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INTRODUCCION

La investigacion sobre la fijacién de nitrogeno ha recibido un fuerte apoyo en todo el mundo
en los ultimos veinte afios, que se ha visto recompensado con la generacién de una enorme
cantidad de informacion tendiente a la solucion del problema fundamental: el aun‘{ento de las
reservas bidticas de nitrégeno. En las condiciones actuales de nuestro planeta, la provision de
nitrégeno utilizable es un factor limitante para la mayor parte de los seres vivos. La fijacion de
‘nitrégeno es la Unica forma de generar una ganancia neta de nitrdgeno asimilable en la bidsfera, si
ésta no existiera, todo el nitrogeno del planeta volveria a la atmésfera en cien afios.

Existen métodos industriales para fijar nitrégeno (proceso de Haber-Bosch) que aportan a la
bidsfera alrededor del 20% de la entrada anual de nitrégeno, pero son muy costosos debido a que
requieren de alta temperatura y presion, Una fraccién significativa del resto entra a la bidsfera por
medio de mecanismos abidticos imposibles de controlar (luz ultravioleta, descargas eléctricas,
etc.) y el resto proviene de la capacidad de fijar nitrogeno de algunas arqueobacterias y
eubacterias, que pueden hacerlo en vida libre o en asociaciones con raices de plantas, ya sean
simbidticas o no simbidticas.

La fijacion simbidtica de nitrogeno por bacterias del género Rhizobium en asoclacnon con
legummosas llega a suministrar un porcentaje muy importante del nitrégeno utilizable del planeta.
La evidente importancia economica de este sistema bioldgico ha impulsado a gran namero de
investigadores a incoporarse al area durante los Gltimos cuarenta afios, de forma que actualmente
existe un red de instituciones con diferentes enfoques colaborando activamente en el desarrollo
del tema.

(PARA QUE SIRVE EL NITROGENO?

El nitrogeno es un elemento esencial en la composicion de todos los seres vivos. Forma parte
de las proteinas, los acidos nucleicos y algunos aziicares. La cantidad total de nitrogeno en la’
tierra esta estimada en 5 x 1018 kg y aunque es uno de los elementos mas abundantes en la
atmosfera, ocupa el lugar nimero 17 en la corteza terrestre.

En la atmosfera, se encuentra principalmente en forma de dinitrégeno, una molécula casi inerte
que requiere 226 kCal/mol para disociarse. Esto se debe a que sus dtomos estan unidos por un
triple enlace muy estable, donde el orbital de mayor energia es un enlace sigma excepcionalmente
fuerte. Mas de la mitad de la energia necesaria se gasta en romber el primer enlace.

Dada esta falta de reactividad, el dinitrégeno no puede ser utilizado directamente por todos los
seres vivos en la formacion de moléculas orgénicas, sino que necesita ser convertido previamente

a cualquiera de los siguientes compuestos:
NHs < HCN & N2 & NO &NO:2 & NOs
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Todos estos compuestos son interconvertibles entre si y las relaciones existentes entre ellos en
la naturaleza estin determinadas por el ciclo del nitrogeno. Se cree que han existido por lo menos
tres tipos diferentes de ciclos durante la historia de nuestro planeta: el prebidtico, el biologico
anaerobio y el bioldgico aerobio. El ciclaje de nitrogeno en la bidsfera consiste en una serie
suscesiva de reacciones bioquimicas. Estas reacciones se llevan a cabo como parte de un proceso
equilibrado que permite la disponibilidad de todas las formas de nitrégeno asimilable en los
ecosistemas.

Para dar una idea del tipo de procesos involucrados, citaré un fragmento de la revision del
tema escrita por Mora y Lara (1991): "El ciclo comienza con la conversion del nitrato a amonio
en las plantas, seguido por la asimilacién de este compuesto inorganico en nitrégeno organico.
Por el proceso de amonificacion (que se lleva a cabo en microorganismos), el nitrégeno orgénico
es reciclado a amonio...El amonio producido es oxidado a nitrato por las bacterias nitrificantes y
de esta manera el ciclo se completa. La excepcion es la presencia de bacterias denitrificantes, que
convierten parte del nitrato en 6xido nitroso y dinitrégeno, los cuales escapan a la atmésfera. Una
sexta parte del nitrogeno total se pierde por denitrificacién y es compensado por el que se fija y
reduce a amonio por bacterias".,

El paso limitante del ciclo es la fijacidn de nitrogeno, que ocasiona que la concentracién de
nitrégeno asimilable en la bidsfera se mantenga limitada a pesar de la alta concentracién de
dinitrégeno atmosférico. Como se menciona en el parrafo anterior, el primer paso de la cadena es
la asimilacion del nitrogeno inorgénico por plantas. Con el fin de aumentar el rendimiento y el
valor nutricional de algunos cultivos, se ha popularizado el uso de fertilizantes industriales.
Aunque efectivamente aumentan el rendimiento, poseen una serie de incovenientes: su alto costo
restringe el nimero de agricultores capaces de ocuparlo (Bohlool, 1990); destruyen el equilibrio
biotico del &rea de aplicacion; ocasionan contaminaciéon de mantos freaticos y corrientes fluviales
(Schoot-Uiterkamp, 1990). Para solucionar esto, se han creado- instituciones de enlace con los
agricultores que motivan el uso de la fijacion bioldgica del nitrogeno como una alternativa

ecoldgica para la conservacion de la biosféra,

LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

La fijacion de nitrogeno es uno de los procesos mas complejos estudiados por la biologia
moderna. En 1888 se demostr$ por primera vez que un organismo podia ocupar el'nitrégcno
atmosférico como nutriente (ver Quispel, 1988). A partir de entonces, y sobre todo en los Gltimos
50 é'ﬁos, gran cantidad de instituciones de investigacién han consagrado sus esfuerzos al
entendimiento del proceso (ver Evans y Burris, 1992).

Para tener una idea de la amplitud de este estudio, en los primmeros nueve meses de 1992 se
publicaron 5269 articulos del tema en revistas cientificas. De estos, 1610 se clasifican como
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ciencia basica. Esta informacién se obtuvo de Biological Abstracts, version CD (enero a
septiembre de 1992) La diversidad de los enfoques utilizados ha motivado la especializacion. A
continuacion haré un breve resumen del estado actual de algunas de estas areas de especializacion
y mas adelante profundizaré en aquellos temas relevantes en la discusion de esta tésis.

Ni ‘E Mecani

La nitrogenasa es la Unica enzima conocida capaz de interaccionar con el dinitrogeno
atmosférico. Su funcién es reducirlo hasta amonio, asimilable directamente por plantas y
bacterias. A partir de la primera vez que se detectd actividad de nitrogenasa en extractlos
celulares, en 1960, se ha buscado conocer el mecanismo de reaccion de esta enzima (ver Evans y
Burris, 1992).

La complejidad de la reaccién ha limitado el avance del area, sin embargo, gracias a
sofisticadas técnicas de estudio de metaloproteinas, se han obtenido resultados significativos. El
modelo de mecanismo propuesto por Lowe/Thorneley sobre la transferencia secuencial de
electrones al sustrato (dinitrogeno) y sus proposiciones sobre la identidad de los intermediarios de
la reaccion, parece ser el més adecuado, debido a recientes evidencias experimentales (Dilworth y
Eady, 1991; Thorneley et al, 1992).

