transformacién a la estirpe 71-18 de E. coli,
seleccionando de nuevo el paso de la resistencia a kanamicina y el de la
resistencia a ampicilina del plasmido. A las colonias resultantes se les
estudiaba el pldsmido que contenian, esperandose que cada insercién de
Tn5-B20 fuese diferente en cada caso.

2.7.2. Conjugacion
2.7.2.1 Azotobacter vinelandii

Generalmente, se mezclaban 1 ml de E. coli y S ml de A.
vinelandii de cultivos estacionarios. La mezcla se centrifugaba y se
depositaba en una caja de BSNA, donde se incubaba a 30°C durante 15
horas. La mezcla obtenida se plaqueaba en el medio selectivo adecuado.

En ocasiones se afiadia a la mezcla inicial 1 ml de cultivo de
HB101/pRK2013 como coadyuvante.

2.7.2.2. Rhizobium fredii

Las conjugaciones bacterianas para la transferencia de pldsmidos
desde E. coli aR. fredii se realizaron mezclando 1 ml del cultivo en fase
estacionaria del rizobio con 0.5 ml de la estirpe de E. coli. Dado que los
plasmidos que se emplearon no eran autotransmisibles, se necesitaba la
presencia de un pldsmido coadyuvante. En estos casos se conjugaba
también la estirpe HB101/pRK2013. Posteriormente se centrifugaba la
mezcla, se descartaba el sobrenadante y se resuspendian las células en 100
ul de TY. Esta suspension se depositaba en la superficie de una caja de
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Petri con TY. Finalmente la conjugacion se incubaba durante 24 h a 28°C,
se recogia y se extendia en el medio selectivo apropiado.

2.7.2.2. Escherichia coli

En el caso de la transferencia de plasmidos a E. coli se realizaron
mezclando 1 ml de cultivo en fase estacionaria de cada estirpe de E. coli.
Ademés, se afiadia 1 ml de la estirpe HB101/pRK2013 6 HB101/pCU101
como pldsmidos coadyuvantes. La mezcla se centrifugaba y se depositaba
en la superficie de una caja de Petri con Luria-Bertani. La conjugacién se
incubaba durante 12 h a 37 °C, se recogia y se extendia en el medio
selectivo apropiado.

2.7.3. Transformacién
2.7.3.1. Azotobacter vinelandii

Para obtener células competentes se seguia el procedimiento
descrito por Page y von Tigerstrom (1979), con algunas modificaciones.
Se partia de un preinéculo 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 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 ADN plasmidico se utilizaba el método descrito
por Glick et al. (1985), ligeramente modificado. Se concentraban las
c€lulas competentes 10 veces en medio TF. Se afiadia la solucion de ADN
y se incubaba a 30°C durante 30 minutos. A continuacién se afadian 10
volimenes de medio TF y se continuaba incubando una hora més. Por
ultimo se sembraba en el medio selectivo adecuado.
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2.7.3.2. 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 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
optica 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 CaCly 50 mM preenfriado, y se mantenia en hielo durante 30
minutos. Transcurrido ese tiempo, la suspensioén se centrifugaba y se
resuspendia en 1/100 del volumen inicial de CaClp 50 mM vy 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 se podian mantener la competencia
durante un periodo de 6 meses. Para comprobar en cada momento el
estado competente, se hacian transformaciones con 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 mantenia 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 seleccion
apropiados.

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 o del gen lacZ (Ullman et al.,
1967), el medio de seleccién se suplementaba con IPTG (0.2 mM) y X-gal
(50 pg/ml).
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2.7.4. Infecciéon

Para obtener calvas de lisis de los bacteriéfagos recombinantes de
una genoteca de A. vinelandii construida en AGEM12, se empleaba un
cultivo en TBMM de la estirpe KW251 de E. coli. Este cultivo se
centrifugaba y se resuspendia en medio volumen de SM. Se tomaba 100 pl
y se les afiadia 10 pl de suspensién de fagos. La mezcla se incubaba a
37°C durante 20-30 minutos y se sembraba, con agar de cobertera, en
cajas de medio de Luria-Bertani suplementado con MgSQO4 10 mM, que se

incubaban 15-24 horas a 37°C.

2.7.5. Aislamiento de ADN
2.7.5.1. 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 amoénico y
polietilénglicol (Ausubel et al., 1989).

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
concentracién final de 20 pg/ml.
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2.7.5.2. Aislamiento de ADN cromosémico de A. vinelandii
2.7.5.2.1. 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 centrifugacién y
se lavaban con NaCl al 3%. Se resuspendian en 10 ml de TES y se les
ahadia 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
ahadia proteinasa K a 0.5 mg/ml y se incubaba en agitacion 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.

2.7.5.2.2. Aislamiento de ADN cromosémico para transforma-
cion

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 s6dico 15mM
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.

2.7.5.3. Aislamiento de ADN de A

Se mezclaban 50 pl de una suspensién de bacteriéfagos con 100 pl
de un cultivo de E. coli KW251 resuspendido en SM. Se incubaba a 37°C
durante 20 minutos y se pasaba a un matraz con 100 ml de Luria-Bertani
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suplementado con MgSO4 10 mM y maltosa al 0.2% que se incubaba a
37°C durante una noche y con agitaciéon vigorosa. Se afiadian 5 ml de
cloroformo, se incubaba en hielo durante 30 minutos y se centrifugaba.
Al sobrenadante se le afiadia ADNasa (1 pg/ml) y ARNasa (10 pg/ml) y
se incubaba a 37°C durante 30 minutos. Se afiadia NaCl a concentracion
final de 1 M y polietilénglicol (PEG 6000) al 10% (p/v). Se disolvia a
temperatura ambiente, se incubaba una hora en hielo, se centrifugaba a
11000 g durante 10 minutos a 4°C y se eliminaba el sobrenadante. El
resto se dejaba secar 5 minutos y se resuspendia en 2 ml de SM. Esto se
repartia en tubos Eppendorf. A cada tubo se le afiadia el mismo volumen
de cloroformo:isoamilico en proporcién 1:24, se mezclaban bien, se
centrifugaba 5 minutos y se recogia la fase acuosa. Para lisar los fagos se
afiadia EDTA a 20 mM de concentracion final, proteinasa K a 50 pug/ml y
SDS al 0.5% y se incubaba a 65°C durante 1 hora. Después se afiadian 150
ul de NaCl 5M y 80 ul de CTAB/NaCl, mezclando bien tras cada adicidn,
y se incubaba 10 minutos a 65°C. Se afiadia el mismo volumen de
cloroformo:isoamilico, se centrifugaba 5 minutos, se retiraba la fase
acuosa y se trataba con el reactivo de Holmes-Bonner. Por ultimo, el
ADN se precipitaba con dos voliimenes de etanol a -20°C durante 30
minutos, centrifugando 15 minutos, se lavaba con etanol al 70%, se secaba
y se resuspendia en tamp6n TE (100 pl/tubo).

2.7.6. Restriccion de ADN

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

2.7.7. Desfosforilacion de los extremos 5' del ADN

La desfosforilacion 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 reaccion se detenia calentando la reaccién a 65°C durante
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45 minutos en presencia de EGTA a una concentracién final de 10 mM,
fenolizacién y precipitacién con etanol.

2.7.8. Relleno de extremos cohesivos

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

2.7.9. Ligamiento de ADN

Las moléculas de ADN cortadas con las endonucleasas de
restricciéon adecuadas se mezclaban y se precipitaban con etanol, se
lavaban con etanol al 70% y se resuspendian en 9 pul de tampén de
ligamiento. Luego se afiadia 1 pl (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.

2.7.10. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

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

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
camaras Polaroid.

2.7.11. Purificacion de fragmentos de restriccion 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 porcion de agarosa con
el fragmento en cuestién se cortaba y el ADN se purificaba con el "kit
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geneclean" suministrado por BIO 101 Inc., siguiendo las instrucciones de
los fabricantes.

ADN MBamHI ADN MEcoR1I ADN MHindlllT ADN A/Smal ~ ADN pGEM-3

16841 %x21226 x23130 564 %19399 2645 396
7233 7421 9416 125 12220 1605 350
*6770 5804 6557 %8612 1198 222
6527 5643 *x4361 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.

2.7.12. 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.

2.7.12.1. Transferencia de ADN a filtros de nailon

Una vez que el ADN se habia sometido a electroforesis en gel de
agarosa, los fragmentos se transferian a filtro de nailon (Hybond-N,
Amersham). Para ello el gel se sumergia en HCl 0.25 N durante 15
minutos. Luego se lavaba con agua destilada y se incubaba en una solucion
de NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M durante 30 minutos. La transferencia se
realizaba por presion 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 exposicion a
luz ultravioleta durante 2 minutos.

Para las hibridaciones contra la genoteca, las cajas donde estaban
las calvas de lisis originadas por los bacteriéfagos recombinates se

65



Materiales y Métodos

dejaban una hora en frio. Luego se colocaba un filtro sobre las calvas y se
dejaba 5 minutos, tras los cuales el filtro se incubaba 15 minutos sobre
papel Whatman 3MM saturado con una solucién de NaOH 0.5 M y NaCl
1.5 M, se secaba en papel Whatman 3MM y se incubaba de nuevo en el
mismo soporte saturado esta vez con Tris-HC1 0.5 M, pH 7.5, NaCl 1.5 M
y EDTA 0.001 M. Por dltimo se lavaba con 2xSSC y el ADN se fijaba en
el transiluminador de luz ultravioleta.

2.7.12.2. 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 ultimo caso no era necesario purificar el ADN, bastaba fundir la
agarosa antes de la reaccién de marcaje. Para ello se afadia 1.5
volimenes de TE y se calentaba a 70°C. El marcaje se realizaba siguiendo -
las instrucciones del fabricante.

2.7.12.3. Hibridacion de ADN con sondas marcadas con
digoxigenina

Se seguia las instrucciones del "kit" de la firma Boehringer-
Mannheim. Se usaba formamida en las soluciones de prehibridacién e
hibridacién. La prehibridacién se hacia a 42°C durante 6 horas en
presencia de ADN de esperma de arenque a una concentracién final de
100 pg/ml. La hibridacion 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 reaccién cromatica se producia en presencia
de NTB y X-fosfato.
2) Método quimioluminiscente Lumi-Phos 530.

En ambos casos se siguieron las instrucciones del fabricante
(Boehringer-Mannheim).
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2.7.13. Secuenciacion de ADN

2.7.13.1. Construcciéon de plasmidos conteniendo deleciones
seriadas de fragmentos de ADN a secuenciar

Para la construccion 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 digestion doble del plasmido que contiene el fragmento de ADN a
secuenciar insertado en la region de muiltiples sitios para la clonacion.
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 localizacidon relativa de las dianas debia ser como se
esquematiza a continuacion:

ADN a secuenciar

ADN a secuenciar
=N :

5!

sitio de unién sitio de unién
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
dltimo, se recircularizaba con ADN ligasa de T4, se transformaba E. coli
y se analizaba el tamafio de las deleciones de los distintos transformantes.

2.7.13.2. Aislamiento de ADN de cadena simple a partir de
plasmidos derivados de pTZ18R o pTZ19R

Para aislar ADN de cadena simple a partir de plasmidos que
llevaban un fragmento de ADN a secuenciar clonados en los vectores
pTZ18R o pTZ19R se cultivaba la estirpe 71-18 de E. coli en medio
2xYT hasta fase estacionaria a 37°C con fuerte agitacién. Se recogia las
células por centrifugacion, se afiadia PEG/NaCl al sobrenadante y se
incubaba durante una hora en hielo para precipitar las particulas de fagos.
El sedimento se resuspendia en agua y se trataba con el reactivo de
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Holmes-Bonner y después con cloroformo:isoamilico. Se afiadia acetato
sodico 3 M, pH 4.8 y se precipitaba con etanol. Por tltimo, se lavaba con
etanol al 70% y se resuspendia el ADN de cadena simple en agua estéril.

2.7.13.3. Reacciones de secuenciacion

Las reacciones de secuenciacién se llevaban a cabo utilizando los
"kit" suministrados por las casas comerciales Pharmacia
("T7Sequencing™") y United States Biochemical ("Sequenase®, version
2.0"), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Estos métodos se
basan en el uso de dideoxirribonucleétidos para producir paradas
aleatorias durante la reaccién de polimerizacién. Se utilizaba ADN de
cadena simple y como nucle6tido marcado [35S]dATPoS (Amersham).

2.7.13.4. Electroforesis de las reacciones de secuenciacion en
geles de poliacrilamida

Los productos de las reacciones de secuenciacién se separaban en
geles de poliacrilamida al 6% interrumpiendo la electroforesis en unos
casos cuando el azul de bromofenol llegaba al borde del gel, y en otros
cuando el xilen-cianol salia del mismo. También se realizaban
separaciones en geles de poliacrilamida al 4%, que se interrumpfian
cuando el xilen-cianol iba a salirse. Con ello se conseguia leer
aproximadamente 250-450 bases a partir de un mismo fragmento de
ADN.

2.7.13.5. Secado y autorradiografia del gel

Terminada la electroforesis, los geles se transferian a un filtro
Whatman 3MM vy se secaban a 80°C, durante 2 horas, en un secador de
geles Hoefer modelo SE 1160 conectado a una bomba de vacio.

La exposicion de la pelicula de autorradiografia se realizaba a
temperatura ambiente.
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2.7.14. Comparacion de secuencias de aminoacidos

Las secuencias de amino4cidos se comparaba con las presentes en
los bancos de datos del paquete informéatico del Genetics Computer Group
de la Universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984), depositados en el
Centro Informitico Cientifico de Andalucia, mediante el programa
FASTA (Pearson y Lipman, 1988) de comparacién de secuencias.
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Secuencia de nucledtidos de nasSR

3.1. CARACTERIZACION DE UNA REGION REGULADORA
DE LA ASIMILACION DE NITRATO EN Azotobacter
vinelandii

En Azotobacter vinelandii se han descrito tres genes equivalentes a
los ntr de enterobacterias: ntrA, ntrB y ntrC (Santero et al., 1986;
Toukdarian y Kennedy, 1986), que regulan la sintesis de las reductasas
del nitrato y del nitrito. A partir de una genoteca de la estirpe UW136
construida en el fago A-GEM12 se habian aislado por hibridacién los
genes estructurales implicados en la asimilacién de nitrato (Ramos, 1992;
Ramos et al., 1993). Uno de los fagos recombinantes aislados, Anas3.1,
contenia parte del gen que codifica para la nitrato reductasa, nasB, el gen
de la nitrito reductasa completo, nasA, y ademds corregia la mutacién de
la cepa AS61. Esta mutacion se encontraba a 10 kb del operén nasAB, en
un fragmento EcoRI de 4 kb (Ramos, 1992). El mutante AS61 carecia
simultdneamente de actividad nitrato y nitrito reductasa y no estaba
afectado en el sistema ntr (Luque, 1987). Por esta razén se pensé que
dicho fragmento cromosémico contenia una regién, a la que se denomind
nasR, necesaria para la induccién del sistema de asimilacién de nitrato.
Para comprobar esta hipétesis se realizaron los estudios que se describen
a continuacién.

3.1.1. Delimitaciéon mediante inserciones de la region nasR

Con objeto de delimitar la regién nasR se generaron mutantes que
tuviesen insertado el elemento genético Q en la regién nasR a lo largo del
fragmento EcoRI. Se partié del plasmido pRM19. La estrategia seguida
para la obtencidén de estas inserciones se muestra en las figuras 10, 11 y
12. Dichas inserciones se introdujeron en la estirpe silvestre UW136 por
transformacién y se seleccionaron en medio minimo y espectinomicina.
Posteriormente se comprobé el fenotipo de las cepas que contenian cada
insercién en medio minimo suplementado con clorato. El resultado se
recoge en la figura 13. Las inserciones en los puntos de restriccién Sall y
Xhol provocaban resistencia a clorato, mientras que esto no ocurria en la
insercion en Bg/IIL. Las actividades nitrato y nitrito reductasa confirmaron
estos datos como se muestra en la tabla III. Los mutantes AS430
(insercién de Q en una de las dianas Sal/l de la regién nasR), AS431 (Q en
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RM

Digestién parcial
con Sl pHP45Q

Extraccion de la agarosa lBH
del ﬁagmem"l de 7kb Klenow + dATP + dGTP
Klenow + dTTP + dCTP Extraccién de la agarosa
del fragmento de 2 kb
Ligamiento
Transformacion
71-18/pMAS19.1 71-18/pMAS19.2
Q Q

[ : ¥ - 4 F : : L — |
E Bg SIUBH SIScXh E E Bg Sl S/BHScXh E

Figura 10. Delimitacién de la regién nasR. Clonacién del elemento genético Q en las
distintas dianas de restriccion Sall del fragmento EcoRI de 4 kb. La endonucleasas Sall
también tienen una diana de reconocimiento en el sitio de clonacién miiltiple del vector.
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pHP45Q
Xh
lBH

Klenow + dATP + dGTP

v

Klenow + dTTP + dCTP Extraccion de la agarosa

del fragmento de 2 kb

Ligamiento

Transformacién

|

71-18/pMAS19.4

Q

. . N A

I T T i 1 1

E Bg Sl S1 ScXh/BH E

Figura 11. Delimitacién de la region nasR. Insercién de Q en la diana de restriccién
Xhol de la regién cromosémica nasR
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pHP45Q

BH
Bg l

Extraccion de la agarosa
del fragmento de 2 kb

|

Ligamiento

Transformacién

71-18/pMAS19.5

Q

| I A

E Bg/BH Sl S1 Scxh  E

Figura 12. Delimitacién de la regién nasR. Estrategia seguida para obtener una
insercion del elemento Q en el sitio Bg/II del fragmento EcoRI.
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Estirpe  ClO;

E Bg Sl SI1ScXh E

l ! f —+— { UW136 S
AS433 S
AS430 r
AS431 r
AS432 r

Figura 13. Localizaci6én del elemento Q en el fragmento EcoRI de 4 kb y fenotipo de
los mutantes correspondientes

Tabla III. Actividad nitrato y nitrito reductasa de distintas estirpes de A.
vinelandii que presentan insertado el elemento genético Q en distintos sitios del
fragmento EcoRI de 4 kb

-N NO3- NH4*

Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS

UW136 05 18 156 264 04 22
AS430 04 2.1 1.5 36 08 38
AS431 04 1.6 1.1 3.1 04 21
AS432 07 1.0 05 21 04 1.1
AS433 05 33 148 28.3 04 2.0

Las actividades se expresan en miliunidades.
Los ensayos se realizaron con indculos que crecieron en presencia de amonio y
se pasaron a medios con distintas fuentes de N durante 15 horas
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el otro punto Sall) y AS432 (en Xhol) no presentaban ninguna de las
actividades reductasas mientras que el mutante AS433 (insercién en la
diana Bg/II) tenia unos niveles de actividad nitrato y nitrito reductasa
semejantes a UW136. Por lo que se puede concluir que la regiéon nasR
estd contenida en un fragmento Bgl/II-EcoRI de aproximadamente 2.7 kb.