Lo que conocemos como nitrogenasa esti realmente constituida por dos enzimas diferentes,
componentes I y 1I. El componente I es una reductasa que provee especificamente de electrones
al componente 11, el cual contiene el sitio activo para la reduccion del dinitrégeno. El componente
I (nitrogenasa reductasa) es un homodimero de 60,000 D. Un centro [4Fe:4S] se encuentra
localizado entre las dos subunidades y es el donador directo de electrones para el componente I1.

El componente II (nitrogenasa) es una complejo o2p2 de 240,000 D aproximadamente y
contiene 2 atomos de molibdeno, 32 de fierro y 32 de azufre por molécula. La nitrogenasa
contiene dos tipos de centros de 4xido-reduccion: los centros P y el cofactor FeMo. Cada
molécula contiene dos centros P ([4Fe:4S)) unidos entre si. El cofactor FeMo consta de dos
centros: [4Fe:3S] y [1Mo:3Fe:3S] unidos entre si y es el sitio activo para la reduccion del sustrato
(ver Yates, 1992).

Recientemente se establecio la estructura tridimensional del componente 1 de Azofobacter
vinelandii (Georgiadis ef al, 1992). También se ha avanzado en la determinacion de la estructura
del cofactor FeMo del componente II, tanto de A. vinelandii (Kim y Rees, 1992) como de
Clostridium  pasteurianum (Bolin et al, 1990). Estos avances han permitido la correcta
interpretacion de resultados tales como el efecto de la hidrélisis de ATP en el flujo de electrones
(Thorneley, 1992; Wolle ef al, 1992) y el papel del molibdeno en el sitio activo (Kim y Rees,
1992). ,

Otra de las metas buscadas es el incorporar la capacidad de la nitrogenasa para reducir
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dinitrogeno en condiciones normales de presion y temperatura en el disefio de catalizadores
inorgénicos que sustituyan al costoso proceso industrial de Haber-Bosch (Newton, 1988).

Los sistemas naturales mas sencillos para estudiar la genética de la fijacion de nitrégeno son
bacterias que llevan a cabo el proceso en vida libre, tales como Klebsiella pneumoniae o A.
vinelandii. En estos organismos se ha encontrado que se requiere la expresion coordinada de un
minimo de 20 genes especificos, conocidos como genes »if. La mayor parte de estos genes estan
involucrados con el ensamblaje de los cofactores o con la correcta asociacion de las subunidades
de la nitrogenasa (Tabla I).

La capacidad de las bacterias de la familia de las Rhizobeaceas de interactuar simbidticamente
con raices de leguminosas complica el esquema. En efecto, se requiere también de la actividad del
producto de algunos genes no presentes en las bacterias fijadoras en vida libre, conocidos como
genes fix. Esta designacion es circunstancial, pues un fenotipo nod*fix- puede deberse a
alteraciones en procesos no relacionados directamente con la simbidsis, sino que afecten el
metabolismo basal de la célula (Barbour ef al, 1992).

Esta complejidad queda evidente si tomamos en cuenta que el establecimiento de la interaccién
planta-bacteria y su correcto desarrollo requieren de la expresion de alrededor de 15 genes de la
bacteria conocidos como genes nod (Long, 1992) y por lo menos otros 15 genes de la planta,
todos ellos bajo un estricto control espacio-temporal (Franssen ef al, 1992),

En estos momentos se ha logrado profundizar lo suficiente como para presentar un esquema
funcional del mecanismo genético en las bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre (Dean y
Jacobson, 1992). Sin embargo, en el caso de los procesos simbidticos, la complejidad del sistema
baclériano y el ain escaso conocimiento de la genética de la planta hospedera, representan
todavia atractivos retos tque vencer.

Tabla 1.- Genes especificos para la fijacion de nitrégeno.

Gene Producto y funcién propuesta

nifH Nitrogenasa reductasa. Se requiere de su producto para la biosintesis de la
nitrogenasa en K. pneumoniae y en el sistema vif de A. vinelandii. (Joerger et al,
1991, Harris ef al, 1990)

nifD Subunidad « de la nitrogenasa.
nifK Subunidad B de la nitrogenasa.
niff! Flavodoxina, reductor fisiolégico de la nitrogenasa reductasa.
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nifJ Piruvato-flavodoxina-oxidoreductasa. Acopla la oxidacion de piruvato a la reduccion
de la flavodoxina.

nifM Requerido para la activacién de la nitrogenasa reductasa. Se requiere de su producto
para la actividad de los tres sistemas de nitrogenasa en A. vinelandii. (Kennedy y
Dean, 1992)

nify No se conoce su funcion. Se requiere de su producto para la actividad de los tres
sistemas de nitrogenasa en 4. vinelandii. Posible estabilizacién de la nitrogenasa
reductasa en 4. vinelandii y en la formacion de la aponitrogenasa en K. pneumaoniae
(Kennedy y Dean, 1992, Harris ef al, 1990)

nifS No se conoce su funcion. Se requiere de su producto para la actividad de los tres
sistemas de nitrogenasa en A. vinelandii. Posible estabilizacion de la nitrogenasa
reductasa en A. vinelandii y en la formacién de la aponitrogenasa en K. pneumoniae.
(Kennedy y Dean, 1992, Harris ef al, 1990)

nifV Homocitrato sintasa. El homocitrato es un componente del cofactor FeMo. Se
requiere de su producto para la actividad de los tres sistemas de nitrogenasa en A.
vinelandii. (Kennedy y Dean, 1992) )

nifl Requerido para la biosintesis de la nitrogenasa. Forma un complejo con el producto
de nifN.

nifN Requerido para la biosintesis de la nitrogenasa. Forma un complejo con el producto
de niffs.

nifB Requerido para la biosintesis del cofactor FeMo.

nifQ Involucrado en la biosintesis del cofactor FeMo. El fenotipo #if(Q- se suprime con
molibdeno o cisteina.

nifW No se conoce su funcion. Se requiere para la produccion maxima de la
aponitrogenasa en K. pneumoniae. (Harris ef al, 1990).

nifzZ No se conoce su funcién. Se requiere para la produccion méaxima de la
aponitrogenasa en K. pneumoniae. (Harris et al, 1990)

nifA Elemento regulador positivo.

nifL Elemento regulador negativo.

nifxX No se conoce su funcion. Posible elemento regulador negativo. (Moreno-Vivian ef
al, 1989) ‘

nifT’ No se conoce su funcién. Se requiere para la produccion maxima de la
aponitrogenasa en K. pneumoniae. (Harris ef al, 1990)

nifP Serina-acetiltransferasa. Se requiere para la actividad completa de la nitrogenasa.

(Evans et al, 1991)
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nift No se conoce su funcion, Posible estabilizacion del cofactor FeMo en X.

meumoniae, (Harris et al, 1990)

NOTA: La informacién sabre dc los genes carentes de referencia se tomd de Ia revision de Dean y Jacobson, 1992,

imbiati

Las asociaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno con raices de plantas proporcionan el 50%
del nitrégeno disponible en la bidsfera (Hardy y Havelka, 1975). Estas asociaciones pueden ser
simbidticas con raices de leguminosas o no simbioticas con raices de pastos y cultivos de cereales.
En ambos casos, la presencia de las bacterias promueve el mejor crecimiento de las plantas y en
algunos casos incrementos en su productividad (Bohlool, 1990).

Numerosos grupos de investigacion se han dedicado al estudio de la especificidad de las
interacciones planta-bacteria. Recientemente se han obtenido avances considerables en cuanto a
los mecanismos de comunicacién quimica entre ambos participantes, identificando algunas de las
moléculas responsables (Long, 1992).

En el caso de las leguminosas, la presencia de moléculas-sefiales provenientes de bacterias del
género Rhizobinum, promueve la diferenciacion de un drgano especifico en la raiz, llamado nédulo,
donde se lleva a cabo Ia fijacion de nitrogeno. Las proteinas que intervienen en el establecimiento
y desarrollo del nédulo estan codificadas por los genes nod.

El mecanismo propuesto para la comunicacién quimica entre plantas y bacterias es el siguiente:

1.-Compuestos difusibles como esqueletos de carbono y flavonoides producidos por la raiz de
la planta interaccionan especificamente con la proteina NodD de la bacteria para activar la
trans'cripcién de otros genes nod. El tipo de compuestos que la planta excreta son especificos de
su especie y le sirven para identificarse.

2.-Algunas de las proteinas inducidas participan en la sintesis y modificacion programada de
polimeros de N-acetil-glucosamina. La estructura de esta molécula se encuentra conservada en los
diferentes organismos estudiados y la espeéiﬁcidad en el rango de infeccion de las bacterias
proviene del tipo de modificaciones que sufre: acetilacion, metilacion, sulfatacion, etc. Estas
moléculas, llamadas factores de nodulacién, inducen la divisién celular a distancia en la raiz de la
planta ain en ausencia de bacterias. '

3.-Mientras se llevan a cabo los dos pasos anteriores, las bacterias se adhieren a la superficie de
pelos radiculares por medio de lectinas que reconocen la pared de las Rhizobeaceas. Las bacterias
penetran por un hilo de infeccion hasta alcanzar el sitio de crecimiento del nodulo, donde infectan
algunas de las células de la planta.

5.-Llegando a este sitio, parte de las bacterias se diferencian a bacteroides, lo que implica que
su m'orfologia se modifica y su metabolismo se enfoca casi exclusivamente a la fijacion de
nitrégeno. A partir de este momento, dependen de los compuestos de carbono que bajen de las
hojas. No se ha podido demostrar claramente si este estado de diferenciacién es terminal o no,
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La nitrogenasa es oxidada irreversiblemente por oxigeno molecular en concentraciones
atmosféricas. Todos los organismos fijadores de nitrogeno aerobios han desarrollado mecanismos
de proteccion para la nitrogenasa compatibles con su produccion de energia (Postgate, 1981).
Algunos de los mecanismos caracterizados son:

~Produccién de exopolisacaridos que limitan la difusion de oxigeno al interior de la colonia, ej.
Derxia gumosa (Hill, 1971).

-Formacion de una pelicula semipermeable a oxigeno en el exterior de las colonias, ¢j.
Azospirillum (Reiner y Okon, 1986).

-Diferenciacion terminal de células especializadas para fijar nitrogeno en heteroquistes, ej.
Anabaena (Golden et al, 1985).

-Induccion de dérganos especificos en algunas plantas, que al ser invadidos protegen a las
bacterias del oxigeno ambiental, ej. Rhizobium (ver Werner, 1992).

-Inactivacion reversible de la nitrogenasa reductasa por ADP-ribosilacidon en condiciones de
alto oxigeno, ejs. Riodospirillum (Roberts y Luden, 1992) y Azospirillum (Zhang, 1992).

-Rearreglos especificos en los genes estructurales para la nitrogenasa (Golden ef al, 1985).

-Regulacion de la actividad de la nitrogenasa por medio de modificaciones postraduccionales
en otras enzimas relacionadas (Thorneley ef al, 1992),

-Respiracion desacoplada de la produccion de ATP, ¢j. Azotobacter.

El mecanismo de coordinacién de todos los pasos involucrados en el planteamiento de
condiciones metabélicas o en el desarrollo de estructuras propicias para el establecimiento de una
fijacion de nitrogeno exitosa esta ain sin resolver.

Zeologi

La capacidad de fijar nitrogeno esta restringida a los procariotes y se encuentra tanto en
eubacterias como en arqueobactarias (Young, 1992). Es un proceso muy antiguo, quizi tanto
como la fotosintesis (Sprent, 1992). Siendo tan importante y complejo, resulta atractivo
reconstruir la historia evolutiva de este proceso. Para esto se han aplicado dos enfoques
complementarios: 1) La comparacién de secuencias tanto de proteinas como de DNA de genes
involucrados con la fijacién de nitrégeno y 2) El andlisis de poblaciones de bacterias actuales.

E! primer enfoque se ha basado en el fuerte compromiso funcional de las proteinas que
cdmponen a la nitrogenasa y su extraordinaria conservacion entre diferentes géneros (Normand y
Busquet, 1989). Esto ha motivado que la secuencia de las proteinas, o la de los genes que las
codifican, haya sido determinada en numerosos organismos. A partir de experimentos de este
tipo, se ha propuesto que todos los genes conocidos para la nitrogenasa tienen un origen comun,
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a pesar de la gran diversidad de las bacterias que lo portan. Por lo tanto, la fijacion de nitrogeno
parece haber surgido antes de la division entre arqueobacterias y eubacterias (Young, 1992).

El segundo enfoque, de genética cuantitativa, ha proporcionado evidencias sobre los flujos de
material genético entre diferentes organismos en nichos ecolégicos muy importantes
agrondmicamente (p.ej. la rhizosfera, Young, 1989). El hecho que los genes que participan en la
interacci6n simbidtica y en la fijacion de nitrogeno se encuentren en moléculas extracromosomales
ha motivado la discusidn sobre qué tipo de indicadores genéticos deben tomarse en cuenta para la
definicién de especies bacterianas, especialmente dentro del género Rhizobium. Los enfoques
cuantitativos han permitido la caracterizacion de fendmenos de transferencia horizontal de estas
moléculas extracromosomales, asi como la deteccion de diferentes mosaicos genéticos dentro de
la misma poblacion (Souza ef al, 1992; Valdes y Piiiero, 1992) A

Conclusid

La informacion obtenida en los Gltimos diez afios ha marcado grandes avances en el area de la
fijacion bioldgica del nitrégeno y dificilmente pasa un afio sin que se obtenga alguna conclusion
relevante. Este conocimiento ha permitido un cambsio en la apreciacion del proceso, pues ya no se
restringe al contexto de sus evidentes implicaciones practicas (impacto agro-econdmico), sino
como un sistema bioldgico complejo que permite la interaccion de diferentes enfoques cientificos
en su caracterizacion. A continuacion presentaré algunos temas especialmente relevantes para la
discusion de esta tesis con mayor profundidad.
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BIOQUIMICA DE LA FIJACION DE NITROGENO

La fijacion biolégica de nitrogeno es catalizada por la metaloenzima nitrogenasa, un complejo
compuesto por dos componentes independientes llamados nitrogenasa y nitrogenasa reductasa.
Ambos componentes son indispensables para la actividad biologica del complejo.