3.1.2. Secuenciacion de la region nasR

Puesto que la region nasR parecia estar localizada en el fragmento
cromosémico BgIII-EcoRI de 2.7 kb, se decidié secuenciar dicho
fragmento. Para ello se realizaron subclonaciones, con enzimas de
restriccién que reconocian dianas internas, en los pldsmidos pTZ19R y
pTZ18R. También se hicieron deleciones seriadas de algunas de las
subclonaciones, siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y
Métodos, pagina 67. En la figura 14 se muestra un esquema que
representa la estrategia seguida para la secuenciacion. Utilizando los
fragmentos obtenidos se secuencié un fragmento de 2210 nucleétidos,
figura 15. Sometiendo la secuencia obtenida a un programa de andlisis de
secuencias de ADN, "codonpreference" del paquete informitico GCG,
figura 14, se encontré una primera ORF incompleta de 87 nucleétidos. A
246 nucleétidos del extremo 3' de la anterior aparecen dos ORFs
completas. La primera fase de lectura abierta completa, que se ha
denominado nasS, estd constituida por 1179 pb y a 40 pb del extremo 3'
de esta ultima se encuentra la segunda ORF formada por 579 pb,
denominada como nrasR. En la figura 15 se muestra la secuencia de
nucleétidos correspondiente a un fragmento interno EcoRV-Bgl/II de la
region EcoRI-BglII de 2.7 kb, asi como las secuencias de aminodcidos de
las tres ORFs.

En la figura 15 se seflala una posible secuencia de union a
ribosomas (5'GGAA3Z') localizada a 6 nucledtidos del primer codén
(ATG) del gen nasS. En el extremo 5' de nasR, a 8 nucleétidos del codén
de iniciacién, aparece la posible secuencia de unién a ribosomas de este
gen (5'’AGGA3)).

Entre nasS y nasR no aparece ninguna secuencia promotora. Por
tanto, estos dos genes estarian formando parte de un operén, siendo el
primer gen nasS y el segundo nasR. A 146 pb del codén de iniciacién de
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nasS se encontraria la posible secuencia promotora, 3'GTGACG-(17
bases)-TATGTC, del operén, sefialadas también en la figura 15. Dicha
secuencia es similar a otras secuencias dependientes de sigma 70 como se
puede observar en la figura 16.
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Figura 14. (A) Uso de codones (linea continua) y probabilidad de encontrar regiones
codificadoras (linea discontinua) de la secuencia de nucledtidos del fragmento EcoRV-
Bgll. (B) Localizacién de las ORFs correspondientes a los genes nasS y nasR. (C)
Estrategia de secuenciacion.

Detrds de la ORF incompleta, a 17 nucleétidos del codén de
terminacién y a 22 pb de la secuencia -35 del promotor de nasSR, se

encuentra una repeticion invertida capaz de formar un lazo en el ARNm,
5'GAAGAAGCCCCGCN;GCGGGGCTTCTTC3', con una energia de
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formacién de -22.9 kcal/mol. Dicha estructura podria actuar como un
terminador de la transcripciéon independiente de Rho. En el extremo 3'
del gen nasR existe otra secuencia de nucleétidos capaces de formar una
estructura secundaria en el ARNm, con una energia libre de formacién de
-5.1 kcal/mol, que podria actuar como un terminador de la transcripcién
independiente de Rho.

Asp Ile Tyr Arg Tyr Leu Ser Phe Asp Gln Ile Ala Glu Tyr Lys Glu 16
GAT ATC TAT CGC TAC CTG TCC TTC GAC CAG ATC GCC GAG TAC AAG GAA 48
EcoRV
Ala Ala Ala Lys Ala Glu Leu Pro Val Leu Gln Val TER 28
GCG GCC GCC AAG GCC GAA CTC CCG GTC CTC CAG GTC TAAGCGTCTCGCGCGCTGAACGAAGAA 111

-35 -10
GCCCCGCCCCGTGCGGGECTTCTTCTTTTCTGCGCTCCTGCGCTAGAGTGACGGCAAGCCGAAAGACCGATATGT 186

CCCGGCTCCTGGCGCTTCGGTTGCCTCGAGTCCAGCAACATCGGCGGTCCCAACGCGGGGCCCCATTCATCGACA 261
XhoI
Met
ATGGCGTCGTTTTCGGCCCTGCCCCAGGCAGT TGTCGAGGCGACGCCTTTTCGTCCAGCGCCGGAAAACACCATG 336
SD
Thr Asp His His Ala Thr Phe Gln Ser Gly Cys Pro Gly Leu Gly Arg Gly Ser Asp 20
ACA GAC CAC CAC GCA ACC TTC CAG AGC GGA TGC CCG GGC CTG GGT CGC GGC AGT GAT 393

Ala Pro Glu Lys Ser Ser Ile Asn Leu Gly Phe Met Pro Leu Thr Asp Ser Ala Ser 39

GCC CCC GAG AAG AGC TCG ATC AAC CTG GGC TTC ATG CCG CTC ACC GAC TCC GCC TCG 450
Sacl

Leu Ile Val Ala Ala Thr Gln Gly Phe Ala Glu Pro Tyr Gly Leu Thr Leu Asn Leu 58

CTG ATC GTC GCC GCG ACC CAG GGT TTC GCC GAA CCC TAT GGG CTG ACC CTC AAT CTC 507

Lys Arg Gln Val Ser Trp Ser Gly Leu Arg Asp Lys Leu Leu Ser Gly Glu Leu Asp 77
AAG CGC CAG GTA TCC TGG TCG GGC CTG CGC GAC AAG TTG CTC AGC GGC GAA CTG GAT 564

Ala Ala Gln Gly Leu Tyr Gly Leu Ile Tyr Ser Met Gln Leu Gly Ile Gly Gly Ala 96
GCC GCC CAG GGA CTG TAC GGA CTG ATC TAC AGC ATG CAG CTC GGC ATC GGC GGC GCA 621

Pro Ala Thr Asp Met Ala Val Leu Met Gly Leu Asn Gln Asn Gly Gln Ser Ile Asn 115
CCG GCG ACC GAC ATG GCG GTG CTG ATG GGC CTC AAC CAG AAC GGC CAG AGC ATC AAC 678

Leu Ser Thr Pro Leu Arg Gln Ala Arg Val Cys Ser Gly Glu Thr Leu Val Arg His 134

CTG _TCG ACC CCG CTC CGG CAA GCG CGG GTG TGC AGT GGC GAG ACA CTG GTC CGG CAT 735
Sall

Val Arg Gln Ser Ser Ala Asn Val Thr Leu Ala Gln Thr Phe Pro Thr Gly Thr His 153

GTG CGC CAG AGC AGC GCG AAC GTC ACC CTG GCC CAG ACC TTT CCG ACC GGC ACC CAT 792

Ala Leu Trp Leu Tyr Tyr Trp Leu Ala Ser Leu Gly Ile His Pro Leu Ala Asp Val 172
GCC CTC TGG CTC TAC TAC TGG CTC GCC AGC CTG GGC ATC CAC CCC CTC GCG GAC GTG 849

Asn Thr Leu Val Val Pro Pro Pro Gln Met Val Glu His Leu Arg Ala Gly Arg Ser 191
AAC ACC CTG GTG GTG CCG CCG CCG CAG ATG GTC GAG CAC TTG CGC GCC GGC CGA TCG 906

Figura 15. Secuencia de nucleétidos del fragmento EcoRV-Bgl/Il que contiene los
genes nasSR (parte inferior) y secuencias de aminodcidos de las proteinas que
codificarian. En negrilla se sefialan las posibles secuencias promotoras -35 y -10. Se
muestra subrayada las secuencias de union al ribosoma (SD), y con lineas discontinuas
(<--->), los nucleétidos implicados en la posible estructura terminadora de la
transcripcién de la primera ORF incompleta y del operén nasSR.
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Thr Val Ser Ala Pro Glu Ser Pro Ala Gly Pro Arg Ile Asp Gln Gly Met Gly Phe 210
ACG GTT TCT GCG CCG GAG AGC CCT GCG GGC CCA CGC ATC GAC CAG GGC ATG GGT TTC 963

Thr Ile Ala Thr Ser Gln Ser Ile Trp Pro Asp His Pro Glu Lys Ser Ser Ala Ala 229
ACC ATC GCT ACC AGC CAG TCG ATC TGG CCG GAC CAC CCG GAG AAG TCC TCG GCT GCA 1020

Pro Cys Phe Ala Glu Gln Tyr Pro Asn Thr Ala Arg Ala Leu Ile Met Ala Val Leu 248
CCG TGC TTC GCC GAG CAG TAC CCC AAT ACC GCC CGC GCC CTG ATC ATG GCC GTG CTG 1077

Asn Glu Pro Leu Ile Asp Ala Ser Glu Glu Asn Lys Ala Gly Thr Ala Gln Leu Ile 267
AAC GAG CCG CTT ATC GAC GCC AGC GAA GAG AAC AAG GCC GGC ACC GCG CAA CTG ATC 1134

Ser Ala Asn Gly Tyr Val Ala Ala Pro Arg CGln Val Ile Glu Pro Arg Phe Leu Gly 286
AGC GCC AAC GGA TAC GTG GCC GCA CCG CGC CAG GTG ATC GAA CCG CGC TTT CTC GGC 1191

Asp Tyr Glu Asp Gly Asn Gly Met Pro Gly Ala Asp Ser Met Pro Cys Ala Phe Met 305
GAC TAC GAG GAC GGC AAC GGC ATG CCT GGC GCG GAC AGC ATG CCC TGC GCT TTC ATG 1248

Gly Asp Gly Glu Val Asn Leu Pro Tyr Leu Ser Asp Gly Leu Trp Phe Met Thr Gln 324
GGC GAC GGC GAG GTC AAC CTG CCC TAT CTC TCC GAC GGT CTC TGG TTC ATG ACC CAG 1305

Phe Arg Arg Trp Gly Leu Leu Arg Glu Asp Pro Asp Tyr Leu Ala Ile Ala Thr Arg 343
TTC CGC CGT TGG GGA CTG CTG CGC GAA GAC CCG GAT TAC CTG GCC ATC GCC ACT CGG 1362

Val Gln Gln Leu Glu Leu Tyr Arg Asp Ala Ala Gly Ala Leu Gly Met Ala His Arg 362
GTG CAG CAG CTC GAA CTG TAT CGC GAT GCC GCC GGC GCT CTC GGC ATG GCG CAC CGC 1419

His Gly His Ala His Ala Thr Leu Leu Asp Gly Arg Arg Trp Asp Gly Ser Asp Pro 381
CAC GGC CAT GCG CAC GCC ACC CTG CTG GAC GGC AGG CGC TGG GAC GGC TCC GAC CCG 1476

Arg Pro Met Pro Ala Ala Ser Thr Ser Thr Pro TER 392
CGG CCT ATG CCC GCA GCT TCG ACC TCC ACG CCC TGAGCGAGCTGCCCTCCTCGGCCGATGACCA 1540

Met Leu Arg Ile Leu Leu Ile Asn Asp Thr Pro Lys Lys Val Gly Arg 16
AGGACCATCCCCATG CTG CGC ATC CTC CTG ATC AAC GAC ACG CCG AAA AAG GTC GGC CGC 1600
SD
Leu Lys Ser Ala Leu Val Glu Ala Gly Phe Glu Val Val Asp Glu Ser Gly Leu Thr 35
CTG AAA AGC GCC CTG GTC GAG GCC GGC TTC GAA GTC GTC GAC GAG TCC GGC CTG ACC 1657

Sall

Ile Asp Leu Pro Val Arg Val Glu Ala Val Arg Pro Asp Val Ile Leu Ile Asp Thr 54
ATC GAT CTG CCG GTG CGG GTC GAG GCC GTG CGC CCC GAT GTG ATC CTC ATC GAC ACC 1714

Glu Ser Pro Gly Arg Asp Val Met Glu Gln Val Val Leu Val Ser Arg Asp Arg Pro 73
GAA TCT CCC GGC CGC GAC GTG ATG GAG CAG GTG GTA CTG GTC AGT CGC GAC CGA CCA 1771

Arg Pro Ile Val Met Phe Thr Asp Glu His Asp Pro Gln Val Met Arg Gln Ala Ile 92
CGC CCG ATC GTG ATG TTC ACC GAC GAG CAC GAC CCG CAG GTG ATG CGC CAG GCG ATC 1828

Gln Ala Gly Val Ser Ala Tyr Ile val Glu Gly Ile Gln Ala GIn Arg Leu Gln Pro 111

CAG GCC GGG GTC AGC GCC TAT ATC GTC GAG GGC ATC CAG GCG CAG CGC CTG CAG CCG 1885
PstI

Ile Leu Asp Val Ala Met Ala Arg Phe Glu Ser Asp Gln Ala Leu Arg Ala Gln Leu 130

ATC CTC GAC GTG GCC ATG GCC CGC TTC GAG AGC GAC CAG GCC CTG CGC GCC CAG TTG 1942

Gln Ala Arg Glu Ala Gln Leu Ala Glu Arg Lys Arg Val Glu Leu Ala Lys Gly Leu 149
CAG GCC CGC GAG GCG CAG TTG GCC GAG CGT AAG CGC GTC GAA CTG GCC AAG GGC CTG 1999

Figura 15 (cont.). Secuencia de nucleétidos del fragmento EcoRV-Bglll que contiene
los genes nasSR (parte inferior) y secuencias de aminoédcidos de las proteinas que
codificarfan.
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Leu Met Lys Met Lys Asn Cys Ser Glu Glu Glu Ala Tyr Thr Leu Met Arg Arg Gln 168

CTG ATG AAA ATG AAG AAC TGC AGC GAG GAG GAG GCC TAT ACC CTG ATG CGC CGC CAG 2056
DPstT

Ala Met Ser Arg Gln Gln Lys Leu Ile Gln Val Ala Glu Gln Val Ile Ala Met His 187

GCC ATG AGC CGC CAG CAG AAG CTG ATC CAG GTC GCC GAG CAG GTC ATC GCC ATG CAC 2113

Asp Met Leu Gly Ser TER 192
GAC ATG TTG GGA AGC TGAAGGAAGGCGGTCAGGGTCGCTCCTGCCGCCGTCCGCCCTCAAGCCAGGCCGA 2183
== <-=—->
GGAATTTCAGCGCCGACCGATAGATCT 2210
BglII

Figura 15 (cont.). Secuencia de nucleétidos del fragmento EcoRV-Bg/II que contiene

los genes nasSR (parte inferior) y secuencias de aminodcidos de las proteinas que
codificarfan.

=35 =10
AvinasSR GA GTGACG GCAAGCCGAAAGACCGA TATGTC CCG
EcoM1RNA GG GTGACA AGGGCGCGCAAACCCTC TATACT GCG
EcoilvgEDA TC TTGTAC TATTTACAAAACCTATGG TAACTC TTT
EcouvrBP2 TG GTGATG AACTGTTTTTTTATCCAG TATAAT TTG
EcolacPl CT TTACAC TTTATGCTTCCGGCTCG TATGTT GTG

Figura 16. Comparacién de secuencias promotoras dependientes de 670 de distintos
genes. Las regiones -10 y -35 se sefialan con trazo continuo.

3.1.3. Expresion de nasSR en E. coli

Para comprobar si la regién Bgl/II-EcoRI contenia realmente la
secuencia de ADN codificadora de dos proteinas se expresd este
fragmento en E. coli. Para ello se utilizé el sistema del promotor
dependiente de la ARN polimerasa de T7, ver Materiales y Métodos,
pagina 56. Dicho promotor se encuentra préoximo al sitio de mdltiples
dianas de clonacién del vector pTZ19R. Se parti6é del plasmido pMAS21.
El vector, pTZ19R, se empleé como control para observar el marcaje de

la B-lactamasa, proteina que debia de aparecer también marcada en
pMAS21.

La expresién se realizé en la estirpe NCM631/plZ227. El
plasmido pIZ227 lleva el gen del represor de Plac, promotor bajo el que
estd clonado el gen de la ARN polimerasa de T7 en NCM631. Tras
inducir con IPTG la expresién de la ARN polimerasa de T7 se obtuvo el
marcaje de dos bandas, una de unos 42 kDa y la otra de 21 kDa, ademas
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de la B-lactamasa, figura 17. Por tanto se puede concluir que en dicho
fragmento de ADN existe la informacién necesaria para codificar dos
proteinas.

1 2
200 —
116 —
92 —
66 — Figura 17. Expresion de nasSR por la
polimerasa de T7. Cada carril contiene
45 — extractos proteicos preparados, marcados,

sometidos a electroforesis y autorradiogra-

_ fiados segln se indica en Ramos (1992).

31 — eoompeme <€ B-lactamasa  LOS extractos procedian de las siguientes

R, P estirpes de E. coli: carril 1, NCM631/

—r— plZ227; carril 2, NCM631/plZ227/
pPMAS21.

3.1.4. Analisis de la proteina NASS

La proteina resultante de traducir la ORF correspondiente al gen
nasS estd compuesta por 392 aminoacidos, su peso molecular es semejante
a una de las proteinas obtenidas por expresién del fragmento EcoRI-
BgllIl, 42079 Da, y un pl de 5.77. Para identificar dicha proteina se
comparé con las secuencias de aminodcidos encontradas en los bancos de
datos disponibles, utilizdndose el programa TFASTA (Pearson y Lipman,
1988). Se ha obtenido una gran similitud con las proteinas NASF de K.
pneumoniae, cuya secuencia, hasta la fecha, estd incompleta (Lin et al.,
1994), NRTA (Omata, 1991), NRTC (Omata et al., 1993) y CMPA
(Omata et al., 1990) de Synechococcus sp. PCC 7942. En la tabla IV se
recogen los porcentajes de similitud e identidad obtenidos mediante el

programa BESTFIT de alineamiento de secuencias (Smith y Waterman,
1981).

En la figura 18 se muestra el alineamiento de la proteina NASS de
A. vinelandii con CMPA, NRTC, NRTA de Synechococcus sp. PCC 7942
y NASF de K. pneumoniae, aplicando el programa PILEUP de
alineamiento de secuencias (Feng y Doolittle, 1987).
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Se ha propuesto que la proteina NASF, junto a NASE y NASD,
interviene en el transporte de nitrato en K. pneumoniae. Forman parte de

un operon, en el que estdn incluidos los genes estructurales de la nitrato y
la nitrito reductasa y NASC (Lin et al., 1994).

Tabla IV. Proteinas de mayor semejanza a NASS de A. vinelandii segin el programa
TFASTA. Se indica el porcentaje de similitud, de identidad y el solapamiento con tres
proteinas de Synechococcus sp. PCC 7942, segin el programa BESTFIT de
alineamiento de secuencias (Smith y Waterman, 1981).

PROTEINA PROCEDENCIA % SIMILITUD % IDENTIDAD HUECOS SOLAPAMIENTO

NASF K. pneumoniae 65.67 46.76 4 209 aa

NRTA Synechococcus 51.40 30.69 7 408 aa
sp. PCC 7942

NRTC Synechococcus 50.13 26.35 6 394 aa
sp. PCC 7942

CMPA Synechococcus 50.90 26.99 11 433 aa
sp. PCC 7942

Las proteinas NRTA y NRTC intervienen en el transporte de
nitrato, formando parte de un oper6n junto a otros genes del complejo
multienzimatico de transporte y los genes estructurales de las reductasas
de nitrito y nitrato (Omata et al., 1993). El producto del gen nrtA tiene
443 aminodcidos, presenta dos dominios hidrofébicos de anclaje a la
membrana. Omata et al. (1993) proponen que podria ser la proteina de
union a sustrato del sistema multienzimatico de transporte de nitrato en
Synechococcus sp. PCC 7942. Ademés presenta una alta homologia, 46.5
% de identidad, con CMPA. La proteina NRTC presenta 659 aminoécidos
y tiene dos dominios. El extremo N-terminal (1-254 aa) representa el
sitio de unién a ATP caracteristico de los sistemas transportadores
dependientes de éste. El extremo C-terminal (279-659 aa) tiene
homologia con NRTA, 30% de identidad, y con CMPA, 27% de identidad
(Omata et al., 1993). |

El producto del gen cmpA tiene 450 aminoacidos, es una proteina
de membrana sintetizada bajo condiciones de déficit de carbono, aunque
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su funcién es desconocida (Omata y Ogawa, 1986; Omata et al., 1987;
Omata et al., 1990).