La nitrogenasa reductasa es una donadora especifica de electrones para la nitrogenasa y
obtiene su energia de la hidrolisis de ATP. La nitrogenasa contiene el sitio para la unién del
sustrato y su reduccion. La reduccion catalitica del dinitrogeno es indicada por la siguiente
ecuacion

Nz + 8c- + 8H+ + 16 MgATP —2NH;: +Hz +16 MgADP +16Pi

Para reducir una molécula de dinitrégeno se requiere que los componentes de I nitrogenasa se
asocien y disocien varias veces, ya que solo se incorpora un electrén a la vez. Como se muestra en
la ecuacion anterior, se requieren ocho protones y ocho electrones por cada xpolécula de
dinitrogeno fijada. También se requiere de un medio ambiente anacrébico, ya que ambos
componentes de la enzima son sensibles a oxigeno. La nitrogenasa puede utilizar otros sustratos
diferentes del dinitrogeno que también contengan triples enlaces (acetileno, acido cianhidrico,
azidas, etc., ver Yates, 1992).

Recientemente se propuso un modelo de mecanismo para la interaccion de los dos
componentes (Wolle er al, 1992) que implica:

1.-Al unirse ATP a la nitrogenasa reductasa cambia la conformacion de la enzima que expone
su centro redox al contacto con la nitrogenasa, la cual obtiene su electron de una flavodoxina o
ferrodoxina especifica.

2.-Una vez que se acoplan la nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa, se hidroliza el ATP y se
transfiere el electrén a la nitrogenasa. La donacion solo ocurre cuando se encuentran asociadas
estas dos proteina, evitando la transferencia de electrones a otros receptores.

3.-Después de la hidrdlisis, el ADP cambia de lugar hasta otro sitio especifico localizado entre
las dos subunidades, cambiando la conformacién de la nitrogenasa reductasa, lo cual hace
irreversible la transferencia del electrén, aunque las dos proteinas se encuentren todavia
asociadas.

4.-Después de desacoplarse la nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa, el ADP se disocia y la
nitrogenasa reductasa adquiere la conformacién inicial. En estas condiciones recibe otro electron,
une otra molécula de ATP y comienza el ciclo otra vez. Este ciclo requiere llevarse a cabo ocho
veces para la reduccion de una molécula de dinitrogeno.

Aunque se conocen otros sistemas enzimaticos de nitrogenasa relacionados estructuralmente al
sistema FeMo, pero codificados por otro tipo de genes, el mejor caracterizado es el que posee
cofactores de Fierro y Molibdeno y que se conoce como convencional. Los otros sistemas,
conocimos como alternativos, han sido identificados en bacterias del género Azofobacter y
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contienen algunos componentes anélogos al sistema convencional pero utilizan cofactores FeVa o
Fe exclusivamente (Bishop y Premakumar, 1992).

Lo que parece ser un tercer sistema de nitrogenasa ha sido recientemente identificado en la
bacteria gram positiva Streptomyces thermoantotrophicus UBT1 (Gadkari et al, 1992). Su
actividad de fijacidn de nitrogeno se demostrd por incorporacion de dinitrogeno marcado con el
isotopo 5N y por incremento de biomasa con dinitrogeno como Gnica fuente de nitrégeno. Se
distingue de los otros sistemas en lo siguiente:

1.-Es insensible a tungsteno, lo que indica que no se trata de una enzima que utilice molibdeno.

2.-Es insensible a acetileno, etileno y mondxido de carbono, todos ellos inhibidores competivos
de! sustrato en los otros sitemas. Esto indica que su mecanismo es completamente diferente a
todas la nitrogenasas conocidas.

3.-No se inhibe por altas concentracidnes de hidrogeno, lo que indica que probablemente no
produzea hidrdgeno como un subproducto de la reaccion de reduccion de dinitrogeno.

4.-Prefiere utilizar dinitrogeno a una fuente rica de nitrégeno organico, como el extracto de
levadura, lo que significa que no posee sistemas regulatorios equivalentes a los conocidos.

5.-Aparentemente no contiene secuencias homodlogas a las de los genes de las otras
nitrogenasas.

A excepcion de este Gltimo caso, todas las demas nitrogenasas conocidas, atin las alternativas
de Azotobacter, poseen suficientes caracteristicas comunes para ser identificadas como
descendientes de un ancestro comun, en apoyo a la proposicion de un origen monofilético. Con
respecto a la encontrada en §. thermoautotrophicus, seran necesarios mids resultados antes de

tener evidencias sobre su origen.

Produccion de hidro

Una de las caracteristicas mas intrigantes de la actividad de nitrogenasa es su capacidad para
reducir protones a hidrégeno simultaneamente con la reduccion de dinitrogeno, dividiendo los
electrones disponibles entre los dos sustratos. Aunque en condiciones de alto flujo de electrones o
con presiones parciales de dinitrégeno mayores a la atmosféricas se favorece la translocacién de
electrones al sustrato, el limite experimental es una molécula de dinitrégeno por una molécula de
hidrégeno reducido.

Este manejo del flujo de electrones implica una eficiencia maxima tedrica de Ia reaccion de
solan?ente el 50%. Obviamente esta eficiencia es bastante menor en vivo, sin embargo, la
evoliicion de hidrogeno es parte integral de la actividad de la enzima y no hay reduccion de
dinitrégeno sin produccién de hidrégeno. Interesantemente, si se ha encontrado que en presencia
de altas concentraciones de mondxido de carbono todo el flujo de electrones se deriva.a la
reduccion de protones. Adicionalmente, la presencia de hidrégeno como sustrato disminuye atin
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mas la eficiencia de la reduccidn de dinitrégeno. Este efecto inhibitorio se debe a que el hidrogeno
externo puede ser utilizado como sustrato, disminuyendo ain mas la cantidad de electrones
dirigidos a la reduccidn de! dinitrogeno.

Para disminuir la perdida energética intrinseca del sistema, gran cantidad de organismos han
desarrollado Ia capacidad de oxidar el hidrogeno producido por la nitrogenasa. Esta oxidacién
devuelve parte de la energia depositada en la molécula de hidrogeno a la célula, que aunque poca
para ser utilizada como fuente tinica, aumenta la eficiencia neta de la reduccién de dinitrogeno
(Arp, 1992). La enzima que lleva a cabo esta reaccion es la hidrogenasa.Se trata de un
heterodimero off con un peso molecular de 100 kD. Aunque se ha determinado la secuencia y
localizacion de los genes estructurales para las dos subunidades en Bradyrhizobium japonicum
(Sayavedra-Soto ef al, 1988), aparentemente existen otros genes involucrados que ain no han
sido ‘caracterizados. La expresion de los genes de la hidrogenasa depende de la concentracion
externa de hidrogeno y oxigeno, asi como de la fuente de carbono utilizada. No se conoce cl
mecanismo de accidn de estos efectores.