En la figura 19 , se muestra el patrén de hibrofobicidad de NASS,

NRTA, NRTC y CMPA.
Syocmpa . ..ciee.n.. ...<28>GCG NPPSSSGGGT SSTTQPT... ASDLEVKTIK
Syonrtc ....... ee e . ...QRRAKR RAKAAAPAPA VAASQQKTVR
Syonrta ... .. ceiiieen <33>TDTTGST STPAPSGTSG GDAPEVKGVT
Kpnnasf <1>MGDKFSI STGDVYYRRG RRWAARCCSP AIMQAAWAAG SDKPEQTTVR
Avinass .......... «...<1>MTD HHATFQSGCP GL..... GRG SDAPEKSSIN
Syocmpa LGYIPIFEAA PLIIGREKGF FAKYGL.DVE VSKQASWAAA RDNVILGSAG
Syonrtc LGFLPGNDCA PLATAQELGL FQDLGL.SVE LOSFLTWEAL EDSIRL....
Syonrta LGFIALTDAA PVIIALEKGL FAKYGLPDTK VVKQTSWAVT RDNLELGSDR
Kpnnasf VGFIPLTDCA PLAIASLKGF DKKYGI.TLV PSKEASWAAV RDKLV....A
Avinass LGFMPLTDSA SLIVAATQGF AEPYGL.TLN LKRQVSWSGL RDKLL....S
* * * * * *
Syocmpa GGIDGGQWQOM PMPALLTEGA ISNGQK.VPM YVLACLSTQG NGIAVSNQLK
Syonrte GQLEGALMMA AQPLAMTMGL GG..HRPFAI ATPLTVSRNG GAIALSRRYL
Syonrta GGIDGAHILS PMPYLLTAGT ITKSQKPLPM YILARLNTQG QGISLSNEFL
Kpnnasf GELDAAHILY GMLYGLELGI ASKPQA.MA. .NLMTLNRNG QAITLSSELQ
Avinass GELDAAQGLY GLIYSMQLGI GGAPATDMA. .VLMGLNQONG QSINLSTPLR
* * * * *

Syocmpa AQNLGLKLAP NRDFILNYPQ TSGRKFKASY T.FPNANQDF WIRYWFAAGG
Syonrtc NAGV..... R SLEDLCQFLA ATPQRLRLAI PD.PIAMPAL LLRYWLASAG
Syonrta AEKVQIK.DP KLKATADQKK ASGKLLKAAV T.FPGGTHDL WMRYWLAANG
Kpnnasf EQGV....TD LSGLEKTDRS ARAGQLHLRP TPFPTGTHAM WLYYWLASGG
Avinass QARV....CS GETLVRHVRQ SSA.NVTLAQ T.FPTGTHAL WLYYWLASLG

* * Kk * *
Syocmpa IDPDKDIELL TVPSAETLQN MRNGTIDCFS TGDPWPSRIA KDDIGYQAAL
Syonrtc LNPEQDVELV GMSPYEMVEA LKAGDIDGFA AGEMRIALAV QAGAAYVLAT
Syonrta IDPNNDADLV VIPPPQMVAN MOTGTMDTFC VGEPWNARLV NKKLGYTAAV
Kpnnasf INPFADIRTV VVPPPQMVMN MRIGNM.TAF ASASRGTRGA I<225>....
Avinass TIHPLADVNTL VVPPPQMVEH LRAGRS.TVS APESPAGPRI DQGMGFTIAT

*  * * *
Syocmpa TGQMWPYHPE EFLALRADWV DKHPKATLAL LMGLMEAQQW CDQKANRAEM
Syonrtc DLDIWAGHPE KVLGLPEAWL QVNPETAIAL CSALLKAGEL CDDPRQRDRI
Syonrta TGELWKFHPE KALTIRADWA DKNPKATMAL LKAVQEAQIW CEDPANLDEL
Avinass SQSIWPDHPE KSSAAPC.FA EQYPNTARAL IMAVLNEPLI DASEENKAGT
* * %k % * *

Figura 18. Comparacién de la proteina NASS de A. vinelandii con las proteinas mds
parecidas segtin el programa TFASTA, aplicando el programa de alineamiento de
secuencias PILEUP (Feng y Doolittle, 1987). Con un asterisco (*) se seiialan los
residuos conservados en todas las proteinas y en negrilla los presentes en, por lo menos,
tres de las proteinas. ‘
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Syocmpa
Syonrtc
Syonrta
Avinass

Syocmpa
Syonrtc
Syonrta
Avinass

Syocmpa
Syonrtc
Syonrta
Avinass

AKILSGRNFF
VEVLQQOPQYL
CQITAQDKYF
AQLISANGYV

VSYPYKGLTL
ANYPNPLEGT
ASFPYKSHDL
VNLPYLSDGL

*

KLGVPAADIP
AVGFP...LI
AIG.REQDIP

NVPVSILQPI
GSAAGTVLQR
KTSVEDIKPR
AAPRQVIEPR

WFLVESIRWG
WLLTOLCRWG
WFLTEDIRWG
WFMTQOFRRWG

* * %k ok

TGSTRGTETF
TPSQRGFE.L
ASDSRGVETF
HRHGHAHATL

LEGQIKVGAD
YF.DFGLGDE
LQGDIDYG.D
FLGDYEDGNG
*
FNKQVLPDIA
LT....PLPK
Y....LPAST
L....LREDP

FDGITYNPDS
FDAVPFDPDS
FDGVTFDPEN

LDGRRWDGSD
*

GKDLNNFDAG
GRSVKNSDLR
MPGADSMPCA

AAQKLNDRVT
NRQELLDRVY
DTKALIEKVN

DYLATIATRVQ
*

POAYLOSLKI
PLRYLEQFEI
POAYLDGLKF

PRPMPAASTS
*

PLFWKSPRGS
LRENQFHVDQ
MRFWS. . .EN
FM....GDGE

REDLWQEAAK
RRDIYEAATA
RSDLWREAAK
QLELYRDAAG

*

KR<449>. ..
KA<440>...
KA<546>...
TP<392>...

Figura 18 (cont.). Comparacién de la proteina NASS de A. vinelandii con las
proteinas mds parecidas segun el programa TFASTA, aplicando el programa de
alineamiento de secuencias PILEUP (Feng y Doolittle, 1987). Con un asterisco (*) se
sefialan los residuos conservados en todas las proteinas y en negrilla los presentes en, por

lo menos, tres de las proteinas.

Avinass

Goldman et al.
Kyte-Doolittle

Syonrta

Goldman et al.
Kyte-Doolittle

Syonrtc

Goldman et al.
Kyte-Doolittle

Syocmpa

Goldman ef al.

Kyte-Doolittle

S,
N\~
2

I
YA
Y

Hidrofot
Hidrofil

Hidrofot:
Hidrofit

Hidrofot
Hidrofil

Hidrofot
Hidrofil

Figura 19. Curvas de hidrofobicidad (linea continua) de las proteinas NASS, NRTA,
NRTC y CMPA, basadas en el método de Kyte y Doolittle (1982). La linea discontinua
representa la curva para idenficar las hélices transmembrana no polares (Goldman ez al.,

1986)
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3.1.5. Analisis de la proteina NASR

La proteina resultante de traducir la segunda ORF completa
presente en el fragmento secuenciado estd compuesta por 192
aminoécidos, con un peso molecular de 21645.07 Da, que se corresponde
con el de una de las proteinas obtenidas al expresar el fragmento EcoRI-
BgIIl de A. vinelandii en E. coli, ver apartado 3.1.3, y un pl de 5.94.
Para identificar dicha proteina se comparé con las secuencias de
aminodcidos encontradas en los bancos de datos disponibles, utilizdndose
el programa TFASTA (Pearson y Lipman, 1988). Se ha obtenido una
gran similitud con las proteinas CHEB de Bacillus subtilis (Bischoff y
Ordal, 1991), BAER de E. coli (Nagasawa, no publicado) y ORFX17 de
Bacillus subtilis (Sorokin et al., 1993). En la tabla V se recogen 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 NASR de A. vinelandii segiin 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).

PROTEINA PROCEDENCIA % SIMILITUD % IDENTIDAD HUECOS SOLAPAMIENTO

CHEB B. subtilis 50.00 26.72 1 117 aa
BAER E. coli 42.32 23.81 4 204 aa
ORFX17 B. subtilis 45.50 20.10 4 210 aa

Las proteinas CHEB, BAER y ORFX17 forman parte de una
familia de proteinas denominadas sistema de dos componentes. Dicho
sistema interviene en respuestas adaptativas rdpidas a cambios
ambientales. Estd formado por dos proteinas. El transmisor, que sensa los
cambios producidos en el medio, enviando la informacién, mediante una
fosforilacion, al receptor, que pone en marcha toda la maquinaria de
respuesta a dicho cambio (Stock et al., 1989; Parkinson y Kofoid, 1992;
Parkinson, 1993). Estas tres proteinas, CHEB, BAER y ORFX17, son los
receptores en cada uno de los sistemas en los que intervienen.
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Los receptores presentan tres aminodcidos conservados, que se
corresponden con el aspértico-13, el aspartico-57 y la lisina-109 de la
proteina CHEY de E. coli. Sin embargo, existen proteinas que no tienen
conservados algunos de estos aminodcidos. Asi, en la proteina PATA de
Anabaena sp., el aspértico-57 se encuentra en la posicién 313 (Liang et
al., 1992) y el producto del gen fibD de Caulobacter crescentus no
conserva el aspartico-13 ni la lisina-109, sino que estdn sustituidos por
lisina y leucina, respectivamente (Ramakrishnan y Newton, 1990).

En la figura 20 se muestra el alineamiento de la proteina NASR de
A. vinelandii con las proteinas que aparecen en la tabla V.

Bcsorfxl?
Ecobaer
Bcscheb
Avinasr

Bcsorfxl?7
Ecobaer
Bcscheb
Avinasr

Bcsorfx17
Ecobaer
Bcscheb
Avinasr

<1>....MDQTNE
<1>MTELPIDENT

<46>GLEANYDLIL
<50>VRQTPPDLIL
<43>YKEHSPDLVT
<42>VEAVRPDVIL

*

<95>GFEAGTDDYI
<99>GLEIGADDYI
<93>AIQAGAKDFI

<91>AIQAGVSAYI
*

Bcsorfxl17<145>LSIDHDAHRV
Ecobaer<143>LIIDEGRFQA

Becscheb

..........

Avinasr<138>..........

Bcsorfxl17<195>EFFGDLRTVD
Ecobaer<193>YRVVTDRTID

Bcscheb

Avinasr<l174>...Q0KLIQVA

TKILVVDDEA

PRILIVEDEP

HRILIVDDAA

LRILLINDTP
* ¥ #

LDLMMPGTDG
LDLMLPGTDG
MDITMPEMDG
IDTESPGRDV
# *  x

VKPFSPREVV
CKPYSPREVV
VKPFQADRVL
VEGIQAQRLQ

TADGTEVSLT
SWRGKMLDLT

..........

.AERKRVELA
*

THVKRLREKL
SHIKNLRRKL

EQVIAMHDML
*

RIRRLLRMYL
KLGOLLIDYL
FMRMMIKDIL
KKVGRLKSAL

IEVCRQIREK
LTLCREIRRF
ITALKEIKQI
MEQVVLVSRD

LRVKALLRRA
ARVKTILRRC

EAINKTLN<120>

PILDVAMARF
*

PKVYELLYFL
PAEFRLLKTL

..........

KGLLMKMEKNC

NK<217>
ES<215>

ERENYA.IDE
RAASYA . PTL
VKNGFEVVAE
VEAGFEVVDE

KA.TPIIMLT
SD.IPIVMVT
DAQARIIMCS

RPR.PIVMFT
* %

SQTSYFNANT
KPQRELQOQD

ESDQALRAQL

AKTPDKVYDR
SHEPGKVFSR

..........

SEEEAYTLMR
*

AENGDEATAK
ISHGDQVLPY
AENGAQAVEK
SGLTIDLPVR

AKGEEANRVQ
AKIEEIDRLL
AMGQOSMVID
DEHDPQVMRQ

PTKNVLVFSH

..........

QAREAQL. ..

EKLLKEVWQY
EQLLNHLYDD

RQAMSROQ. ..

Figura 20. Comparacién de la proteina NASR de A. vinelandii con las protefnas mds
parecidas segiin el programa TFASTA, aplicando el programa de alineamiento de
secuencias PILEUP (Feng y Doolittle, 1987). Con un asterisco (*) se sefialan los
residuos conservados en todas las proteinas y en negrilla los presentes en, por lo menos,
dos de las protenas. Con el simbolo (#) aparecen los aspdrticos conservados en todos los
receptores del sistema de dos componentes, y con (+), la lisina.
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La proteina NASR conserva el aspartico-13 y el que se encuentra
en la posicién 57 de CHEY de E. coli. No obstante, no presenta la lisina-
109, en esta posicién el residuo que aparece es un glutdmico. Tampoco
tiene ninglin dominio de unién a ADN, como suele ser tipico en algunos
reguladores pertenecientes a esta familia.

3.1.6. Discusion

Se ha descrito que la asimilacién del nitrato en A. vinelandii se
encuentra bajo el control ntr (Santero et al., 1986; Toukdarian y
Kennedy, 1986). La estirpe AS61 carece de las dos actividades reductasas,
aunque no estd afectada en el sistema ntr (Luque, 1987). La mutacién se
encuentra a 10 kb del operén nasAB, en un fragmento EcoRI de 4 kb
(Ramos, 1992). Por lo que se pensé que podia tratarse de un gen

regulador de la expresién del operén nasAB, al que se denominé nasR
(Ramos, 1992).

Con objeto de acotar la region nasR se construyeron mutantes que
tenian insertado el cassette Q a lo largo del fragmento EcoRlI, figura 13.
Las estirpes con inserciones en los puntos de restricciéon Sall y Xhol no
presentaban actividad nitrato y nitrito reductasa, tabla III, mientras que la
cepa con la insercion en el punto Bg/Il tenia niveles de actividad
semejantes a los de la estirpe silvestre, tabla IIlI. Por tanto, la regién nasR
estd contenida en un fragmento Bg/II-EcoRI de 2.7 kb.

Se secuenciaron 2210 nucleétidos correspondiente a un fragmento
BglII-EcoRV intemno de la regién BgIII-EcoRI de 2.7 kb, figura 15. Del
andlisis de la secuencia de nucleétidos se deduce que esta regién contiene
tres fases de lectura abierta: la primera, incompleta, codificaria para 28
aminodcidos del extremo carboxilo-terminal; la segunda, tiene una
longitud de 1179 pb y codificarfa para una proteina de 392 aminodcidos,
a la que se ha denominado nasS; y la tercera, nasR, de 579 pb, codificaria
para una proteina de 192 aminodcidos, figuras 14 y 15.

Mediante el sistema del promotor dependiente de la ARN
polimerasa de T7 se ha expresado el fragmento secuenciado Bg/Il-
EcoRV. Se han obtenido tres bandas, una de 42 kDa, otra de 21 kDa y la

correspondiente a la B-lactamasa, figura 17. Dichos tamafios coinciden
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con los predichos del andlisis de la secuencia. Por tanto, en dicho
fragmento existe la informacion necesaria para codificar dos proteinas.

Delante de nasS se encuentra una posible secuencia promotora,
3'GTGACG-(17 bases)-TATGTC, similar a otras secuencias dependiente
de sigma 70, figuras 15 y 16. Entre nasS y nasR no aparece ninguna
secuencia promotora. Por lo que, probablemente ambos genes estén
formando parte de un operén. El primer gen de este operdn es nasS y el
segundo nasR, figuras 14 y 15.

La proteina que se deduce a partir del gen nasS, NASS,
comprende 392 aminodcidos y presenta un peso molecular de 42079 Da.
Al comparar la secuencia de aminodcidos de NASS con otras secuencias
proteicas presentes en los bancos de datos, se comprobé que las proteinas
que presentaban mayor grado de identidad eran NASF de K. prneumoniae
(Lin ef al., 1994), NRTA (Omata, 1991), NRTC (Omata et al., 1993) y
CMPA (Omata et al., 1990) de Synechococcus sp. PCC 7942, tabla IV y
figura 18. Las cuatro presentan dominios hidrofébicos capaces de
atravesar la membrana, por lo que podrian estar ancladas a ésta, figura
19.

El sistema de transporte en Synechococcus sp. PCC 7942 est4
constituido por las proteinas NRTA, NRTB, NRTC y NRTD. La proteina
NRTB es hidrofébica y presenta una estructura similar a los componentes
integrales de membrana de los sistemas de transporte bacterianos
dependientes de proteinas peripldsmicas que unen sustrato. En el caso de
Synechococcus sp. PCC 7942, dicha proteina peripldsmica, hasta el
momento, no ha sido identificada. El extremo amino-terminal de la
proteinas NRTC y la proteina NRTD tienen alta homologia a las ATP-
asas de otros sistemas de transportes. El extremo carboxilo-terminal de la
proteina NRTC presenta una alta homologia con NRTA. Esta proteina
presenta dos dominios de anclaje a la membrana y se discute que podria
ser la proteina de union a sustrato del sistema (Omata et al., 1993). En K.
pneumoniae, se han descrito una serie de genes, nasF, nasE y nasD, cuyos
productos son homélogos a las proteinas NRTA, NRTB y NRTC de
Synechococcus sp. PCC 7942 (Lin et al., 1994), respectivamente. Por
extrapolacién de lo descrito en cianobacterias, se supone que intervienen
en el transporte de nitrato. Estos genes, al igual que en Synechococcus sp.
PCC 7942, forman parte de un operén junto a los genes estructurales de
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la nitrato, nasA, y la nitrito reductasa, nasB, y el gen nasC que codificaria
para una oxidoreductasa (Lin et al., 1994).

Los datos aqui presentados de homologia de NASS con otras
proteinas que intervienen en la asimilacién de nitrato en K. pneumoniae y
en Synechococcus sp. PCC 7942, sugieren que el producto del gen nas$
podria ser una proteina unida a membrana que o bien formaria parte del
transporte de nitrato o bien actuaria como sensor del nitrato y directa o
indirectamente dispararia todo la maquinaria de asimilacién de esta fuente
de nitrégeno.

Es prematuro asignar una funcién a NASS, pero en cualquier
caso, si se trata de uno de los componentes de un sistema multienzimatico
de transporte faltan por localizar los otros componentes. En A. vinelandii
no formarian parte del mismo operén. La diferencia con los sistemas
anteriormente citados no sélo seria de organizacién de los genes que
intervienen en el transporte sino en la presencia de otro gen, hasta ahora
no identificado ni en Klebsiella ni en Synechococcus sp. PCC 7942 cuya
funcién no parece estar relacionada con el transporte propiamente dicho,
el gen nasR.

La proteina resultante de traducir el gen rnasR estd compuesta por
192 aminoacidos y con un peso molecular de 21645.07 Da. Presenta una
alta homologia con las proteinas CHEB de B. subtilis (Bischoff y Ordal,
1991), BAER de E. coli (Nagasawa et al., no publicado) y ORFX17 de B.
subtilis (Sorokin et al., 1993), que son las proteinas receptoras de los
sistemas de dos componentes, tabla V y figura 20. Este tipo de proteinas
presentan tres residuos muy conservados, que coinciden con el aspartico-
13, aspartico-57 y la lisina-109 de la proteina CHEY de E. coli, junto al
aspartico-13 siempre aparece un aminoécido acido, aspartico o glutdmico.
El aminodcido que es fosforilado por el transmisor, la otra proteina que
forma parte del sistema de dos componentes, en respuesta de un cambio
ambiental, es el aspartico-57. Este fosfato se encuentra englobado en un
"bolsillo” 4cido, y es la lisina-109 la que acelera la hidrélisis del fosfato.
En algunos casos ésta desfosforilacién es producida por la accion de una
fosfatasa. Esta estrategia favorece que la respuesta s6lo se dé mientras que
la célula se encuentre en la situacién de cambio ambiental.