Las bacterias aprovechan la actividad de la hidrogenasa acoplando el poder reductor generado
a partir de la oxidacion de hidrogeno, ya sea a la produccidon de ATP o a sistemas que reducen
oxigeno. Al mismo tiempo se aumenta la eficiencia de la fijacién de nitrégeno al disminuir la
concentracién interna inhibitoria de hidrogeno. Uno de los aspectos mis interesantes de la
actividad de hidrogenasa es que es modulable, probablemente por medio de un factor difusible,
dependiendo del cultivar utilizado (Bedmar ef al, 1983; Bedmar y Phillips, 1984). Esto indica que
la eficiencia final de la reaccién de fijacién de nitrégeno puede ser modulada por las necesidades
de la planta.

Evidentemente, el funcionamiento de un sistema. tan complejo requiere un alto grado de
orgahizacién, tanto estructural como funcional, para alcanzar niveles eficientes. A continuacion
veremos algunos aspectos relevantes de estos niveles de organizacion. '

Organizacién de | il

Los polipéptidos que forman el complejo de la nitrogenasa no se sintetizan como unidades
activas, sino que necesitan ser procesados por otras proteinas especificas. Se ha demostrado que
ésta es la funcion del producto de algunos de fos genes especificos para fijacion de nitrogeno (nif)
descritos en la tabla 1. Recientemente se demostrd que el ensamblaje de una nitrogenasa activa
requiere del sistema general de procesamiento de proteinas constituido por los productos de los
genes grolsL (Govezensky ef al, 1991).

Los productos de otros genes mif estan involucrados con el transporte de electrones a la
nitrogenasa. También hay algunos genes cuyos productos son responsables de la activacion o
inhibicion de la expresién coordinada de todos los genes uif en respuesta a las condiciones del
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Fig. 1- Organizacion relativa de los genes de la fijacion de nitrégeno cn: A) K. iae; B) B. japoni. yO

R. phaseoli cepa CFN42. Todos los genes son nifa no ser que se indique lo contrario. Las flechas indican la
direccién de transcripeion del gene y los puntos () los promotores identificados. Los rectangulos indican genes
detectados por hibridizacién pero aun no caracterizados. NOTA; Los mapas no se encucniran en la misma cscala

medio ambiente.

En Klebsiella pnenmoniae los 17 genes nif conocidos se encuentran localizados en el mismo
fragmento del cromosoma junto con tres m;\rcos de lectura ain no caracterizados (fig. 1A). En
bacterias del género Azolobacter y Bradyrhizobium también se encuentran en ¢l cromosoma (fig.
I1B). En bacterias del género Rhizobiun la mayor parte de los genes involucrados en la fijacion de
nitrégeno se encuentran en moléculas autorreplicables independientes del cromosoma lamadas
plasmidos ( ver Martinez ef al, 1990). En Rhizobium phaseoli cepa CFN42, los genes nif que sc
han identificado hasta ahora se encuentran dispersos sobre una region de 120 kB del plasmido D,
conocido como plasmido simbidtico (fig. 1C; Girard ef al, 1991). Esta cepa posee copias
multiples de los genes para la nitrogenasa (dos copias de #i/DK) y para la nitrogenasa reductasa
(tres; copias de #ifH, Quinto e al, 1985). También han sido identificados otros genes involucrados
en la regulacién de los genes #if, tales como nifd y »ifB (Girard et al, 1991 y 1993).

Algunos genes necesarios para llevar a cabo una interaccion simbidtica exitosa se encuentran
en un solo replicon, diferente al cromosoma, esto proporciona una gran flexibilidad genética para
las poblaciones de bacterias que se encuentren en el suelo pues en algunas condiciones, unas
pocas células que posean la capacidad de nodular cierta leguminosa pueden proporcionarla a otras
por medio de la transferencia de plasmidos. Esto se ha demostrado en condiciones de laboratorio,
donde la transferencia del plasmido simbistico de R. tropici a la bacteria Agrobacterium
tumefaciens la capacita para nodular plantas :c]e frijol (Martinez e al, 1987).
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REGULACION DE LA FIJACION DE NITRCGENO.

Como ya se mencion6 anteriormente, la fijacion de nitrogeno es un proceso cnergéticamenic
costoso que requiere de la hidrélisis de 16 moles de ATP para reducir una mol de dinitrégeno a
amoniaco. Es, por lo tanto, evidente la necesidad de controlar de manera rigurosa tanto la sintesis
como la actividad de la nitrogenasa en respuesta a factores ambientales,

La sensibilidad intrinseca de la nitrogenasa al oxigeno provoca que la concentracion de éste sea
el principal factor regulatorio de todo el sistema (Merrick, 1992). En algunos organismos,
principalmente los que utilizan el nitrégeno fijado para su propio crecimiento (diazétrofos), la
disponibilidad de nitrogeno asimilable en el medio ambiente es otro factor importante (Hill, 1992;
Kennedy y Dean, 1992 ). Ademas, dado que la nitrogenasa es una metaloenzima, la concentraciin
de los metales requeridos para su actividad tiene efectos regulatorios, sobre todo en aquellos
organismos que poseen nitrogenasas con diferentes cofactores metélicos, p.ej. Azofohacter
(Bistiop y Premakumar, 1992).

Con el fin de preservar la integridad de la nitrogenasa, algunos organismos modulan su
actividad por medio de cambios conformacionales reversibles que la protegen de allas
concentraciones de oxigeno atmosférico, p.ej. Azofobacter (Hill, 1992). En otros organismos la
enzima se inactiva especificamente en condiciones adversas para reducir el mal uso de la encrgia,
p.ej.‘ Rhodospirillum (Roberts y Luden, 1992). En el caso de las cianobacterias, la actividad de
nitrogenasa se restringe a solo algunas células especializadas que se diferencian de acuerdo a un
proceso coordinado finamente, desarrollando una barrera mecénica contra altas concentraciones
de o;(igcno (Golden et al, 1985). -

A pesar de algunas diferencias encontradas entre generos, los esquemas generales de
regulacién de la transcripcion de genes nif son claramente comparables, ya que las otras proteinas
involucradas (FixL, FixJ, FixK, ver méas adelante), actuan al nivel del control la transcripcion de
nif4. Por lo que el papel de NifA como regulador maesiro de la expresion de los genes nif se

encuentra conservado.

La transcripcion de los genes nif se realiza por medio de la activacion de promotores
especificos, que se encuentran en la posicién -12, -24 con respecto al inicio de la transcripcion. 1.a
expresion de estos promotores es completamente dependiente del factor especifico 654, producto
del gene rpoN (Kustu ef al, 1989). La RNA-polimerasa carece de especificidad intrinseca en su
uniéh a DNA (McClure, 1985) y depende de los factores sigma "¢" para acoplarse eficientementc
a los promotores (Helmann y Chamberlin, 1988).