En el caso de NASR, los asparticos se conservan, aunque la lisina
estd sustituida por un glutdmico, y el aminoacido que se encuentra junto al
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aspartico-13 es un aminodcido neutro, la asparagina. Entonces, ;c6mo
funcionaria esta proteina si algunos de los residuos conservados no
aparecen? Podria ocurrir que:

1. El mecanismo de accién de NASR sea diferente al de los
receptores del sistema de dos componentes.

2. Un amino4cido bdsico del entorno del glutdmico haga el papel
de la lisina-109. Existe una arginina préximo al glutimico.

3. La funcién de la lisina-109 la haga la asparagina que se
encuentra al lado del aspartico-13. Dicho aminoicido, en condiciones
acidas, se encuentra cargado.
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Regulacion de los operones nasAB y nasSR

3.2. REGULACION DE LOS OPERONES nasAB y nasSR

La nitrato reductasa de A. vinelandii es una enzima inducible por
nitrato y reprimible por amonio, y su expresion es dependiente del
sistema ntr (Santero et al., 1986; Toukdarian et al., 1986) y de los
productos del operén nasSR como se ha descrito en el capitulo anterior.
Mutantes en el gen ntrA carecen de actividad nitrogenasa, nitrato
reductasa y nitrito reductasa, mientras que los mutantes en ntrC sélo en
las reductasas del nitrato y del nitrito, pero no en nitrogenasa. Ambos
genes se cotranscriben formando parte de un operdn, nasAB, el primer
gen de este operén codifica para la apoenzima de la nitrito reductasa y el
segundo para la nitrato reductasa (Ramos, 1992; Ramos et al., 1993). La
expresion de nasAB estd, ademds, regulada por la propia nitrato
reductasa. Mutantes en esta enzima o en la biosintesis de su cofactor
tienen actividad nitrito reductasa en ausencia de inductor (Ramos, 1992;
Ramos et al., 1993), es decir, se requiere de una nitrato reductasa activa o
al menos unida a su cofactor para que el circuito de induccién por nitrato
sea operativo. No obstante, en estos mutantes el amonio sigue
reprimiendo.

En este capitulo se intentard integrar todos estos elementos
reguladores en un modelo.

3.2.1. Construccion de estirpes con una inserciéon no polar en
el gen nasS

En nuestro laboratorio se disponia de una coleccién de mutantes
de A. vinelandii que no eran capaces de asimilar nitrato y que se
encontraban afectados en los genes ntrA, MV724, ntrC, AS435, nasSR,
AS431, nasR, AS430, en la biosintesis del cofactor de molibdeno, AS249,
AS252 y AS253, y en nasB, AS251. Sin embargo, no disponiamos de
estirpes que tuviesen mutado el gen nasS y transcribiesen nasR. Dichas
estirpes nos darian informacién sobre la funcién de NASS. Para la
obtencién de dichos mutantes se construyé una delecién in vitro y una
insercidn del cassette KIXX en nasS. El gen nasR se transcribiria a partir
del promotor del gen de la kanamicina que no presenta terminadores de la
transcripcién en la regién distal del cassette. La estrategia seguida para la
construccion de la mutacién en rasS se presenta en la figura 21. El
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nasS nasRk
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oL

PNG61.
L l pUC4-KIX
Digestion con Bs
BH+ Klenow
Nr+Klenow
Extraccion de la agarosa Extraccion de la agarosa
del fragmento de 3.4 kb del cassette KIXX

Ligamiento

Transformacién

nasS : nasR

pPN61.8A2-KIXX

Figura 21. Esquema de la construccién del pldsmido pPN61.8A2-KIXX
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plasmido pPN61.8A2-KIXX se introdujo por transformacién en los
fondos genéticos silvestre y nasB. Para poder introducir este pldsmido en
AS251, nasB::TnS, se tuvo que sustituir previamente la resistencia a
kanamicina de Tn5 por tetraciclina. Para realizar este intercambio de
resistencias se empleé el Tn5-tet que se encuentra en plZ11. Este
plasmido se transfiri6 a la estirpe AS251 seleccionando colonias
resistentes a tetraciclina, que al no replicarse en A. vinelandii la tinica
forma de obtener resistentes a este antibiético era tras un doble hecho de
recombinacién entre las IS del transposén insertado en el cromosoma y el
situado en el plasmido. La sustitucion se comprobé por la pérdida de la
resistencia a kanamicina y la adquisicién de la resistencia a la tetraciclina.
A la estirpe nasB::Tn5-tet se denominé AS438.

Se transformaron las cepas UW136 y AS438 con el plasmido
pPN61.8A2-KIXX. Los transformantes se seleccionaron en medio
minimo suplementado con kanamicina. A continuacién, sélo nos
quedamos con aquellos transformantes que eran sensibles a ampicilina,
marcador del pldsmido. Las estirpes que se utilizaron posteriormente se
denominaron AS434 y AS439, respectivamente.

3.2.2. Clonacién del promotor del operon nasAB

Para facilitar el estudio de la regulaciéon de la asimilacién de
nitrato se utiliz6 el plasmido pCB267, derivado de pBR322, ampicilina
resistente, es de alto nimero de copias y contiene los indicadores phoA y
lacZ, situados en orientacién divergente desde una regién de multiples
dianas para la clonacion, donde se puede insertar un fragmento de ADN
que tenga actividad promotora, figura 22.

Por experimentos indirectos se conocia la localizacién y la
orientacién del promotor del operén nasAB. Este se encontraba en el
fragmento Sall de 1.5 kb del plasmido pRM12 (Ramos, 1992), y se cloné
en la diana Sall del vector pCB267, poniendo el indicador lacZ bajo el

control de esta regién promotora. A esta construccién se le denominé
pPN12.
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Figura 22. Mapa de restriccién del
pldsmido pCB267 y orientacién de los
indicadores lacZ y phoA
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3.2.3. Clonacion del promotor del operén nasSR

Para la clonacién del promotor del operén nasSR también se
utilizé el plasmido pCB267. Como se conocia por secuenciacién en qué
region del plasmido pRM19 se encontraba el promotor de este operén, se
clond el fragmento Sall-EcoRI de 1.2 kb entre las dianas de restriccién
Sall y Smal de pCB267 como se puede ver en el esquema de la figura 23.
Al plasmido obtenido se le denominé pPN61.2.

3.2.3. Introduccion de los plasmidos pPN12 y pPNé61.2 en
distintos fondos genéticos

Las fusiones del operén nasAB y de nasSR con el gen de la 3-
galactosidasa descritas antes permitian realizar experimentos encaminados
a obtener datos sobre el modelo de regulacién de la asimilacién de
nitrato. Para ello estos pldsmidos se introdujeron por transformacion en
distintas estirpes de A. vinelandii, ver tabla VI, seleccionando la
resistencia a ampicilina del pldsmido. Debido a que el vector pCB267 no
se puede mantener en Azotobacter, la unica posibilidad de obtener
resistentes a este antibidtico es que se produzca un tnico hecho de
recombinacién entre los fragmentos que tienen clonados pPN12 y
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pRM19
EcoRI1
\J
Klenow
] pCB267
pRMI9EK
Smal-Sall
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Y
Aislamiento de la agarosa Aislamiento de la agarosa
de la banda de 1.2 kb de la banda de 7.9 kb

Sm/E —> Sl

N

pPN61.2

Figura 23. Estrategia seguida para la clonacién de la regién
promotora del operdén nasSR en el vector pCB267

pPN61.2 y los fragmentos cromosémicos homélogos, dando lugar a una
duplicacién de estas regiones.

3.2.5. Expresion de las fusiones en distintos fondos genéticos

Para medir los niveles de expresion de los promotores se crecian
las distintas estirpes en medio minimo hasta que alcanzaban una densidad
optica de 0.5, en ese momento se les afiadia la fuente de nitrégeno y se
incubaban en agitacién durante 6 horas. En las tablas VII, VIII y IX
aparecen las medidas de actividad (-galactosidasa de los promotores
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Tabla VL. Genotipo de las estirpes de A. vinelandii que tienen integrado el plasmido
pPN12 o pPN61.2 en su cromosoma

ESTIRPE GENOTIPO INTEGRACION EN INTEGRACION EN
EL CROMOSOMA EL CROMOSOMA
DE pPN12 DE pPN61.2
UW136 Silv AS440 AS452
MV724 ntrA::TnS AS441 AS453
AS435 ntrC::TnS AS442 AS454
AS431 nasS::2 AS443 AS455
AS430 nasR::Q AS444 AS456
AS434 nasS:KIXX AS445 -
AS251 nasB::TnS AS446 AS457
AS436 nasB::TnS$, AS447 -
nasR::€2
AS439 nasB::TnS, AS448 -
nasS::KIXX
AS249 nas-1::TnS AS449 AS458
AS252 nas-4::TnS AS450 AS459
AS253 chiB::TnS AS451 AS460

de los operones nasAB y nasSR en los distintos fondos genéticos.

Como se puede apreciar en la tabla VII la expresion del operén
nasAB es minima en condiciones de fijacién y en presencia de amonio,
mientras que alcanza niveles mdas altos en presencia de nitrato. La
represion por amonio se observa en los medios con nitrato amonico.
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En las estirpes que tienen mutados los genes ntrA o ntrC no hay
transcripcioén del operén, tabla VII, como cabia de esperar por los datos
anteriormente publicados sobre la asimilacién de nitrato (Santero ef al.,
1986; Toukdarian et al., 1986).

Los mutantes que carecen de actividad nitrato reductasa, bien por
mutacién en la propia apoenzima bien por mutacién en alguno de los
genes que intervienen en la biosintesis del cofactor de molibdeno, con la
excepcidon de AS450, presentan una expresién independiente de nitrato,
pero siguen estando regulados por amonio, tabla VIIIL.

No se observa expresién del operdn en fondos nasS::Q y nasR::Q.
Por tanto, nasR es un activador positivo de la expresion del operon
nasAB, tabla IX. Sin embargo, en la estirpe nasS::KIXX hay transcripcién
del operén y ademds es independiente de la fuente de nitrégeno en el
medio, tabla IX.

Tabla VII. Actividades B-galactosidasa de la fusion en el operén nasAB-lacZ en
diferentes fondos genéticos

ESTIRPE _GENOTIPO Ny NO3” NOj;~ NO3NH4 NH4t ClOj-

AS440 dnasA-lacZ, 347 249.7 126.8 31.3 22.1 120.4
nasAB

AS441 dnasA-lacZ, 20.2  21.3 ND 18.9 16.7 ND
nasAB,
ntrA::TnS

AS442 dnasA-lacZ, 269 26.1 ND 25.2 27.8 ND
nasAB,
ntrC:’TnS

Las actividades se midieron en cultivos que habfan sido incubados en medio minimo
hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5. Posteriormente se les afiadié la fuente de
nitrégeno y se dejaron en agitacién durante 6 horas para inducir el promotor del operén
nasAB.

Las actividades p-galactosidasa se expresan en unidades Miller.

Los medios donde crecia el mutante ntrA se suplementaron con urea. Esta forma de
nitrégeno combinado no reprime la transcripcién de este operén pero permite el
crecimiento del mutante.

103



Capitulo 2

Tabla VIIL Actividades p-galactosidasa de la fusién en el operén nasAB-lacZ

en diferentes fondos genéticos afectados en la actividad nitrato reductasa

ESTIRPE GENOTIPO N3 NO3~ NO3NH4 NH4t

AS440 dnasA-lacZ, nasAB 27.3 2429 34.2 24.8

AS446 dnasA-lacZ, 184.9 257.6 36.7 23.2
nasAnasB::Tn5

AS449 dnasA-lacZ, nasAB, 108.2 106.5 16.4 12.9
nas-1:TnS

AS450 dnasA-lacZ, nasAB, 24.6 218.2 32.4 23.5
nas-4::Tn5

AS451 dnasA-lacZ, nasAB, 177.2 223.6 30.7 22.6

chiB::Tn5

Los experimentos de induccién se realizaron de la misma forma que para el
estudio del promotor del operén nasAB en los fondos genéticos de la tabla VII.
Las actividades p-galactosidasa se expresan en unidades Miller.

Tabla IX. Actividades p-galactosidasa de la fusién en el operén rnasAB-lacZ
en diferentes fondos genéticos afectados en el operén nasSR

ESTIRPE GENOTIPO Ny NO3~ NO3NH4 NH4+

AS440 dnasA-lacZ, nasAB 33.6 2624 35.1 20.4

AS446 dnasA-lacZ, 193.9 2674 38.5 20.8
nasAnasB::Tn$5

AS443 dnasA-lacZ, nasAB, 23.3 24.5 30.9 25.6
nass::Q

AS445 dnasA-lacZ, nasAB, 333.2 335.8 195.7 189.4
nasS:: KIXX

AS444 dnasA-lacZ, nasAB, 17.8 20.3 22.9 21.7
nasR::Q

AS448 PnasA-lacZ, 267.2 318.6 185.4 179.3
nasAnasB::Tn5-tet,
nasS::KIXX

AS447 dnasA-lacZ, 23.5 22.8 26.9 28.1
nasAnasB::Tn5,
nasRk::Q

Los experimentos de induccién se realizaron de la misma forma que para el
estudio del promotor operén nasAB en los fondos genéticos de la tabla VIL
Las actividades B-galactosidasa se expresan en unidades Miller.
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En cuanto a lo que se refiere a la expresién del promotor del
operén nasSR, se observa una independencia de la fuente de nitrégeno y
del fondo genético como se puede apreciar en la tabla X. Por tanto, se
trata de un promotor constitutivo y no dependiente de 654,

Tabla X. Actividades enzimdticas de estirpes de A. vinelandii con la fusién en el operén
nasSR

e ]

ESTIRPE _GENOTIPO N NO3~ NOj~ NO3NHg4 NHy4t ClOj3”

AS452 dnasS-lacZ, 1549 175.8 162.8 181.3 189.8 156.4
nasSR

AS453 dnasS-lacZ, ND ND ND 156.1 167.8 ND
nasSR,
ntrA::TnS

AS454 dnasS-lacZ, 142.4 156.2 ND 158.8 170.1 ND
nasSR,
ntrC::TnS

AS455 dnasS-lacZ, 166.7 165.3 ND 168.7 175.4 ND
nasS::Q

AS456 dnasS-lacZ, 167.8 157.2 ND 169.3 161.9 ND
nasSnasR::Q

AS457 dnasS-lacZ, 145.6 169.9 ND 152.4 163.6 ND
nasSR,
nasB::Tn5

AS458 dnasS-lacZ, 158.2 165.2 ND 178.4 138.6 ND
nasSR,
nas-1::TnSs

AS459 dnasS-lacZ, 168.8 163.9 ND 151.6 152.6 ND
nasSR,
nas-4::Tns

AS460 dnasS-lacZ, 167.4 183.4 ND 163.6 157.4 ND
nasSR,
chiB::TnS

Los experimentos de induccién se realizaron de la misma forma que para el estudio del
promotor del operén nasAB. Las actividades $-galactosidasa se expresan en unidades
Miller.
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3.2.6. Discusion

La expresién del promotor nasAB es minima en presencia de
amonio y en condiciones de fijacion, mientras que es maxima en presencia
de nitrato, tabla VII. Es, por tanto, un operdén inducible por nitrato y
reprimible por amonio. Esta induccién, aunque mas baja, también se
observa cuando en el medio hay nitrito o clorato, tabla VII.

En un fondo genético ntrA o ntrC no hay expresién del operén
nasAB, confirmando los datos que anteriormente se disponian sobre la

asimilacién de nitrato en A. vinelandii (Santero et al., 1986; Toukdarian
et al., 1986).

Las mutaciones que afectan a la propia apoenzima de la nitrato
reductasa o a los genes que intervienen en la biosintesis del cofactor de
molibdeno, provocan una expresién independiente de nitrato, aunque el
amonio sigue reprimiendo, tabla VIII. Todo esto indica que la nitrato
reductasa ejerce un efecto de regulacién sobre su propio promotor. Casos
de autorregulacién de la nitrato reductasa han sido propuestos en otros
organismos. En Aspergillus nidulans (Cove, 1976) y en Neurospora
crassa (Tomsett et al., 1981) se presentaron pruebas del control autégeno
de la nitrato reductasa. Las mutaciones en el gen niz-3, gen estructural del
apoenzima nitrato reductasa, de N. crassa dan lugar a expresion
constitutiva desde su propio promotor (Fu y Marzluf, 1988). Se ha
propuesto que la nitrato reductasa estd implicada en un control autégeno,
que podria ejercerse por unién de la nitrato reductasa, en ausencia de
nitrato, al producto del gen nit-4, efector positivo para la expresién de los
genes de la nitrato y la nitrito reductasa en este organismo. Un cambio de
conformacion de la nitrato reductasa causado por la unién del nitrato
podria liberar al producto de nit-4 y permitir que activara la expresién de
nit-3. Estos autores también demuestran constitutividad de nit-3 en un
mutante nit-1, afectado en el cofactor de molibdeno pero con una
apoenzima normal; esto lo explican suponiendo que el apoenzima puede
tener una estructura diferente a la del holoenzima lo que impediria su
actividad autorreguladora. Esta explicacion podria ser vilida para los
mutantes de A. vinelandii afectados en los genes chIB y nas-1,
presuntamente afectados en la biosintesis del cofactor de molibdeno y que
expresan constitutivamente el operén nasAB. Sin embargo, en un mutante
en el gen nas-4 la expresién del operén es inducible por nitrato, aunque
no presenta actividad nitrato reductasa. Esto puede ser debido a la
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presencia de un holoenzima no activo, con un cofactor de molibdeno no
maduro, pero que aln conserva la capacidad de regular la transcripcién
del operén nasAB.

En K. pneumoniae (Cali et al., 1989) y en K. aerogenes (Bender y
Friedrich, 1990) se ha observado también constitutividad en la expresién
del operdén nasAB en mutantes de la nitrato reductasa. No obstante, Cali et
al. (1989) no son partidarios de la hipétesis de la autorregulacion, sino
que explican este fendmeno como el efecto de un inductor permanente
(trazas de nitrato no metabolizado por no existir actividad de reduccién
de nitrato o un inductor gratuito de naturaleza desconocida) que
mantendria inducida la expresion desde el promotor del gen de la nitrato
reductasa. En nuestro caso hay un dato que permite descartar esta
hipétesis. La estirpe AS450 , afectada en el gen nas-4, no tiene actividad
nitrato pero si nitrito reductasa y conserva la induccién del operén por
nitrato. En este mutante, la nitrato reductasa no estaria reduciendo las
supuestas trazas de nitrato, con lo que se deberia observar induccién en
ausencia de nitrato. Sin embargo, esto no ocurre y la estirpe AS450 sélo
expresa el operén nasAB cuando se afiade nitrato al medio, tabla VIIL

Los mutantes nasS::Q o afectados sélo en nasR no tienen
transcripcion del operén nasAB, tabla IX. Sin embargo, en un fondo
nasS::KIXX, se observa que la transcripcién del oper6n es independiente
de la fuente de nitrégeno en el medio, tabla IX. La expresién constitutiva
del operén nasAB puede ser debida a la mutacién en el gen nasS o puede
estar provocada por una mayor tasa de transcripcién del gen nasR, ya que
el promotor del cassette KIXX es mas fuerte que el propio promotor del
operén nasSR, con lo que se sintetizarfa mayor cantidad de proteina
NASR que en condiciones fisiolégicas, alterindose todo el mecanismo de
regulacion. También puede ser debido a un efecto de ambos fenémenos.
Para aclarar este punto seria de mucha utilidad un mutante no polar en
nasS, para que el gen nasR se exprese desde su propio promotor. Los
intentos, hasta ahora, de obtencién de dicho mutante han sido
infructuosos, pero seguimos en ello.