Todos los promotores activables por 34 (RpoN-dependientes) reconocen secuencias de DNA
muy parecidas, con el consenso TGG-N8-TTGCA en las posigiones -11,-26 con respecto al inicio
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de la transcripcién (Morett y Buck, 1989). El funcionamiento de los promotores RpoN-
dependientes es dependiente estricto por la distancia de diez pares de bases entre las posiciones -
12 y-24 (Buck, 1986). Modificaciones de los residuos ubicados en las posiciones -12, -13, -14, -
18 y -26 del promotor nifH de K. pneumoniae tienen un efecto negativo en la eficiencia del
promotor al reducir la afinidad del acoplamiento con RpoN (Buck et al, 1985). Los nucledtidos
GG-N10-GC en las posiciones -12,-24 estan notablemente conservados, excepto en los tres
promotores nifH de R. phaseoli (Quinto et al, 1985), el promotor niflf de R. trifolii, el promolor
ni/N‘de R. meliloti (Merrick, 1992) y el promotor glnl{ de E. coli (Claverie-Martin y Magasanik,
1991), que contienen A en lugar de C en la posicion -13.

RpoN se une al promotor y forma un complejo cerrado que es incapaz de isomerizarse en un
complejo abierto por si mismo, por lo tanto todos los promotores RpoN-dependientes requieren
absolutamente de una proteina activadora especifica para su funcionamiento (Kustu er a/, 1989).
En el caso de los genes nif, el activador especifico es el producto del gene nifd, aunque pueden
ser activados por otras proteinas del mismo grupo (p.ej. NtrC, Buck et al, 1985). NifA promueve
la isomerizacion del DNA del promotor de un complejo cerrado a uno abierto (Morett y Buck,
1989).

La actividad optima de NifA se obtiene cuando se une a secuencias de DNA especificas
localizadas entre 80 y 150 pares de bases antes del inicio de la transcripcion (NifA-
UAS=Upstream Activator Sequences; Buck ef a/, 1986; Morett y Buck, 1988). Las secuencias
UASXf contienen el elemento TGT-N10-ACA, y al igual que en la secuencia de los promotores
RpoN-dependientes la distancia interna es esencial. Derivados con la secuencia TGT-N10-ACC
reducen la actividad del promotor, indicando un pegado débil de NifA a la secuencia (Buck ef al,
1987).

Se ha demostrado que los promotores RpoN-dependientes pueden activarse tanto por su
activador especifico, como por otros de la misma familia. Esto se debe a la homologia de
secuencia entre las proteinas de este grupo, por la que comparten un mecanismo comun (Kustu ¢/
al, 1989). Por ejemplo, los promotores de los genes nif/Hf o nifU de K. pneumomiae se activan
tanto por NifA como por NtrC, sin embargo' los niveles de expresion con NifA son de 20 a 40
veces mis altos. La delecion de la copia tinica de NifA-UAS de cada uno de estos promotores
reduce notablemente su activacion por NifA, sin alterar la activacién por NtrC (Buck y Cannon,
1989). Esto indica que en ausencia de una secuencia UAS, ambas proteinas activadoras poseen la
misma capacidad restringida de promover la activacion de este promotor, pero cuando la proteina
espeéiﬁca, NifA, se coloca en una posicién exacta en la misma cadena de DNA aumenta
notablerifente su especificidad. A diferencia de lo que se encuentra en K. preumoniae, el
promotor nifH de R. meliloti no depende tanto de la unién de NifA a UAS (Huala y Ausubcl,
1989). El promotor nifH de R. meliloti se acerca mas al consenso que el promotor nifff de K.
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pneumoniae, lo que sugiere que la dependencia por los sitios de pegado a NifA puede ser un
mecanismo de compensacion de una unién débil a RpoN. Esto se demostrd al modificar los
nucledtidos -15 y -16 del promotor nifH de K. pneumoniae, de forma tal que al aumentar su
homologia con el promotor nifff de R. meliloti (y con el consenso), se disminuye su dependencia
por la presencia de NifA-UAS (Buck y Cannon, 1989).

El mecanismo por el que las NifA-UAS compensan la falta de afinidad del promotor niff{ dc K.
pneumoniae, es mediante la presentacion del activador al complejo‘polimerasa-RpoN-promolnr,
facilitando su interaccién y promoviendo mayor estabilidad en Ia iniciacion de la transcripcion. Fin
el caso de este promotor, la distancia de DNA que separa al promotor de su NifA-UAS es exacla
para que con un solo doblez ambas proteinas queden presentadas. Sin embargo, la tension
producida por este doblez dentro del DNA no permitiria que fuera suficientemente estable,
Hoover ef al (1990) identificaron que la
proteina THF (Host Integration Factor),
conocida por mediar la integracion del a1 AcA

bacteriofago lambda en el cromosoma de £.
coli, asi como otros procesos que requieren
el doblamiento de DNA, participa en la
activacion de promotores RpoN —_—
dependientes, proporcionandos la
estabilidad necesaria en su presentacion con a---1
las moléculas de NifA unidas a DNA. El - .
. .. | Fig 2.- Modclo de Ia activacién transcripcional de gences nif.
efecto de IHF en la estimulacion de la La proteina THF cstabiliza ¢l doblamicnto del DNA
intermedio entre el promotor y NifA-UAS, permiticndo 1a

. . interaccion estable de Ja proteina activadora NifA con cf
promotores de diferentes organismos, - complejo polimerasa-RpoN-promiotor.

PROMOTOR

transcripcion ha sido demostrado para

incluyendo algunas Rhizobeaceas, por lo

que aparentemente se trata de un
mecanismo general. La secuencia consenso para el pegado de IHF (a/tATCAA-N4-TTa/g) sc
encuentra entre el promotor y NifA-UAS, en el caso de las regiones regulatorias de los genes
n{'/Hla y nifHb de R. phaseoli cepa CEN42, aunque no existe una secuencia idéntica al consenso,
si se'encuentra una region rica en AT alrededor de la posicion -125, entre el promotor y NifA-
UAS, por lo que es posible que también requiera IHF para su activacion. En Ia figura 2 se
presenta un modelo para la expresion de genes »if a partir de promotores RpoN-dependientes
donde la proteina IHF se une a secuencias intermedias entre el promotor y NifA-UAS, facilitando
la interaccién de NifA con la polimerasa (Hoover ef al, 1990).

Como ya se mencion6é NifA y NtrC son similares en cuanto a su fincion, pues ambos son
activadores transcripcionales de promotores RpoN-dependientes, por lo tanto pueden sustituirse
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el uno al otro, aunque con eficiencia reducida. Esta similitud proviene de un alto grado de
similitud entre la secuencia de ambas proteinas. Al comparar la secuencia de estas dos protcinas,
asi como de otras con funciones similares (Drummond ef al, 1986), se observé que algunos
fragmentos estaban organizados como dominios con funciones especificas:

1.-El dominio amino terminal de NtrC estd involucrado en la interaccion con NtrB y conticne
el sitio de fosforilacion. Este dominio estd conservado entre diferentes proteinas del sistema de
dos componentes (DctD, OmpR, NusA, etc.). En el caso de NifA de K. pnenmoniae, el dominio
amino terminal est involucrado en la inactivacion por NifL. y aunque este mecanismo no existe cn
Rhizobeaceas, existe similitud entre diferentes NifA. La homologia entre NifA y NtrC es mny
reducida en este dominio, concordante con las diferencias en los mecanismos de activacion.

2.-El dominio central esta muy conservado entre todos los activadores de promotores RpoN
dependientes v se sabe que aun disectado es capaz de activar la transcripcion (Morett ef al, 1988
Huala y Ausubel, 1989).

3.-El dominio carboxilo terminal presenta la estructura hélice-vuelta-hélice, reconocida por su
capacidad de interaccionar con DNA y ha sido propuesta como el sitio de union a las secuencias
de estabilizacién (UAS) para la interaccién con la polimerasa. En el caso de NifA, se deniosird
que éste dominio efectivamente se une a la secuencia TGT-N10-ACA (NifA-UAS; Morett ¢/ a/,
1988).

En K. pneumoniae NifA regula la expresion del resto de los genes nif en respuesta a los
estimulos ambientales mediante la regulacion de su transcripcion. Responde a la concentracion de
oxigeno por medio de la interaccion con NifL y la expresion de nifl.4 esta controlada por el grado
de superenrollamiento del DNA, el cual a su vez es afectado por la transicion aerobiosis-
anaerobiosis. Por otro lado, responde a la disponibilidad de nitrégeno asimilable por medio de Ia
activacion de su transcripcidon por NirC a partir del promotor RpoN-dependiente nifl.A. Csta
activacion se lleva a cabo de manera cooperativa por la unién de dos moléculas de la proteina cn
dos secuencias NtrC-UAS débiles en la regidn anterior al promotor.

id i 1if en Rhizobium.

Igual que en K. pneumoniae, la expresion de genes nif en bacterias de la familia de las
Rhizobeaceas es dependiente de la presencia de las proteinas RpoN y NifA. Sin embargo, los
efectores del sistema regulatorio parecen ser diferentes: en Rhizobium la transcripcién de los
genes nif responde solamente a la concentracion de oxigeno disuelto, y es insensible de Ia
disponibilidad de fuentes de nitrogeno combinado. Esta diferencia puede tener fundamento en el
hecho que las bacterias de esta familia fijan nitrogeno esencialmente para ser exportado a la planta
y qu"e éste es inmediatamente transportado lejos del bacteroide, por lo tanto, no hay necesidad de
que la actividad de nitrogenasa necesite ser regulada por la presencia de amonio o de glutamina.
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Los elementos que conforman el esquema de regulacion de la expresion de genes nif en
Rhizobeaceas se han obtenido del estudio de bacterias de los géneros Bradyrhizobium, Rhizobium
y Azorhizobium. Aunque los tres sistemas comparten gran parte del mecanismo, presentan
algunas particularidades. Por lo tanto me limitaré a revisar solamente a las especies mas cercanas
a R phaseoli. Se ha trabajado de manera mas completa en R frifolii, R. meliloti y R.
leguminosarum, y se ha encontrado que los elementos regulatorios de las tres especies son
bastante similares.

En estas tres especies el gene nif4 esta localizado después de fixABC y antes de nifB3. La
transcripcion de nif4 es a partir del promotor RpoN-dependiente de fixABC o a partir de un
promotor propuesto localizado entre ambos genes. Este promotor se obtuvo por comparacion de
las tres secuencias intercistronicas y se determind como su secuencia minima, TAATa/{TT, en la

posicién -30,-40 con respecto al inicio de la
/‘\ OXIGENG transcripcion (lisma y Watson, 1989).
En nddulo, la transcripcion de nifd se

L
U autoregula  positivamente, a partir  del
N\ promotor fixABC y se ha demostrado en R.
meliloti que se pueden alcanzar en cultivo los
<‘> mismos niveles - de expresion que en el
_ bacteroide si se reduce la concentracion de
/ \ oxigeno disuelto (Ditta er af, 1987). Esta
v induccion ocurre atn en presencia de
P ¢ ik nitrogeno fijado y es debida a la activacion del
promotor TAATa/tTT, probable equivalente

de un promotor o en Rhizobium, por Fixi.]

+ +

nyfHDK N . B
ABC j’;;Zf? (David er al, 1988). Estas proteinas

" pertenccen a la familia de sistemas reguladores
Fig. 3 Modclo para Ia activacion transcripcional de de dos componentes, donde FixL .fosforila a

genes nifen R, meliloti, FixJ en respuesta a la concentraciéon de

oxigeno. La primera evidencia sobre Ia

regulacion de la transcripcién del promotor nifd de R. meliloti por la fuente de nitrégeno,
aparentemente por medio de las proteinas reguladoras FixLJ fué obtenida recientemente por
Noonan y colaboradores (1992).

En las Rhizobeaceas ia actividad de NifA responde a la concentracién de oxigeno por medio de
la oxidacion de la misma proteina . Aparentemente ésta sensibilidad es mediada por la presencia
de la secuencia CXXXXC, donde X puede ser cualquier aminoacido, entre el dominio central y el
carboxilo terminal. Dado que se requiere de ambas cisteinas y la distancia entre ellas es critica

17



INTRODUCCION

para su funcion, pero no el tipo de residuos intermediarios, se ha propuesto que se trata un sitio
de union para un metal. En B. japonicum se demostrd que la presencia de agentes quelantes en el .
medio de cultivo impiden la funcién de NifA (Morett ef al, 1991),

Dependiendo de la presencia de la secuencia CXXXXC se ha clasificado a las proteinas NifA
conocidas en dos grupos: 1) Las que la contienen: .B. japonicum, R. capsulatus, R.meliloti, R.
trifolii, R. leguminosarum A. caulinodans, H. seropedicae, y 2) Las que no la contienen: K.
pneumoniae NifA, A. chroococcum NifA, A. vinelandii NifA, AnfA y VnfA.

Batut y colaboradores (1989) encontraron condiciones en las que FixL] no bastaban para
activar la expresion de fixN en R. meliloti. Esta observacion llevé a la identificacion de otra
proteina regulatoria, el producto del gene fixX. Esta proteina, FixK, no activa la transcripcion de
nifd, sino que aparentemente la regula negativamente. Por comparacion de secuencias, se
encontrd que tiene gran parecido a Fnr, proteina reguladora de la transcripcion, sensible a la
concentraciéon de oxigeno disuelto. La expresion del gene fixK se autoregula negativamente y es
dependiente del sistema FixLJ. Se han encontrado homdlogos a fixK en A. caulinodans
(Kamismki ef al, 1991) y otras cepas de R. meliloti (Aguilar e al, 1987). En la Fig, 3 se presenta
un modelo general de regulacion de la trancripcion para Rhizobium meliloti en el que se incluyen

las proteinas conocidas.
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- Gran parte del conocimiento que tenemos del proceso de la fijacién biolégica del nitrégeno
proviene del estudio de bacterias de los géneros Klebsiella, Azotobacter 'y Bradyrhizobium.
Recientemente se ha comenzado a prestrar atencién al estudio de otros fijadores, especialmente
de lus Rhizobeaceas, bacterias que fijan nitrGgeno en simbi6sis. Dentro de este género, se ha
trabajado fundamentalmente en R. meliloti, R. leguminosarum, A. caulinodans 'y B. japonicum.
En ¢l Centro de Investigacién sobre Fijacién de Nitrégeno, lugar donde se realizé ¢l trabajo de
esta tesis, existe un interés particular en el estudio de bacterias que interactian con frijol
(Rhizobitm leguminosarum bv. phaseoli, Rhizobium tropici y Rhizobium eili). ;