El modelo de regulacién de la asimilacién de nitrato en A.
vinelandii que proponemos a partir de los resultados anteriormente
presentados es el siguiente:
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La transcripcién del operén nasAB es dependiente del factor
sigma-54 de la ARN polimerasa, producto del gen ntrA.

En presencia de nitrato y en ausencia de amonio, el producto de
ntrC, junto al producto del gen nasR, actuarian positivamente sobre la
transcripcién de este operén.

La induccién del operén nasAB podria producirse por uno de
estos dos mecanismos:

1. En ausencia de nitrato, la nitrato reductasa estaria inhibiendo su
propia expresién. El mecanismo de la autorregulacion podria ser similar
al observado en hongos, es decir, el producto del gen nasB podria
capturar al producto del gen nasR, que en estas condiciones no ejerceria
el control positivo sobre la transcripcién del operén nasAB, figura 24.A.
Asi, en el mutante AS448, nasS::KIXX, al haber mayor expresién de nasR
la poblacién de esta proteina también seria mayor, por lo que la nitrato
reductasa no podria interferir con todas las proteinas NASR, quedando
algunas libres que provocarian la expresién del operén en ausencia de
nitrato.

En presencia de nitrato, la nitrato reductasa sufriria un cambio
conformacional provocado por el propio nitrato que dejaria libre a NASR
y permitiria la expresién del operén.

La funcién de NASS seria exclusivamente la del transporte de
nitrato.

2. En el fondo genético nasS::KIXX, ademds de una mayor
expresion del gen nasR, no hay que olvidar que este gen se encuentra
mutado y que el fenotipo observado es de una expresion del operén
nasAB independiente de la fuente de nitrégeno. Por tanto, la proteina
NASS podria estar modulando la actividad de NASR en la cepa silvestre.

Este modelo es bdsicamente igual al anterior. En ausencia de
nitrato, la proteina NASR estaria capturada por NASB. Cuando hubiese
nitrato en el medio la proteina NASR se liberaria y podria ejercer el
control positivo sobre el promotor de este operén. La liberacién de
NASR se produciria por la accién de NASS, figura 24.B. En este modelo
no se puede descartar que NASS no tenga una funcién en el transporte de
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nitrato, podria actuar tanto en el transporte como en la transmision de la
sefial del nitrato a NASR.

Por ultimo, el hecho de que en el mutante nasS::KIXX se pierda la
regulacién por amonio y asumiendo que en la cepa silvestre la regulacion
por amonio estd controlada por el sistema ntrBC del mismo modo que en
enterobacterias, podria estar indicando que la proteina NASR ejerce su
funcién via NTRC o via NTRB, figura 25.

La confirmacién de este modelo requiere una aproximacion mas
directa al estudio de la funcién de NASS, NASR, asi como de las
interacciones propuestas entre los distintos elementos.

Figura 24. Posibles modelos de interaccién entre las proteinas NASS, NASR y NASB
de A. vinelandii

Figura 25. Posibles modelos de activacién del promotor nasAB de A. vinelandii
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3.3. CARACTERIZACION DE MUTANTES AFECTADOS EN LA
REGULACION POR AMONIO DE LA ASIMILACION DE
NITRATO

El clorato, un andlogo inocuo del nitrato, se reduce por la accién
de la nitrato reductasa a clorito, que es toxico para la bacteria. Basdndose
en este hecho, en A. vinelandii, se pueden seleccionar mutantes que
carecen de actividad nitrato reductasa en medio minimo suplementado con
clorato. La seleccién en clorato también se puede llevar a cabo en medios
suplementados con bajas concentraciones de amonio (0.2 g/l),
insuficientes para reprimir la sintesis de la nitrato reductasa, pero
suficientes para permitir el crecimiento de una estirpe Nif-. En este
segundo medio de seleccidén es posible aislar mutantes afectados
simultdneamente en la asimilacién de nitrato y en la fijacién de nitrégeno.

En nuestro laboratorio se disponia de mutantes afectados
simultdneamente en la fijacién de nitrégeno y en la asimilacion de nitrato
(Luque, 1987). Se obtuvieron por mutagénesis con el transposén Tn5 del
plasmido pGS9. Este plasmido se transfiere eficazmente a un amplio
espectro de bacterias, pero su capacidad de replicacién y mantenimiento
estd restringido a enterobacterias (Selvaraj e lyer, 1983). Se introdujo
por conjugacidén desde la estirpe de E. coli HB101/pGS9, junto con la
estirpe HB101/pRK2013 como coadyuvante. Se seleccionaron
transconjugantes Kmr de UW136, que posteriormente se sembraron en
medio suplementado con clorato y amonio. De los mutantes obtenidos, 3
de ellos, llamados MV92, MV93 y MV94 resultaron tener un fenotipo
extrafio: Nif- y Chl, pero capaces de utilizar nitrato como fuente de N.
Para comprobar que estas estirpes no eran dobles mutantes, se transfirio
por transformacién la resistencia a kanamicina del Tn5 a la estirpe
silvestre UW136, observdndose que dicha resistencia iba asociada al
fenotipo Nif- y Chl* (Luque, 1987).

3.3.1. Actividades nitrato y nitrito reductasa de las estirpes
MV92, MVI93 y MV94

Se midieron las actividades nitrato y nitrito reductasa de los
mutantes MV92, MV93 y MV94 tras cultivarlos en presencia de distintas
fuentes de N. Los resultados se muestran en la tabla XI. En NO3K dichos
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mutantes presentaban menos actividad nitrato reductasa que la cepa
silvestre UW136, del orden de tres veces menos. En cambio, la actividad
nitrito reductasa no se alteraba. En NO3NH4, tanto la actividad nitrato

como la nitrito reductasa de los mutantes descendia hasta niveles basales.

Tabla XI. Actividades enzimdticas de los mutantes MV92, MV93 y MV94

NO3- NO3NH4 NH4t

Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS

UW136 184 29.8 7.0 109 07 18
MV92 6.5 252 13 12 07 1.6
MV93 6.4 26.4 1.8 17 08 1.9
MV94 6.7 26.6 14 16 09 14

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
distintas fuentes de nitrégeno y cultivindose durante 15 horas.

3.3.2. Aislamiento de los fragmentos cromosémicos que
contienen las inserciones de Tn5

Con objeto de analizar si las mutaciones eran debidas a inserciones
de Tn5 en la misma o diferentes regiones cromosdmicas, se procedid a
aislar estos fragmentos a partir de los ADNs de las estirpes mutantes
cortados previamente con enzimas que no tenian dianas de restriccién en
este elemento transponible.

3.3.2.1. Obtenciéon de la sonda

El ADN que se empleé para determinar los pesos moleculares de
los fragmentos cromosémicos que contenian el Tn5 en los mutantes fue
un fragmento PstI de 0.9 kb interno al gen de la resistencia a kanamicina
de dicho transposén. Este se obtuvo cortando el ADN de pUC4-KIXX,
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figura 26, con esta enzima de restriccién. Los productos de la restriccion
se separaron en un gel de agarosa de bajo punto de fusion y se aislo el
fragmento de gel adecuado. La sonda se marcé utilizando métodos no
radiactivos como se describe en Materiales y Métodos.

sonda
X H - H X
C—h— 5  TnS
IS50L: : IS50R

Km! Bleo!

cassette kixx

Figura 26. Esquema de la sonda utilizada para los experimentos de
localizacién del transposén Tn5 en el cromosoma de los mutantes
MV92, MV93 y MV94

3.3.2.2. Preparacion del filtro

Se aislé6 ADN cromosémico de cada mutante y se cortd con
EcoRI, enzima que no tiene diana en Tn5. Esto no sélo permitia localizar
-el fragmento donde se encuentra el transposén sino identificar la regién
de ADN de A. vinelandii que flanquea este elemento transponible para su
posterior clonacion. E1 ADN se sometié a electroforesis en gel de agarosa
y se transfiri6 a filtro de nailon.

3.3.2.3. Hibridacion

Se utilizé la sonda de TnS frente al ADN total de los mutantes
para localizar dicho transposén. En la figura 27 se muestra el resultado
de la hibridacién. Todos los mutantes presentaban una banda EcoRI de
hibridacién de aproximadamente 9.6 kb.

Este resultado indicaba que los mutantes estaban afectados en la
misma regién cromosémica EcoRI. Para comprobarlo se clonaron los
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fragmentos mutantes y se estudiaron los mapas de restriccion generados
por distintas endonucleasas.

12 3 4 5 6

- - — — 96

A B

Figura 27. Hibridacién con una sonda de TnS de los ADNs mutantes cortados con
EcoRL

A: Electroforesis en gel de agarosa. Los carriles impares contienen marcadores de peso
- molecular obtenidos a partir de ADN de A cortado con diferentes enzimas de
restriccién: Accl, 1; BamH]I, 3; Hindlll, 5 (para los pesos moleculares ver Materiales y
Métodos). Los carriles pares contienen los ADN cromosémicos de los mutantes
cortados con EcoRIl: MV92, 2; MV93, 4, MV94, 6.

B: Resultado de la hibridacién sobre filtro de nailon correspondiente al gel de la figura
A. Como sonda se empled un fragmento interno de TnsS.

3.3.2.4. Clonacién de los fragmentos genémicos que contienen
el Tn5 en los mutantes MV92, MV93 y MV9%4

Para la clonacién de los fragmentos que provocan el fenotipo en
MV92, MV93 y MV94, se corté ADN cromosémico de estos mutantes
con EcoRIl y se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Se aislé la
poblacién de fragmentos EcoRI de 9-10 kb mediante "geneclean" (ver
Materiales y Métodos), se ligaron al vector pTZ19R también cortado con
esta endonucleasa y se transformé a la estirpe 71-18 de E. coli. Los
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transformantes se seleccionaron en cajas de medio Luria-Bertani con
ampicilina y kanamicina. A las colonias que se obtuvieron se les hizo una
minipreparacién de ADN plasmidico. Una parte de cada minipreparacion
se cortdé con EcoRI y se sometié a electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. Se escogi6, para cada mutante, un pldsmido que presentase las dos
bandas esperadas: la de 2.9 kb de pTZ19R y la de 9.6 kb del inserto. A
los pldsmidos aislados a partir del ADN gendémico de MV92, MV93 y
MV94 se les denominé pMAS92, pMAS93 y pMAS94, respectivamente,
figura 28.

1234

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los pldsmidos que contienen los
fragmentos cromosémicos portadores de las mutaciones en las estirpes MV92, MV93 Y
MV94. El carril 1 lleva ADN de A cortado con Hindlll; pldsmidos pMAS92, carril
2;pMAS93, carril 3; pMAS94, carril 4, cortados con EcoRL

3.3.2.5. Ligamiento de los transposones clonades y el fenotipo
de las estirpes mutantes

Con objeto de comprobar si los transposones clonados en el
apartado anterior eran los responsables del fenotipo de las estirpes MV92,
MV93 y MV94 se transformé UW136 con cada uno de los plasmidos
cortados con EcoRI. Los transformantes se seleccionaron en medio
minimo suplementado con amonio y kanamicina para detectar el paso del
transposon. Se replicaron 100 colonias de cada transformacion a cajas de
medio minimo, medio minimo suplementado con nitrato, o clorato y
amonio, tabla XII. Los resultados indicaban que los transposones
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obtenidos a partir de ADN total de los mutantes eran los causantes del
fenotipo de las estirpes MV92, MV93 y MV94.

Tabla XII. Fenotipo de los transformantes obtenidos a partir de
UW136 con ADN de los pldsmidos que portaban el TnS de los
mutantes MV92, MV93 y MV94

ORIGEN ADN NIF NAS CHL KM
pMAS92 - + r r
pMAS93 - + r r
pMAS94 - + T r

Se transformé UW136 con ADN de los pldsmidos mencionados y
cortados con EcoRI. Los transformantes se seleccionaron en cajas
con amonio y kanamicina. Se picaron 100 transformantes de cada
a cajas de medio minimo, suplementado con nitrato o con clorato y
amonio (0.2 g/l).

(+) indica crecimiento; (-) no crecimiento; (r) resistente

3.3.2.6. Mapa de restriccion de los plasmidos pMAS92,
pMAS93 y pMAS94

Los pldsmidos pMAS92, pMAS93 y pMAS94 se sometieron a
cortes con distintas enzimas de restriccién. Los enzimas empleados
fueron: BamHI, EcoRl, Hindlll y Xhol. Se utilizaron cortes simples y
dobles con cada uno de estos enzimas. A partir de los fragmentos de
restriccion originados se elaboré el mapa que se presenta en la figura 29.

92 94 93

E
F

Figura 29. Localizacién de TnS en los plasmidos pMAS92, pMAS93 y pMAS94
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3.3.3. Clonacién de la region silvestre implicada en el fenotipo
de los mutantes

Con el fin de aislar la region silvestre implicada en el fenotipo de
hipersensibilidad a la represion por amonio de las actividades nitrato y
nitrito reductasa se utilizé una genoteca de ADN gendémico de UW136 de
A. vinelandii construida en el fago AGEM12 (Ramos, 1992). Se empled
como sonda para rastrear dicha genoteca el fragmento EcoRI aislado a
partir del ADN total de MV94. Se cort6 el plasmido pMAS94 con la
restrictasa EcoRI y se someti6 a electroforesis en agarosa de bajo punto
de fusién. Se extrajo el bloque de agarosa que contenia la banda de 9.6 kb
y se marcé por procedimientos no radiactivos.

Se infectd la estirpe KW251 de E. coli con parte de la genoteca,
ver Materiales y Métodos, de manera que se obtuvieran 3000 unidades
formadoras de placas repartidas en 10 cajas de Petri. EI ADN se
transfirié a filtros de nailon sobre los que se hizo la hibridacién.

En este primer experimento se seleccionaron 9 posibles positivos.
Con fagos aislados a partir de estas calvas de lisis se infecté de nuevo la
cepa KW251 y se repitié en cada caso la hibridacién, pero ahora con un
nimero menor de halos por caja (100-200 en una caja por cada positivo).
Soélo se confirmé uno, al que se denomind AS7. A este fago recombinante
se le aislo ADN. Se corté con la endonucleasa EcoRI, se someti6 a
electroforesis en agarosa al 0.8% y se transfirié a filtro de nailon sobre el
que se repitid la hibridacién con la sonda obtenida del pldsmido pMAS94,
figura 30. Se observa que pMAS94 hibrida con un fragmento EcoRI de
3.8 kb, que se corresponderia en tamafio con el ADN de A. vinelandii que
flanquea a Tn5. Este fragmento se clond en el vector pTZI9R dando el
pldsmido pMAS941.

El ADN del pldsmido pMAS941 cortado con EcoRly de AS7 se
utilizé para transformar los mutantes MV92, MV93 y MV94. Los
transformantes se seleccionaron en medio minimo. Se replicaron 100
colonias de cada transformacién a medio minimo suplementado con
amonio y kanamicina o clorato, el resultado se muestra en la tabla XI1I.
Estos datos demuestran que los tres mutantes, MV92, MV93 y MV94, se
encontraban afectados en la misma regién cromosémica EcoRI, como se
indicaba en el apartado 3.3.2.6.
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120

1 2

Figura 30. Hibridacién con la sonda de

pMAS94 cortado con EcoRI frente al ADN

de AS7. Electroforesis en gel de agarosa al

0.8% (A) e hibridacién (B). Carril 1, ADN

de A cortado con HindlIlIl; carril 2, ADN de
B 1S7 cortado con EcoRI.

Tabla XIII. Fenotipo de los mutantes MV92, MV93 y MV94 transformados
con ADN del pldsmido pMAS941 cortado con EcoRI y de AS7

ESTIRPE ADN NIF+ CHLR KMR
MV92 AS7 100 0 0
pMAS941 EcoRI 100 0 0
MV93 AS7 100 0 0
pMAS941 EcoRI 100 0 0
MV94 AS7 100 0 0
pMAS941 EcoRI 100 0 0

Se transformaron los mutantes MV92, MV93 Y MV94 con los ADNs
mencionados. Los transformantes se seleccionaron en cajas de medio
minimo. Se picaron 100 transformantes de cada a cajas de medio minimo
suplementado con amonio y clorato o kanamicina.
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3.3.4. Mapa de restriccion de pMAS941: Implicacion del
operon nifBQ en el fenotipo de los mutantes alterados en la
represion por amonio

El plasmido pMAS941 se sometié a digestion con diferentes
endonucleasas de restriccién. Se emplearon las enzimas: Bg/Il, EcoRI,
Pstl, Sall, Sphl y Xhol, también se utilizaron Apal, BamHI y HindlIII,
pero o bien no cortaron en pMAS941 o el tnico sitio de corte estaba

localizado en el vector. El mapa de restriccién resultante se muestra en la
figura 31.

Figura 31. Mapa de restriccién de pMAS941

Puesto que los mutantes ademds de estar alterados en la
asimilacién de nitrato, eran Nif- se decidi6 comparar este mapa con los ya
publicados para las regiones nif de A. vinelandii y se comprobé que
correspondia al fragmento de 3786 pb del pldsmido pRDJ2 (Joerger y
Bishop, 1988), que contenia los genes del operén nifBQ, figura 30.
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(c':lf{énn) nifB fdxN- nifO - nifQ (18-}:;511)

—_— -

Sl Bg Sp

— - : 1 m— pRDJ2
E Bg SpSp P SI P PXh Xh E

S1 Bg Sp

H+— 1 —-1  pMAS94l
E Bg SpSp P SI P PXh Xh E

Figura 32. Comparacién de los mapas de restriccién de los fragmentos
cromosdmicos clonados en los pldsmidos pMAS941 y pRDJ2

En la figura 33 aparece la localizacién aproximada de los
transposones que producen el fenotipo en la estirpes MV92, MV93 y
MV94. Todas las inserciones se encontraban en rnifB, lo que explicaba el
fenotipo Nif- de los mutantes. La hipersensibilidad a la represién por
amonio podria ser debida a la mutacién en un operén implicado en la
biosintesis de FeMo-co, que repercutiria de alguna manera en la sintesis
de Mo-co, ya que ambos cofactores tienen pasos comunes en el
metabolismo del molibdato.

Figura 33. Localizacién de los transposones de las estirpes MV92, MV93 y MV94 en
el operén nifBQ

3.3.5. Determinacion del gen o genes que provocan el fenotipo

3.3.5.1. Inserciones del elemento genético Q2 en el operon

nifBQ

Para saber que gen o genes estaban implicados en este fenotipo se
construyeron inserciones in vitro con Q en pMAS941. Este elemento
genético presenta seflales de terminacién de la transcripcién y de la
traduccion en los dos sentidos a ambos extremos de las resistencias. La
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estrategia seguida y la localizacién de las inserciones se describen en las
figuras 34, 35 y 36.

Las inserciones en cada uno de los genes que integran el operén
nifBQ se introdujeron en la estirpe silvestre UW136 por transformacion
de los plasmidos pMAS941.1, pMAS941.21, pMAS941.3 y pMAS941.4
cortados con la restrictasa EcoRlI, seleccionando la resistencia de €2,
espectinomicina. Posteriormente se comprobd la sensibilidad a ampicilina,
marcador del vector, y el crecimiento de las distintas estirpes en medio

minimo o suplementado con amonio y clorato. Los resultados se recogen
en la tabla XIV.

Tabla XIV. Crecimiento en medio minimo y suplementado con amonio + clorato
de los mutantes de Q en los genes que integran el operén nifBQ

ESTIRPE GENOTIPO NIF CHL

UW136 Silvestre + S
AS401 nifB::Q - S
AS402 fdxN::Q + S
AS403 nifO::Q + S
AS404 nifQ: :Q + S

Se transformé UW136 con ADN de los pldsmidos pMAS941.1, pMAS941.21,
PMAS941.3 y pMAS941.4 cortado con EcoRI. Los transformantes se
seleccionaron en medio minimo suplementado con amonio y espectinomicina, cada
transformacién se pasé a medio minimo o suplementado con clorato y amonio.

(+) indica crecimiento, (-) indica no crecimiento y (s) sensibilidad

Como se puede observar en la tabla XIV, ninguna de las
inserciones provocaba el fenotipo de resistencia a clorato. Este
sorprendente resultado nos hizo pensar que el fenotipo no se debia a una
pérdida de funcién causada por la inserciéon de TnS sino a la expresion
constitutiva de los genes distales a Tn5 a partir de un promotor que se
transcribe hacia fuera (Berg et al., 1980), por lo que se podia descartar a
nifB como posible candidato implicado en el fenotipo de resistencia a
clorato.
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o) nifB faxN - nif0 nifQ - (N.torm)

pPMAS9%4
Digestién parcial
con Sp pHP4SQ
Extraccidn de la agarosa Sm
del fragmento de 6.6 kb
Extraccién de la agarosa
Klenow del fragmento de 2 kb
Ligamiento
Transformacién
71-18 ,pMAS941.1
] . . . ORF5
((’;l-fénn) nifB JixN- nif0 nifQ (N term)
_ > —
Q
E Sp Sp  Sm/Sp N Xh Xh E

Figura 34. Esquema de la estrategia seguida para la obtencién de una insercién de Q en
nifB. El corte de restriccién Sphl también se encontraba en el sitio de mdltiples dianas de
clonacién del vector pTZ19R
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Digestién Sp

Autoligamiento
l Transformacién

nifB i . ORF5
(C-term)”® "0 "2 (N.term)
— &

pMAS941.20 Sm
N + Klenow

Extracci6n de la agarosa Extraccién de la agarosa
del fragmento de 5 kb del fragmento de 2 kb

T

Ligamiento

Transformacién

l

71-18 [pMAS941.21

) . . ORF5
Clomy SN nif0 nif) e
—_——,——> > —

Sp  Sm/N Xh Xh E

Figura 35. Insercién de Q en fdxN. En nifB hay 4 sitios de restriccién Narl por lo que
para clonar Q en la diana Narl de fdxN se trat6 pMAS941 con la restrictasa Sphl y se
autoligd, subclonando el fragmento Sphl-EcoRI de 2.2 kb del operén nifBQ que sdlo
contiene una diana Narl en fdxN
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1 fi .
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Figura 36. Esquema de la estrategia seguida para insertar Q en nifO y nifQ.
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3.3.5.2. Expresion de los genes distales a Tn5

Para demostrar la expresion de los genes distales a partir de un
promotor que se transcribiria hacia fuera desde TnS insertado en nifB se
han empleado dos aproximaciones. La primera ha consistido en bloquear
la transcripcién desde el promotor externo para que no se produjese
fenotipo. La segunda, estudiar los niveles de expresion del gen implicado
en el fenotipo de resistencia a clorato desde su propio promotor y desde
el promotor de Tn5. Para esto ultimo se han utilizado fusiones
transcripcionales con el gen lacZ de los derivados de Tn5, Tn5-B20 y
Tn5-B21.

3.3.5.2.1. Bloqueo de la transcripcion desde el promotor de Tn5

Para interrumpir la transcripcion del promotor externo de TnS se
usaron las inserciones de Q en cada uno de los genes que forman parte del

operén nifBQ.

Estas inserciones se introdujeron en la estirpe MV92 por
transformaciéon de pMAS941.1, pMAS941.21, pMAS941.3 y pMAS941.4
cortados con EcoRI y seleccionando en medio minimo suplementado con
amonio la resistencia del cassette y del transposén, espectinomicina y
kanamicina, respectivamente. Posteriormente se comprobd la sensibilidad
a ampicilina, resistencia del vector, para asegurar que se habia producido
un doble hecho de recombinacién y no una integracién del pldsmido
completo. La localizacion de Tn5 en nifB y de Q2 en los distintos genes se
esquematiza en la figura 37.

Cada transformacion se analiz6 en medio minimo y medio minimo
suplementado con amonio y clorato. En la tabla XV se observa que s6lo
hay crecimiento en amonio y clorato cuando la transcripcion se
interrumpe por debajo de nifO. Por lo que podemos concluir que el
fenotipo de hipersensibilidad a la represién por amonio en los mutantes
MV92, MV93 y MV94 es debido a la transcripcién de este gen desde un
promotor externo de Tn5, aunque no se puede descartar que también
estuviera implicado fdxN.
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Figura 37. Localizacién de las inserciones de Q en las distintas
estirpes originadas a partir de MV92

Tabla XV. Fenotipo de los mutantes que contienen TnS y Q

integrados en nifBQ
ESTIRPE GENOTIPO NIF CHL
UW136 Silvestre + S
MV92 nifB::TnS - r

!
7]

AS409 nifB::Tn5; nifB::Q

AS410 nifB::Tn5; fdxN::Q - S
AS411 nifB::TnS; nifO::Q - S
AS412 nifB::TnS; nifg::Q - r

Se transformé MV92 con ADN de los plasmidos con el cassette Q
en cada una de las ORFs del operén nifBQ y cortados con EcoR1.
Los transformantes se seleccionaron en cajas con amonio,
kanamicina y espectinomicina. Se picaron 100 transformantes de
cada a cajas de medio minimo y medio minimo suplementado con
clorato y amonio (0.2 g/1).

(+) indica crecimiento; (-) no crecimiento; (r) resistente; (s)
sensible
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3.3.5.3.2. Obtencién de una fusién B-galactosidasa en nifO

El plidsmido pMAS941 se mutageniz6 con Tn5-B20. Este
transposén lleva clonado en su extremo el gen lacZ sin promotor, figura
38. La mutagénesis se realizé usando como vector A-B20 en la estirpe
S17-1 de E. coli, ver Materiales y Métodos.

ST T==—=] Tn5-B20

To <——] Tns5-B21l

N F—7] TnS

Figura 38. Mapa de restriccién de TnS-B20, Tn5-B21 y TnS

Las inserciones de Tn5-B20 obtenidas se mapearon con las
enzimas de restriccion BamHI, EcoRl y Xhol. Se determiné la posicion
aproximada y la orientacién de Tn5-B20 en el operén nifBQ.

De todas las inserciones analizadas, s6lo nos quedamos con dos
para posteriores estudios, figura 39. Una se encontraba en nifO en la
orientacién de transcripcioén del promotor del operén. Y la otra, en fdxN,
en la orientacion contraria pero cuyo fenotipo sirvié para descartar la
implicacién del producto de este gen en la resistencia a clorato, como se
verd més adelante. Los pldsmidos obtenidos se denominaron pMAS941.5
y pPMAS941.6, respectivamente.

Se transformé a la estirpe UW136 con estos pldsmidos. Se
selecciond la resistencia a kanamicina aportada por el transposon y se
probé la resistencia a ampicilina. Este vector no se replica en
Azotobacter, por tanto sélo nos quedamos con aquellas colonias que eran
resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina. A la estirpe con la
insercién nifO::Tn5-B20 se le denominé AS406, y a la que lleva la
insercién en fdxN::Tn5-B21, AS407.
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Figura 39. Localizacién de Tn5-B20 en el operdn nifBQ. (A)
pMAS941.5 y (B) pMAS941.6

Debido a que Tn5-B20 confiere resistencia a kanamicina, no se
podia seleccionar la fusién en el fondo genético MV92, por lo que se
decidié sustituir esta resistencia por tetraciclina. Para ello se utiliz6 ADN
del fago A-B21, vector portador de Tn5-B21, derivado tetraciclina
resistente de Tn5-B20. Ambos transposones tienen zonas homélogas, que
son el indicador lacZ y 1a IS50R, como se puede observar en la figura 38,
por lo que un doble hecho de recombinacién darfa lugar al intercambio
del marcador de kanamicina por el de tetraciclina. Con este ADN de A-
B21 se transformé la estirpe AS406, nifO::Tn5-B20, seleccionando
colonias resistentes a la tetraciclina. La sustitucién se determind
comprobando la pérdida de la resistencia a kanamicina y la adquisicion de
la resistencia a tetraciclina. A la estirpe portadora de Tn5-B21 en nifO se
denominé AS419.

Las estirpes de A. vinelandii con las fusiones en nifO se
comprobaron por hibridaciéon. Como sonda se empledé un fragmento
EcoRI-Xhol de 2.8 kb del plasmido pMAS941 frente al ADN total de las
estirpes AS406, nifO::Tn5-B20, y AS419, nifO::Tn5-B21, tratados con la
enzima EcoRlI, se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 5% y se
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transfirié a filtro de nailon. El patrén de bandas que se puede observar
en la figura 40 confirma que los transposones Tn5-B20 y Tn5-B21 se
encuentran en el fragmento X/ol del operén nifBQ.
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Figura 40. Hibridacién de ADN cromosémico de diversas estirpes de
Azotobacter vinelandii cortado con EcoRl y fijado a un filtro de nailon. Las
bandas indican los fragmentos que han hibridado con el fragmento EcoRI-
Xhol de 2.8 kb del pldsmido pMAS941. Carril 1, A cortado con EcoRI-
HindIIl; carril 2, UW136; carril 3, AS406; carril 4, AS419.

En las tablas XVI y XVII se presentan los resultados de
crecimiento en distintos medios de los mutantes AS406, AS407 y AS419 y
las actividades nitrato y nitrito reductasa en distintas fuentes de nitrégeno
combinado, respectivamente. Los resultados de estos experimentos
confirman los obtenidos en el apartado anterior. La mutaciéon de nifO,
estirpes AS406 y AS419, no provoca fenotipo de resistencia a clorato en
presencia de bajas concentraciones de amonio, y los niveles de nitrato
reductasa son incluso més altos que los de la estirpe silvestre. Los
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resultados obtenidos con la estirpe AS407, fdxN::Tn5-B20, permitid
descartar a fdxN como gen implicado en el fenotipo de hipersensibilidad
al amonio, y concluir que el Gnico gen responsable es nifO. La insercion
de fdxN anula la funcién de este gen pero al permitir la expresion de nifO
a partir del promotor de Tn5 provoca el fenotipo de resistencia a clorato.

Tabla XVI. Fenotipo de los mutantes que contienen TnS-B20 o TnS-B21

en el operén nifBQ

ESTIRPE GENOTIPO NO3~ CHL + NH4t CHL
UW136 Silvestre + s S
AS406 nifO:: Tn5-B20 + S S
AS419 nifO::Tn5-B21 + S S
AS407 fdxN::Tn5-B20 + r S

Todas las estirpes se crecieron en medio minimo suplementado con nitrato,
clorato y amonio y sélo con clorato. Se indica con: +, crecimiento; r,
resistente; s, sensible '

3.3.5.3.3. Construccién de un doble mutante nifB::Tn5 y nifO::Tn5-B21

Para poder estudiar los niveles de expresion de nifO desde el
promotor externo de Tn5 se introdujo el transposén que provoca la
mutacién en la estirpe MV92 en el fondo genético nifO::Tn5-B21. Para
ello se transformé AS419 con ADN de pMAS92 cortado con EcoRI,
seleccionando en medios con amonio, primero kanamicina y luego
tetraciclina y kanamicina. Se comprobé el crecimiento de los dobles
resistentes en medio minimo suplementado con amonio y clorato y en
medio con nitrato. Aquellos que no creciesen en medio con amonio y
clorato, pero si en nitrato eran los candidatos a presentar una doble
insercién en nifBQ, una de TnS en nifB, y la otra de Tn5-B21 en nifO. A
uno de ellos se le denominé AS423, figura 41.
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Tabla XVII. Actividades nitrato y nitrito reductasa de los mutantes AS406,
AS407 y AS419

NO3- NO3NH4 NH4t
Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS
UW136 158 268 6.7 135 09 2.1
AS406 30.6 29.3 84 132 07 14
AS419 279 24.8 106 127 09 16
AS407 6.6 25.7 19 16 06 1.5

Las actividades se expresan en nanomoles de nitrito producido o consumido
por miligramo de protefna y por minuto. Los ensayos se hicieron a partir de
in6culos que crecieron en presencia de amonio, se lavaron dos veces con
tampén fosfato diluido, se pasaron a medios con distintas fuentes de nitrégeno
y se cultivaron durante 15 horas.

Nm lacZ Tc

— T
nifB fdxN nifO  nifQ (18—%51511)

Figura 41. Esquema de las inserciones de TnS y TnS-B21 en AS423

3.3.5.3.4. Niveles de expresién de nifO a partir de su propio promotor y
del promotor de Tn5

Se han analizado los niveles de expresion de nifO a partir de su
propio promotor y del promotor de Tn5. Para ello se han medido las
actividades [P-galactosidasa de las estirpes con las fusiones
transcripcionales apropiadas. Las estirpes AS419, nifO::Tn5-B21, y
AS406, nifO::Tn5-B20, nos sirvieron para medir la transcripcion a partir
del promotor silvestre y la estirpe AS423, nifB::Tn5, nifO::Tn5-B21, la
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transcripcién a partir del promotor de TnS insertado en nifB. Las estirpes
descritas se cultivaron en medios suplementados con distintas fuentes de
nitrégeno. Las actividades [-galactosidasa se presentan en la tabla X VIIL.

Tabla XVIII. Actividades B-galactosidasa de fusiones génicas en nifO

ESTIRPE GENOTIPO N, NOj- NO3;NH4 NH4t+

AS419 nif0::Tn5-B21  1968.5 341.6 104.7 110.2

AS423 nifO::Tn5-B21, 1171.6 13309 1437.5 1583.7
nifB::Tn5

AS406 nif0::Tn5-B20 _2547.1 425.6 92.4 122.4

Actividad p-galactosidasa de distintas estirpes de Azotobacter vinelandii cultivadas
durante 15 horas en medios con distintas fuentes de nitrégeno. Las actividades
enzimdticas se expresan en unidades Miller

Puede observarse que:

1. En nitrato, el promotor silvestre se reprime, pero esta
represion, no alcanza los niveles basales de los cultivos en presencia de
amonio.

2. La expresién del promotor de TnS es constitutiva, es decir,
independiente de la fuente de nitrégeno.

3. En nitrato, la expresién de nifO a partir de Tn5 es del orden de
cuatro veces mayor que a partir de su propio promotor.

4. En nitrato aménico, la expresién de nifO a partir de Tn5 es un
orden de magnitud mayor que la expresién a partir del promotor
silvestre.

La expresion constitutiva de nifO a partir del promotor de Tn5
podria ser la causa del comportamiento respecto a la nitrato y nitrito
reductasa de los mutantes MV92, MV93 y MV94. Como se recordard en
la tabla XI, pagina 112 , en medios con nitrato, las actividades nitrato
reductasa de estos mutantes son mas bajas que la del silvestre, mientras
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que las actividades nitrito reductasa estdn inalteradas. En medios con
nitrato amodnico, ambas actividades bajan hasta los niveles basales en los
mutantes, mientras que las actividades de la cepa silvestre se reducen sé6lo
hasta un tercio de las actividades inducidas.

3.3.6. Niveles de transcripcion del promotor del operon nasAB
en distintos fondos nifO

En el apartado anterior hemos visto que la alteracién de la
expresion de nifO influye siempre en los niveles de actividad nitrato
reductasa, y en determinadas condiciones también en los niveles de
actividad nitrito reductasa. Puesto que no se conoce, hasta el momento,
ningin elemento estructural compartido por ambas reductasas, se
esperaria que los cambios que afecten sélo a la actividad nitrato reductasa
no estén relacionados con la expresién del operén nasAB, y los que
afecten a los niveles de ambas puedan ser debidos a un cambio en el nivel
de transcripcién del operén nasAB. Para analizar esta cuestion se midio la
actividad B-galactosidasa de una fusion transcripcional del gen lacZ con el
promotor del operén nasAB en distintos fondos genéticos y en distintas
fuentes de nitrégeno.

Se transformaron las estirpes MV92 y AS403 con ADN de
pPN12, plasmido que lleva el indicador lacZ bajo el promotor del operén
nasAB. Se seleccioné la resistencia a ampicilina del pldsmido. Este
plasmido no se replica en Azotobacter y por tanto la resistencia solo
puede conservarse tras un hecho de recombinacién entre el ADN de la
estirpe receptora y el ADN clonado en pPN12, dando lugar a una
duplicacién del promotor de nasAB. Por un lado se tiene el indicador
lacZ bajo este promotor, y por otro, el operdn silvestre. Posteriormente
se comprobaron los marcadores de las estirpes receptoras, es decir,
kanamicina en el caso de MV92 y espectinomicina en AS403. Los
resultados se presentan en la tabla XIX. Se observa que en nitrato, la
expresién en un fondo genético en el que nifO se expresa a partir del
promotor de TnS5 es el mismo que en un fondo silvestre. En un fondo
nif0::Q la expresiéon de nasAB se duplica. En nitrato amoénico, la
expresion de nasAB, en un fondo silvestre, se reduce unas dos veces y
media. En el mutante nifB::Tn5, la expresién desciende hasta los niveles
basales. Estos resultados concuerdan con las actividades nitrato y nitrito
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reductasa de los mutantes MV92, MV93 y MV94. Sin embargo, en el
mutante nif0::€2, el aumento de la expresion de nasAB no se refleja en un
aumento de la actividad nitrito reductasa.

Tabla XIX. Actividades B-galactosidasa de la fusién nasAB-lacZ en fondos
genéticos alterados en la expresion de nifO

ESTIRPE GENOTIPO NO3~ NO3NH4 NH4+

AS440 OnasA-lacZ, 235.6 934 20.8
nasAB

AS464 ®nasA-lacZ, 244.2 15.9 12.8

nasAB, nifB:.:Tn5

AS465 ®nasA-lacZ, 487.1 85.7 19.7
nasAB, nifO::Q

Actividad B-galactosidasa de distintas estirpes de Azotobacter vinelandii
cultivadas durante 15 horas en medios con distintas fuentes de nitrégeno. Las
actividades enzimdticas se expresan en unidades Miller

3.3.7. Discusion

Algunas nitrato reductasas pueden reducir el clorato a clorito,
siendo, este dltimo, téxico para la célula (Piechaud et al., 1969). Por tanto
se pueden seleccionar mutantes que carecen de actividad nitrato reductasa
por su capacidad de crecer en medios suplementados con este compuesto.
Utilizando esta estrategia en medios con concentraciones de amonio a las
cuales la estirpe silvestre no tiene totalmente reprimida la nitrato
reductasa, y tras mutagénesis de la estirpe silvestre UW136 con Tn5, se
aislaron tres mutantes, MV92, MV93 y MV94, afectados simultdineamente
en la fijacién de nitrégeno y en la asimilacion de nitrato (Luque, 1987).
Estas estirpes atin siendo Chlr podian crecer en medio minimo
suplementado con nitrato como tnica fuente de nitrégeno, es decir, su
resistencia a clorato era dependiente de la adiciéon de amonio al medio.
Este fenotipo se confirmé cuando se realizaron las medidas de sus
actividades nitrato reductasa en distintas fuentes de N. Asi, la actividad
nitrato reductasa de los mutantes cuando crecian en presencia de nitrato
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era inferior, aproximadamente un tercio, a la que presentaba la estirpe
silvestre en estas condiciones, mientras que la actividad nitrito reductasa
seguia siendo semejante en todos los fondos. El descenso mdés drdstico, se
midieron niveles basales de actividad nitrato reductasa, se observaba
cuando los mutantes crecian en medio minimo suplementado con
NO3NH4. En este medio también la actividad nitrito reductasa descendia
hasta los niveles basales. Resumiendo, estos mutantes se comportaban
como si fueran més sensibles que la estirpe silvestre a la represion por
amonio.

Para comprobar si este fenotipo se debia a una o més regiones
cromosOmicas se aislaron los Tn5 de las estirpes MV92, MV93 y MV94.
El resultado fue que todas las inserciones se encontraban en el mismo
fragmento cromosémico EcoRI.

A partir de estos fragmentos mutantes se pudo aislar de una
genoteca genémica de A. vinelandii construida en A-GEM12 la region
cromoséOmica silvestre. Comprobandose que dicha regién coincidia con el
operén nifBQ (Joerger y Bishop, 1988). Este operdn estd formado por
cinco fases de lectura abierta, nifB, fdxN, nifO, nifQ y ORF5 (Joerger y
Bishop, 1988; Rodriguez-Quifiones et al., 1993).

Para identificar que gen de este operdén estaba implicado en el
fenotipo de los mutantes MV92, MV93 y MV94 se construyeron nuevos
mutantes con inserciones del cassette €2 en cada una de la fases de lectura
abierta. Se comprobé que ninguna de las inserciones provocaba el
fenotipo mutante esperado. Por tanto, la mutacién en MV92, MV93 y
MV93 no estaba causada por la ruptura de un gen del operén nifBQ sino
por la expresion constitutiva de alguna de las fases de lectura abierta a
partir de un promotor externo de Tn5. Este fendmeno fue descrito por
Berg et al. (1980). Al estudiar la polaridad de las inserciones de Tn5 en el
operén lac de E. coli, detecté dos tercios de mutaciones polares y un
tercio en que hay expresién de los genes distales a partir de un promotor
asociado al transposén. Este promotor se encuentra en una zona de 187 pb
de ambos extremos de TnS. La expresién constitutiva a partir de este
promotor externo de Tn5 también ha sido observada en mutantes de A.
vinelandii obtenidos por insercién con este transposén (Ramos, 1992;
Ramos et al., 1993). Para comprobar esta hipdtesis y conocer qué gen del
operén nifBQ era el responsable de este fenotipo se construyeron una
serie de mutantes que tenian inserto Tn5 en nifB, y en consecuencia
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debian de transcribir de forma constitutiva el resto del operén desde este
hipotético promotor externo del transposén, pero ademds presentaban
inserciones de € en cada uno de los genes que constituian el operdn,
consiguiendo la parada de la onda de transcripcién en cada una de las
ORFs. El fenotipo de hipersensibilidad a la represién por amonio sélo se
. observaba en aquellos mutantes en los que no se impedia la transcripcién
de nifO desde ese promotor externo. Esto unido al fenotipo de la estirpe
AS407, fdxN::Tn5-B21, nos permitié concluir que el fenotipo de MV92,
MV93 y MV94 se debia a la expresion constitutiva de nifO. La expresion
constitutiva del promotor de TnS5 se demostré utilizando fusiones
transcripcionales del gen de la B-galactosidasa en nifO, tabla XVIII.

No se conoce cual es la funcién de NIFO. Bosch er al. (1993) han
propuesto que interviene en la metabolizacién/modificacion del
molibdeno para su incorporacién a FeMo-co. Esta modificacion podria
dar lugar a una limitacién del Mo disponible para la biosintesis del Mo-co
de la nitrato reductasa, por competencia entre ambas vias biosintéticas.

Es prematuro, con los resultados que disponemos, aventurar c6mo
se ejerce esa competencia entre ambas rutas. No obstante, los resultados
del estudio de la expresién del operén nasAB, tabla XIX, y las medidas de
actividad nitrato y nitrito reductasa en un fondo nifO€, y en un fondo
nifO-, tabla XVII, indican que NIFO interfiere (directa o, mds
probablemente, de un modo indirecto) tanto con la actividad nitrato
reductasa como con la expresiéon de nasAB.

La interferencia con la actividad nitrato reductasa se puso de
manifiesto en medio con nitrato, en los mutantes MV92, MV93 y MV94,
en los que se reduce hasta tres veces, tabla XI. En este medio no hay
interferencia con la expresion de nasAB, estirpe AS464, tabla XIX. La
interferencia con la expresiéon de rnasAB se manifesté en presencia de
amonio, tabla XIX. En estas condiciones de cultivo, la expresién del
operén nasAB en un fondo rifO silvestre se reduce poco méas de la mitad.
En cambio, en un fondo nifOC se reduce del orden de diez veces. Esta es
la raz6n por la que estos mutantes sélo resisten a clorato en presencia de
amonio. Otro dato que indica que NIFO interfiere con la expresién de
nasAB es el comportamiento de los mutantes nifO-, tabla XVII y XIX. En
estas estirpes se duplica la expresion de nasAB, en nitrato. Esto se refleja
en la actividad nitrato reductasa pero no en la actividad nitrito reductasa,
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lo que podria explicarse por la existencia de algiin factor limitante para la
actividad enzimdtica de esta proteina, como, por ejemplo el sirohemo.

El efecto de NIFO sobre la regulacién del operén nasAB puede
indicar que el molibdeno, o un producto de su metabolizacién, tenga un
papel regulador de la expresion de dicho operén. Existe un precedente, la
nitrato reductasa respiratoria de E. coli, en el que se atribuye un papel
inductor a un producto de la ruta de biosintesis de Mo-co (Pascal et al.,
1982; Pascal y Chippaux, 1982; Iuchi y Lin, 1987; Kalman y Gunsalus,
1990).
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Asimilacion de nitrato en R. fredii

3.4. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE GENES
IMPLICADOS EN LA ASIMILACION DE NITRATO EN LA
ESTIRPE HH103 DE Rhizobium fredii

Nos planteamos iniciar un estudio comparativo de la genética de la
asimilacién de nitrato entre A. vinelandii y otra bacteria del suelo. En
nuestro Departamento existe una larga tradicién en bacterias simbioticas
fijadoras de nitrégeno. Elegimos Rhizobium fredii porque disponiamos
de una genoteca apropiada (Romero, 1993). El aislamiento de genes
implicados en la asimilacién de nitrato se realiz6 por complementacion de

mutantes de A. vinelandii con una genoteca en pLAFR1 de la estirpe
HH103.

3.4.1. Actividades nitrato y nitrito reductasa de la estirpe
HH103 de R. fredii

Se han medido las actividades nitrato y nitrito reductasa de la
estirpe HH103 en medio minimo suplementado con distintas fuentes de
nitrégeno. Para ello se crecié dicha cepa en medio rico TY hasta alcanzar
0.8 de densidad 6ptica a 560 nm. Los cultivos se lavaron dos veces en
medio minimo. Y por dltimo, se incubaron en este medio suplementado
con distintas fuentes de nitrégeno durante seis horas a 30°C en agitacion.
En la tabla XX se presentan las distintas actividades nitrato y nitrito
reductasa. Se puede observar que la actividad nitrito reductasa es
independiente de la fuente de nitrégeno, mientras que la actividad nitrato
reductasa es inducible por nitrato pero no reprimible por amonio.

3.4.2. Complementaciéon de mutantes de A. vinelandii afectados
en la asimilacion de nitrato

Con el objeto de aislar los genes implicados en la asimilacién de
nitrato de R. fredii se complementaron los mutantes AS30, AS36 y AS61
de A. vinelandii, afectados en los genes nasA, nasB y en la region nasSR,
respectivamente, con una genoteca de la estirpe HH103.

Para ello se conjugé en masa la genoteca con cada uno de los
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Tabla XX. Actividades nitrato y nitrito reductasa de la estirpe HH103 de R. fredii
cultivada en distintas fuentes de nitrégeno

Glutamato NO3- NO3NH4 NH4*

Estirpe NAS NIS NAS NIS NAS NIS NAS NIS
HH103 03 858 52 1277 50 850 08 850

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 medio TY y se pasaron a medio minimo con distintas fuentes de
nitrégeno cultivdndose 6 horas.

mutantes. Los transconjugantes se seleccionaron en medio minimo
suplementado con nitrato como fuente de nitrégeno. S6lo se obtuvo
complementacion para la asimilacién de nitrato, pero no para la fijacion
de nitrégeno, ya que todos los transconjugantes que crecian en nitrato no
lo hacian en medio minimo. Para poder analizar qué zonas cromosémicas
estaban implicadas en la complementacién de estas mutaciones, se aislo el
ADN plasmidico de una serie de colonias que provenian de cada una de
las complementaciones anteriores y se transformé a la estirpe 71-18 de E.
coli. Del mapa de restriccién de cada uno de los césmidos aislados se
concluyé que existen tres tipos de césmidos que presentan zonas
solapantes. A estos cédsmidos se les denominé pMAS30.1, pMAS30.3 y
pPMAS36.1, figura 42. Los césmidos pMAS30.3 y pMAS36.1
complementaban las mutaciones en nasA, nasB y en la regiéon nasSR.
Mientras que pMAS30.1 sélo complementaba para la reduccion de nitrito
y para la mutacién en la regiéon nasSR. Para delimitar qué regiones
contenian los genes de Rhizobium implicados en la asimilacién de nitrato
se subclonaron los fragmentos BamHI del césmido pMAS30.3 en el
plaismido pRK404. A estas construcciones se les denominaron
pMAS30.14, pMAS30.15 y pMAS30.16. Se introdujeron por conjugacién
en las estirpes AS30, AS36 y AS61 de A. vinelandii desde la cepa 71-18
de E. coli. Se selecciond el paso del plismido en medio minimo
suplementado con amonio y tetraciclina. Posteriormente se comprobé el
crecimiento de los transconjugantes en medio minimo con nitrato, figura
42. Sélo el plasmido pMAS30.15 complement6 al mutante AS61, afectado
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en nasSR. Mientras que los otros dos plismidos, pMAS30.14 y
PMAS30.16, no pudieron complementar las mutaciones en la nitrato y
nitrito reductasa de las estirpes AS36 y AS30, respectivamente. Por tanto,
la regién nasSR de R. fredii se encuentra en un fragmento BamHI de 5.5
kb. El gen nasA de R. fredii presenta, probablemente, una diana BamHI
interna en el fragmento EcoRI de 4.2 kb, mientras que la posicién del gen
nasB no se pudo determinar.

E BH EE Bg HBH E BsE E Bg BH E BHE
AS30 AS36 AS61
22kb0.5kb 5.1kb 32kb 13kb 4.2kb 4.5 kb

PMAS30.3 + + +
21kb

pMAS30.1 —_— + - +

29 kb
PMAS36.1 < ——— + + +
27 kb
pPMAS30.15 —_—_— - - +
5.5kb

PMAS30.16 - - -
10 kb

pMAS30.14 —_— - - -

4.5%b

Figura 42. Esquema de los comidos que complementaron a los mutantes de A.
vinelandii afectados en al asimilacién de nitrato y de las subclonaciones que se hicieron
del césmido pMAS30.3

3.4.3. Actividades nitrato y nitrito reductasa de los mutantes
de A. vinelandii complementados con el cé6smido pMAS30.3

Se midieron las actividades nitrato y nitrito reductasa de los
mutantes de A. vinelandii afectados en nasA, nasB y en nasSR,
complementados con pMAS30.3 en presencia de distintas fuentes de N.
Para ello se introdujo dicho césmido por conjugacién desde E. coli a las
estirpes UW136, silvestre, AS236, AS237 y AS238, versiones Nif*t de las
cepas AS30, AS36 y AS61, respectivamente. Los transconjugantes se
seleccionaron en medio minimo suplementado con tetraciclina. Los
resultados se presentan en la tabla XXI.

Los datos de las actividades nitrato y nitrito reductasa
confirmaron los resultados de crecimiento de los mutantes
complementados con el césmido pMAS30.3. Se observa que en presencia
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del comido pMAS30.3, las actividades nitrato y nitrito reductasa son
independientes de la fuente de nitr6geno.

Tabla XXI. Actividades enzimdticas de las estirpes UW136/pMAS30.3,
AS236/pMAS30.3, AS237/pMAS30.3 y AS238/pMAS30.3

-N NOj3” NH,*
Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS
UW136 0.5 1.8 124 264 0.4 2.2
UW136/pMAS30.3 8.3 41.0 9.4 337 8.9 345
AS236 0.4 0.5 8.0 2.0 0.4 0.8
AS236/pMAS30.3 7.9 4338 8.1 325 108 305
AS237 0.2 244 0.1 269 0.1 2.4
AS237/pMAS30.3 7.6 428 9.1 416 8.0 30.6
AS238 0.1 1.5 0.2 1.2 0.2 1.0

AS238/pMAS30.3 12.7 423 150 385 158 37.7

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 tetraciclina y se pasaron a
medios con distintas fuentes de nitrégeno durante 15 horas.

3.4.4. Identificacion de un operén implicado en la reduccion
de nitrato en R. fredii

Como se ha podido comprobar en el apartado 3.4.2, el c6smido
pPMAS30.1 no complementa para la reduccién de nitrato. Esto puede ser
debido a que el gen nasB esta en la zona no solapante de los tres c6smidos,
o bien que dicho gen se encuentre en la regién solapante pero que
presente una diana EcoRI interna.

Con objeto de localizar el gen nasB se subcloné el fragmento
EcoRI de 3.2 kb del cémido pMAS30.3, que se encuentra en la zona no
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solapante, en pTZ19R. El plasmido resultante se denominé pMAS3.2. A
continuacién, se insertd el cassette Q en la diana de resistriccion Bg/Il,
dando lugar al pldsmido pMAS3.2Q. La estrategia seguida y la
localizacién de la insercién se describe en la figura 43.

Figura 43. Estrategia seguida para obtener una insercion del cassette £ que afecte al
gen nasB de R. fredii

Para comprobar si la insercién afectaba ciertamente al gen nasB,
la construccién anterior con el cassette Q se introdujo en el cosmido
pMAS30.3 por recombinacién homéloga en E. coli. Esto se realizo
transformando la cepa C600 de E. coli con el césmido pMAS30.3,
seleccionando los transconjugantes tetraciclina resistentes. Posterior-
mente, se transformé la estirpe C600/pMAS30.3 con el plismido
pMAS3.2Q seleccionando el nuevo plismido mediante la resistencia a
ampicilina. Por dltimo se obtuvo el pldsmido recombinante, cosmido con
la insercion Q, transfiriendo los marcadores tetraciclina, resistencia de
pMAS30.3, y la espectinomicina, cassette €, a la estirpe DHS5o y
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eligiendo los ampicilina sensibles, a la nueva construccién se le denominé
pMAS30.32Q.

El plidsmido pMAS30.32Q2 se introdujo por conjugacién en las
estirpes UW136, AS236, AS237 y AS238 de A. vinelandii. Se midieron
las actividades nitrato y nitrito reductasa en distintas fuentes de nitrégeno.
Los resultados se muestran en la tabla XXII.

Tabla XXII. Actividades enziméticas de las estirpes UW136/pMAS30.32Q,
AS236/pMAS30.32Q, AS237/pMAS30.32Q y AS238/pMAS30.32Q

-N NO3- NH4*

Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS

UW136/pMAS30.32Q 2.6 500 7.5 377 44 304
AS236/pMAS30.32Q2 20 540 50 371 37 234
AS237/pMAS30.32Q 04 408 05 382 03 215

AS238/pMAS30.32Q 33 456 7.2 416 53 238

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

Se observa que las actividades nitrito reductasa siguen siendo
independientes de la fuente de nitr6geno en todos los fondos genéticos
como ocurria con el c6smido pMAS30.3, tabla XXI, mientras que las
actividades nitrato reductasa bajan en todos los casos. La estirpe
AS237/pMAS30.32Q no presenta actividad nitrato reductasa. Por lo que
se concluye que el gen nasB no estd, o al menos no estd completo, en la
zona solapante de los tres césmidos sino, probablemente, en una regién
cromosOmica que incluirfa el fragmento EcoRI de 3.2 kb adyacente al
fragmento EcoRI de 1.3 kb del c6smido pMAS30.1.

Para localizar la nitrito reductasa se sigui6 la misma estrategia que
para localizar la nitrato reductasa. Se cloné el cassette Q2 en el punto de
restriccion BamHI del fragmento EcoRI de 4.2 kb del césmido
pMAS30.3, subclonado previamente en pMAS4.2. El plasmido resultante
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se le denominé pMAS4.2Q. En la figura 44 se presenta un esquema de la
estrategia seguida. El fragmento EcoRI con la insercion del cassette €2 se
introdujo en el césmido pMAS30.3 por recombinacién homéloga en E.
coli, a este plasmido se le denominé pMAS30.42Q.

Figura 44. Estrategia seguida para obtener una insercién del cassette Q que afecte al
gen nasA de R. fredii

El pldsmido pMAS30.42Q se transfiri por conjugacién a las
estirpes UW136, AS236, AS237 y AS238 de A. vinelandii. Se midieron
las actividades nitrato y nitrito reductasa en distintas fuentes de nitrégeno.
Los resultados se muestran en la tabla XXIII.

La estirpe AS236/pMAS30.42Q no tiene actividad nitrito
reductasa, por lo que se deduce que el gen de la nitrito reductasa, nasA de
R. fredii, tiene una diana de restricciéon BamHI dentro del fragmento
EcoRI de 4.2 kb del comido pMAS30.3. La estirpe AS237//pMAS30.42Q2
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Tabla XXIII. Actividades enziméticas de las estirpes UW136/pMAS30.42¢,
AS236/pMAS30.42Q, AS237/pMAS30.42Q y AS238/pMAS30.42

-N NO3- NH4t
Estirpes NAS NIS NAS NIS NAS NIS
UW136/pMAS3042Q 6.1 18.6 105 157 52 8.14

AS236/pMAS30.42Q 75 06 63 08 65 04
AS237/pMAS30.42Q 06 235 07 177 0.8 10.1
AS238/pMAS30.42Q 577 227 88 192 54 11.6

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

tiene unos niveles de nitrito reductasa similares a la cepa
UW136/pMAS30.42Q y no tiene actividad nitrato reductasa. De estos
resultados se deduce que los niveles de nitrito reductasa observados en
estas estirpes corresponden al enzima de A. vinelandii y, lo que es mas
importante, que el gen de la nitrito reductasa de R. fredii forma parte del
mismo operdn que el de la nitrato reductasa, nasB. La polaridad de la
insercién € en nasA sobre nasB indica que la organizacion de los genes
nasA 'y nasB de R. fredii es la misma que la de A. vinelandii, pnasAB.

3.4.5. Construcciéon de mutantes de R. fredii en los genes nasA
y nasB

Se decidié utilizar los genes sacB-sacR de B. subtilis para poder
seleccionar el intercambio de marcadores por recombinacién homoéloga
de los fragmentos clonados en los pldsmidos pMAS3.2Q y pMAS4.2Q
sobre la estirpe silvestre HH103. Esta herramienta genética sirve para
conferir sensibilidad a la sacarosa en las bacterias Gram negativas. Si se
clonan estos genes en el vector donde se tiene el fragmento que se quiere
sustituir y se cultivan las bacterias en sacarosa y en el marcador
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correspondiente, se seleccionara el doble hecho de recombinacién, ya que
cualquier otra alternativa resultarfa inviable.

Asi pues, en primer lugar se clonaron los genes sacB-sacR en el
vector pMP092, a este plismido se le denominé pMAS39.
Posteriormente, se clonaron los fragmentos EcoRI que tenian las
inserciones del cassette Q en este pldsmido. De esta manera se
consiguieron los pldsmidos pMAS39.32Q y el pMAS39.42Q. La
estrategia seguida se presenta en las figuras 45 y 46.

El siguiente paso fue integrar los fragmentos por recombinacion
homologa en la estirpe HH103 de R. fredii. Se transfirieron los plasmidos
pMAS39.32Q y el pMAS39.42Q por conjugacién a esta cepa y se
seleccionaron transconjugantes en medio TY con espectinomicina, 4cido
nalidixico, para contraseleccionar E. coli, y tetraciclina. Las estirpes
HH103/pMAS39.32Q2 y HH103/ pMAS39.42Q) se sembraron en medio TY
con sacarosa, al 12%, y espectinomicina. Tras comprobar los marcadores
de las colonias que habian crecido en este medio, se contabilizaron 59 en
un caso y 60 en el otro, respectivamente, que eran tetraciclina sensibles,
habian perdido el pldsmido, y kanamicina sensibles, que habian perdido el
cassette "sac-km". Nos quedamos con una colonia de cada una de las
sustituciones de la copia silvestre por la mutante. A la estirpe con el
cassette € insertado en el gen nasA se le denominé RS1 y RS2 a la que
lleva la insercién que afecta al gen nasB. Esta estirpes se comprobaron
por hibridacién, figura 47 y 48.

A continuacién, se midieron las actividades nitrato y nitrito
reductasa de las estirpes HH103, RS1 y RS2 en medio minimo
suplementado con distintas fuentes de nitrégeno. Para ello se crecieron
dichas cepas en medio rico TY hasta alcanzar el final de la fase
exponencial. Los cultivos se lavaron dos veces en medio minimo. Y por
iltimo, se incubaron en medio minimo suplementado con distintas fuentes
de nitrégeno durante seis horas en agitacién a 30°C. En la tabla XXIV se
presentan las distintas actividades nitrato y nitrito reductasa. Se puede
observar que la estirpe RS1, que tiene una insercién del cassette €2 en el
gen nasA, sigue ain presentando actividad nitrato reductasa, que por
polaridad no deberia de tener, y nitrito reductasa. El1 mutante RS2, que
tiene la insercién que afecta al gen nasB, también sigue teniendo actividad
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E BH

PMAS39.32Q

Figura 45. Esquema de la construccién del pldsmido pMAS39.32Q
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E BH

pMP092 .

-BH BH

sacR-sacB @
e el T }

PMAS39.42Q

Figura 46. Esquema de la construccién del pldsmido pMAS39.42Q
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1 2 3 4

Figura 47. Hibridacién de la sonda de
3.2 kb del pldsmido pMAS3.2 frente al
ADN cromosémico de las estirpes
HHI03 (carril 3) y RS1 (carril 2), el
pldsmido pMAS3.2 (carril 1) cortados
con EcoRI; ADN de A cortado con
HindlII (carril 4).

Figura 48. Hibridacién de la sonda de
4.2 kb del pldsmido pMAS4.2 frente al
ADN cromosémico de las estirpes
HH103 (carril 4) y RS1 (carril 3), el
plasmido pMAS3.2 (carril 1) cortados
con EcoRI; ADN de A cortado con Hindll
(carril 2).

nitrato reductasa. Por tanto, en R. fredii deben de existir mas de una

nitrato y una nitrito reductasa.

3.4.6. Clonacion del promotor del operén nasAB de R. fredii

Debido a la existencia en R. fredii de mas de una nitrato y nitrito
reductasa, para el estudio de la regulacién del operdén nasAB recurrimos a
medir los niveles de un indicador distinto de las actividades nitrato y
nitrito reductasa. Para ello, se cloné el promotor de dicho operén en el
plasmido pMP220, derivado de pMP(092, tetraciclina resistente, IncP, de
bajo niimero de copias y que contiene el indicador /acZ, delante del cual
hay una regién de multiples dianas para la clonacion.
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Tabla XXIV. Actividades nitrato y nitrito reductasa de las estirpes HH103, RS1y
RS2 de R. fredii cultivadas en distintas fuentes de nitrégeno

Glutamato NOj3- NO3NH4 NH4*
Estirpe NAS NIS NAS NIS NAS NIS NAS NIS
HH103 0.8 897 6.5 1209 57 819 09 88.6
RSI 0.5 981 592 1166 2.2 1042 1.5 69.1

RS2 07 952 713 1092 38 838 1.7 816

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 medio TY y se pasaron a medio minimo con distintas fuentes de
nitrégeno cultivdndose 6 horas.

Por los experimentos de complementacién y de insercién con el
cassette  se conocia la localizacién aproximada y la orientacién del
promotor del operén nasAB. Este se encuentra en el fragmento BamHI-
EcoRI de 1.5 kb del plasmido pMAS30.15. Dicha regién se cloné entre
las dianas Bg/ll y EcoRI del vector pMP220, construccién que se
denominé pPNR2. En esta construccion, la regién promotora estd en la
orientacion inversa a la de transcripcién del indicador lacZ. Para cambiar
el sentido del promotor, el plasmido pPNR2 se corté con Hindlll y se
volvié a ligar, el pldsmido obtenido se denominé pPNR?2R, figura 49.

3.4.7. Expresion de la fusion del promotor nasAB en las
estirpes HH103 y RS2 de R. fredii

El plasmido pPNR?2R se transfirié por conjugacién desde E. coli a
las estirpes HH103 y RS2 de R. fredii. Las cepas HH103/pPNR2R y
RS2/pPNR2R se cultivaron en medio rico TY hasta alcanzar una densidad
optica a 560 nm de 0.8. Se lavaron dos veces en medio minimo y se
crecieron en medio minimo suplementado con distintas fuentes de
nitrégeno. Se midieron las actividades B-galactosidasa que se muestran en
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pMAS30.15

Figura 49. Esquema de la construccién de una fusién lacZ en el promotor del operén
nasAB de R. fredii
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la tabla XXV. Se puede observar que tanto la estirpe silvestre como el
mutante RS2 se comportan igual en todos los medios. Segtin estos datos, el
operén nasAB de R. fredii no es inducible por nitrato ni por nitrito, ya
que se expresa en ausencia de ambos. En medios con nitrato amoénico o
amonio no hay transcripciéon de nasAB. Por tanto, se trata de un operon
reprimible por amonio. La regulacién parece diferente de la del operdn
nasAB de A. vinelandii. Estos resultados no concuerdan con los datos de
actividades nitrato y nitrito reductasa de la estirpe HH103. En las tablas
XX y XXIV, se vié que la actividad nitrito reductasa era independiente de
la fuente de nitrégeno, y que la actividad nitrato reductasa era inducible
por nitrato pero no reprimible por amonio.

Tabla XXYV. Actividades B-galactosidasa de la fusién en el operén nasAB-lacZ en los
fondos genéticos silvestre y nasB::Q

ESTIRPE GLUTAMATO NO3~ NO,~ NO3NH4 NH4*

HH103/pPNR2R 8917.2 7535.1 4419.6  144.7 174.8

RS2/pPNR2R 7123.7 5443.7 35326  169.5 173.8

Las actividades se midieron en cultivos que habian sido incubados en medio rico TY
hasta alcanzar una densidad éptica de 0.8. Posteriormente se les pasé a medio minimo
suplementado con distintas fuente de nitrégeno y se dejaron en agitacién durante 6 horas
para inducir el promotor del operén nasAB.

Las actividades B-galactosidasa se expresan en unidades Miller.

3.4.8. Discusion

Las bacterias del género Rhizobium son muy versatiles en cuanto
a la utilizacién de nitrato. En condiciones aerébicas pueden asimilarlo.
Ademds, en microaerobiosis, pueden asimilarlo y, de forma simultanea,
utilizarlo en sustitucién del oxigeno como aceptor final de la cadena de
transporte de electrones y reducirlo hasta la forma de 6xidos de nitrogeno
e incluso nitré6geno molecular. La desnitrificacién se ha demostrado tanto
en células de vida libre como en bacteroides (Daniel et al., 1980).

Los niveles de oxigeno parecen tener una influencia determinante
en la expresion del sistema desnitrificante en Rhizobium, mas atn que la
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propia presencia de nitrato (Daniel y Gray, 1976), si bien, ambos, nitrato
y bajas tensiones de oxigeno, parecen ser requeridas en la expresién de la
nitrato reductasa (Daniel y Appleby, 1972). La 6xido nitroso reductasa
también se expresa a bajas concentraciones de oxigeno en ausencia de
nitrato o nitrito (Matsubara, 1971; Payne et al., 1971).

En Bradyrhizobium japonicum cultivado microaerébicamente con
nitrato se ha descrito la existencia de una enzima asociada a las
membranas cuyo tamafio molecular, estimado mediante cromatografia de
exclusién molecular, fue de 236 kDa (Delgado el at.,1992). Sin embargo,
mediante el empleo de geles de poliacrilamida se ha comprobado la
existencia de dos nitratos reductasas asociadas a membrana, cuyos
tamafios eran de 160 kDa (NRy) y 200 kDa (NRyy). La actividad de ambas
reductasas estd sometida a un doble control e independiente: inhibicion
por oxigeno e induccién por microaerobiosis y por nitrato. La expresion
de NRj requiere condiciones de microaerobiosis, mientras que NRyj s6lo
se expresa en condiciones microaerobidticas y en presencia de nitrato
(Fernandez-Lépez y Bedmar, 1993).

La enzima NRy (160 kDa) estd compuesta por tres subunidades de
tamafio molecular relativo 116 kDa, 68 kDa y 56 kDa. La enzima NRjj
(200 kDa) se disocia, durante el proceso de purificacién, en dos formas
activas de 160 kDa y 120 kDa, que pueden, a su vez, separarse mediante
electrolucién. Cada forma activa de la enzima NRjj estd constituida por
cuatro subunidades de tamafios moleculares de 116 kDa, 68 kDa, 59 kDa
y 56 kDa y las dos presentan idéntico perfil peptidico después de tratarlas
con tripsina, por lo que pueden considerarse como dos isoformas activas
de la enzima NRy (Fernandez-Lo6pez y Bedmar, 1993).

Por complementacion con una genoteca de la estirpe HH103 de R.
fredii de mutantes de A. vinelandii afectados en el gen estructural de la
nitrito reductasa, nasA; en el gen estructural de la nitrato reductasa, nasB;
o en la regién reguladora nasSR, se han aislado tres cosmidos, dos de los
cuales contienen los genes equivalentes nasA, nASB y nasSR de R. fredii y
un tercero s6lo nasA y nasSR, tabla XXI y figura 42.

La region nasSR de R. fredii esti contenida en un fragmento
BamHI de 5.5 kb. El tamafio de la regién que contiene los genes nasA y
nasB no se ha delimitado.
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Los resultados obtenidos con los mutantes de insercién del cassette
Q, indican que, al igual que en A. vinelandii, los genes nasA y nasB de R.
fredii forman parte de un mismo operén, en el que nasA estd por delante
de nasB, tablas XXII y XXIIL

En la tabal XXIII se observa que la insercién de Q en el pldsmido
pMAS30.3, anula la capacidad de complementar tanto al mutante en la
nitrato reductasa, AS237, como al mutante en la nitrito reductasa, AS236,
de A. vinelandii. Por lo tanto, la actividad nitrato reductasa de la estirpe
AS236/pMAS30.42Q, la actividad nitrito reductasa de
AS237/pMAS30.42Q y la de ambas reductasas de las cepas
UW136/pMAS30.42Q y AS238/pMAS30.42Q corresponden a las enzimas
de A. vinelandii. El hecho de que estén desreguladas, aparecen tanto en
nitrégeno como en amonio, se podria atribuir a la presencia de los genes
nasSR de R. fredii, que también van en el plasmido pMAS30.42Q. Es
posible que los niveles de expresion de los genes nasSR de R. fredii sean
mads elevados que los de A. vinelandii y se produzca el mismo fenémeno
que se describié en el apartado 3.2 al expresar nasR desde un promotor
fuerte como el de la kanamicina del cassette KIXX. El efecto de nasSR de
R. fredii sobre la expresion de nasAB de A. vinelandii se pone de
manifiesto, una vez mds, en los resultados de la tabla XXII. El pldsmido
pMAS30.32Q, que lleva una insercién de  en uno de las dianas Bg/II del
c6smido pMAS30.3, no complementa al mutante en la nitrato reductasa de
A. vinelandii. Sin embargo, se observa actividad nitrato reductasa en
nitrégeno y en amonio cuando dicho pldsmido se transfirié a las cepas
UW136, AS236 y AS238, actividad correspondiente necesariamente a la
enzima de Azotobacter.

R. fredii debe tener mis de una nitrato reductasa y de una
reductasa de nitrito que se expresan en condiciones aerobicas, puesto que
los mutantes RS1 y RS2, que llevan un insercién que afecta a los genes
nasA y nasB, respectivamente, conservan ambas actividades. Un dato
sorprendente es que en dichos mutantes la actividad nitrato reductasa
aumenta significativamente en comparaciéon con la estirpe silvestre
HH103, tabla XXIV. Este resultado puede indicar que la nitrato reductasa
aislada, la codificada por el gen nasB, regula negativamente la expresion
de otra nitrato reductasa.

No se tienen muchos datos sobre la genética de la asimilacion de
nitrato en Rhizobium. Los resultados preliminares que aqui se presentan
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apuntan a que se trata de un sistema més complejo que en A. vinelandii.
La presencia de mds de una nitrato y nitrito reductasa complica el estudio
de la regulacién. Un ejemplo de ello son los resultados que se recogen en
las tablas XX y XXV. La actividad nitrato reductasa de la estirpe silvestre
HH103 es inducible por nitrato y no se reprime por amonio, y la
actividad nitrito reductasa es constitutiva, si bien en nitrato aumenta
ligeramente, tabla XX. Sin embargo, cuando se analiza la expresién del
promotor del operén nasAB, midiendo los niveles de actividad B-
galactosidasa de la fusién pPNR2R, el operén parece reprimible por
amonio y no requiere de nitrato para su expresion, tabla XXV. Serdn
necesarios mds experimentos para aclarar esta aparente contradiccion y
contemplar la posibilidad de que en Rhizobium exista un control post-
transcripcional del oper6én nasAB.
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Conclusiones

L a estirpe AS61 de A. vinelandii, que carece de las dos
actividades reductasas, se encuentra afectada en una regién cromosémica
denominada nasR, contenida en un fragmento EcoRV-BglII de 2210 pb.
En dicho fragmento estidn presentes dos genes, nasS y nasR, que forman
parte de la misma unidad transcripcional.

La expresion del promotor del operén nasSR de A. vinelandii es
independiente de la fuente de nitrégeno. Siendo un promotor 70 tipico.

La expresion del promotor del operén nasAB de A. vinelandii es:

a) Inducible por nitrato, nitrito y clorato.

b) Reprimible por amonio.

c¢) Dependiente de 654.

d) Regulado positivamente por NTRC y NASR.

e) Regulado negativamente por la propia nitrato reductasa.

La expresion constitutiva del gen nifO provoca un fenotipo de
hipersensibilidad a la represién por amonio del operén nasAB de A.
vinelandii. La proteina NIFO interfiere, ademds, con la actividad nitrato
reductasa.

En R. fredii hay mds de una nitrato reductasa y de una reductasa
de nitrito que se expresan en aerobiosis.

L os genes nasA y nasB de R. fredii, aislados por
complementacién de mutantes de A. vinelandii afectados en la apoenzima
de la nitrato reductasa o de la nitrito reductasa, forman parte de una
misma unidad transcripcional en la que nasA se transcribe antes que nasB.

L a actividad nitrato reductasa de R. fredii es inducible por
nitrato y no es reprimible por amonio, y la actividad nitrito reductasa es
constitutiva. Mientras que la expresién del promotor del operon nasAB es
reprimible por amonio y no se requiere de nitrato para la induccion.
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6. ABREVIATURAS



ACF
ADN
ADNasa
ARN
ARNasa
ARNm
ATP
ATP-asa
b

cal

Ci
CTAB
Chl

Da
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dUTP
DO
EDTA
EGTA

etidio
FAD+, FADH

FeMo-co
g

GDH
GMP
GOGAT
GS
IPTG

1

M
Mo-co
MOPS
MPT

Abreviaturas

Factor activo de conversion

Acido desoxirribonucleico
Deoxirribonucleasa

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Acido ribonucleico mensajero
Adenosin-5'-trifosfato
Adenosina-trifosfatasa

Base

Caloria

Curio

Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio
Clorato

Dalton

Desoxiadenosin-5'-trifosfato
Desoxicitidin-5'-trifosfato
Desoxiguanosin-5'-trifosfato
Desoxitimidin-5'-trifosfato
Desoxiuridin-5'-trifosfato

Densidad 6ptica

Acido etilén-diamino-tetraacético
Acido etilén glicol-bis (B-amino etil eter)
tetraacético
3,8-diamino-6-¢etil-5-fenilfenantridio
Flavin-adenin-dinucleétido y su forma
reducida

Cofactor de hierro y molibdeno

gramo

Glutamato deshidrogenasa
Guanosin-5'-monofosfato

Glutamato sintetasa

Glutamina sintetasa
Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido
Litro

Molar

Cofactor de molibdeno

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
Molibdopteridina
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Abreviaturas

MTAB Mezcla de bromuros de alquiltrimetil
amonio

N'NEDA N- [naftil-(1)] etilendiamina-diclorhidrato

NAD+, NADH Nicotinamida-adenosin-dinucleétido

NADP+, NADPH

(nucledtido difosfopiridinico) y su forma
reducida
Nicotinamida-adenosin-dinucleétido
(trifosfopiridinico-nucleétido) y su forma
reducida

NAS Actividad nitrato reductasa

Nas Capacidad de reduccién de nitrato

Nif Capacidad de fijar nitrégeno

NIS Actividad nitrito reductasa

Nis Capacidad de reduccién de nitrito

NR Nitrato reductasa respiratoria

NTB Azul de nitrotetrazolio

ONPG o-nitrofenil B-D-galactopiranésido

ORF Fase de lectura abierta

pb par de bases

PEG Polietilén-glicol

pl Punto isoeléctrico

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

X-fosfato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-

galactopirandsido
°C Grado centigrado
Antibiéticos:

Amp/Ap Ampicilina Sm Estreptomicina
Ble Bleomicina Spc/Sp Espectinomicina
Cm Cloranfinicol Tet/Tc Tetraciclina
Kam/Km Kanamicina Nal Acido nalidixico
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Enzimas de restriccion:

BH

B/Bg

Bs
E
EV

BamHI H HindIIl
Bglll N Narl

~ BssHII Nr Nrul
EcoRI P/Ps Pst
EcoRV Sc Sacl

Bases nitrogenadas:

= QO p

Aminoacidos:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gln
Gly
His

Ile

T QaomaoozZR >

Adenina

Citosina

Guanina

Timina
Alanina Leu
Arginina Lys
Asparagina Met
Acido aspartico Phe
Cisteina Pro
Acido glutdmico Ser
Glutamina Thr
Glicina Trp
Histidina Tyr
Isoleucina Val

S/S1

Sm

X/Xh

<<KsgHnTYTHZRLC

Abreviaturas

Sall

Smal
Sphl
Xbal
Xhol

Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Tript6éfano
Tirosina
Valina
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