Nuestro grupo estd comprometido con el estudio de la fisiologfa microbiana cn general, y de
la fisiologia de R. phaseoli en particular. El proyecto en el que participo se enfoca al estudio de
Ia fisioldgia de la fijacién de nitr6geno de R. phaseoli, tanto en vida libre como en simbi6sis con
Irijol. La principal justificacién para este trabajo de tesis es la falta de conocimiento que existe
sobre la regulacion de los genes involucrados en la fijacién de nitrégeno en la cepa CEN42 de R,
phaseoli, 1o que complementarfa trabajos realizados en otras arcas. Hasta el momento solo
existen antecedentes sobre ¢l tema en tres trabajos producidos en el Centro de Investigacion
sobre Fijacion de Nitrégeno:

1) El efecto de las reiteraciones de los genes para la nitrogenasa en la fijacién simbidtica
(Romero et al, 1988).

2) La actividad transcripcional de estos genes en nédulo (Morett et af, 1988b).

3) La localizacién de genes relevantes para el proceso (Girard er al, 1991 y 1993).

Por otro lado, otros proyectos desarrollados en este mismo Centro sobre diferentes aspectos
de la biologfa de R. phaseoli (correspondientes a 25 articulos publicados), nos proporcionan las
bases conceptuales necesarias para el desarrollo de proyectos ubicados en la frontera cntre la
genética y la fisiologfa, tal como el presentado cn esta tesis.

Algunos de los antecedentes que fundamentaron el plantcamicnio de este proyecto se
encuentran dentro del enfoque estructural en el estudio del gedomu de Rhizobium phaseoli.
Ahora sabemos que la estructura de su pldsmido simbiético presenta gran cantidad de secuencias
reiteradas que promueven rearreglos a alta frecuencia en el genoma de este organismo (Romero
et al, 1991). Dentro de estas secuencias reiteradas se han identificado a los genes nodD y
nifHDK (Girard et al, 1991).

La reiteracién del gene nifH en R, phaseoli cepa CFN42 es especial, en cuanto que las tres
copius son idénticas, este hecho desperté curiosidad desde que fueron identificadas (Quinto et al,
1982). Dos de estas copias estdn asociadas a genes nifDK y se demostré que se requicren ambas
para una completa eficiencia simbiética (Romero er al, 1988). Sin cmbargo, el porqué sc
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requicren dos copias de nifHDK para habilitar a Rhizobium phaseoli en un proceso que cn
cualquier otro género se realiza con solo una copia sigue sin conocerse. Adn mds inleresante s
la existencia de la tercera reiteracién de nifff, pucs aparentemente no s¢ encuentra asociada i
genes nifDK.

Existen evidencias de Ia reiteracién del gene nifff en otros organismaos, A. caulinodans sc ha
demostrado que una de las copias se activa durante la simbidsis con Sesbania rostrata, micntras
que la otra sc activa en condiciones de vida libre. Esta regulacién dual es importante pari
bacterias que nodulan tallo, ya que carecen de las fuentes de nitrégeno que se encuentran en ol
suclo y por lo tanto dependen de su crecimiento diazotréfico hasta ¢l establecimiento de una
simbi6sis cfectiva (Norel y Elmerich, 1987). En C. pasteurianum se ha demostrado Ia existencia
de seis homé6logos al gene nifff. Uno de estos cs el gene estructural para la nitrogenasa
reductasa, micentras que cualtro de los otros cinco se transcriben en condiciones de limitacidn du
nitrégeno, aunque no se les ha propucsto ninguna funcidén especifica (Chen et al, 1986; Wang, ¢t
al, 1988). Se ha especulado que pudieran participar en algtin sistema alternativo atin no
caracterizado.

Exislcn resultados previos que sugieren que la tercera copia del gene nifff de la cepa CFN42
se expresa en nédulo mds que las otras dos copias y que inserciones en cste gene aparcntemenic
no producen modificaciones en la actividad simbi6tica de nitrogenasa (Morett, ef al, 1988h). I.a
diferencia en niveles de expresién no es discutida por los autores dado que los datos obtenidos
son demasiado dispersos y que algunas de sus cepas sufricron rearrcglos. La falta de fenotipo
simbi6tico de mutaciones en esta tercera reiteracién fueron corroboradas por experimentos
realizados bajo condiciones mds controladas por Romero ef al (1988). En un trahajo previo
(Valderrama, 1989), demostramos que contigua a la tercera reiteracién de nifH sc encuentra otio
homdlogo al gene nifl) de esta misma cepa. Esta nueva sccuencia se cncuentra conservada entie
todos los demds aislados de R. phaseoli que probamos.

A partir de cstos antccedentes nos planteamos las siguientes preguntas: ;Cudl es Ia relevancia
fisiolGgica de una copia independiente del gene nifH? ¢La protefna codificada por la nucva
sccuencia homdloga al gene nifD estd involucrada con las proteinas de la nitrogenasa [uncional?
¢Las diferencia en sccuencias regulatorias entre las reiteraciones son reflcjadas en su actividad
lran§cripcional? (Puesto que estdn tan conservadas, existe alguna funcidn para las sccucncias
contiguas a la tercera reileracién? ;Cudles son los mecanismos regulatorios de los genes #niff/
reiterados y cuél es su relevancia en el proceso simbidtico?

Para responder a estas preguntas, nos plantcamos como objclivo de este trabajo el anglisis
fisiol6gico de los genes que codifican para las enzimas nitrogenasa (nifDK) y nitrogenasa
reductasa (niff) en la cepa CEN42 de Rhizobium phaseoli. Para llevarlo a cabo, sc utilizaron dos

enfoques complementarios:
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1) La caracterizacién ffsica de las regiones de DNA adyacentes a las tres copias de los genes
nifH presentes en la cepa CFN42, con énfasis en Ia tercera reileracién, denominada regién niff/c.

2) La regulaci6n de la transcripcién de las copias miltiples de los genes nifff en condiciones
de cultivo y en simbidsis con {rijol, por medio de la fusién con genes reporteros.
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Quinto ef al. (1985) reportaron simultaneamente con la secuencia nucleotidica de las tres
copias del gene nifH de la cepa CFN42 y la caracterizacion preliminar de sus regiones inmediatas.
En ese trabajo encuentran secuencias homologas a los genes #i/DK por medio de hibridizaciones
con detectores de R. parasporiia en las regiones nifHa y niff{h. También confirmaron la extension
de la similitud entre diferentes regiones por medio de alineamiento de heteroduplex.

En un trabajo previo (Valderrama, 1989) detectamos la presericia de una nueva sccuencin
homologa al gene nifDD de la regidn nifHb de la misma cepa CFN42. Utilizando el gene nifK de I
regién nif{h como detector, solo encontramos las sefiales de hibridizacion reportadas. La nueva
banda homéloga a nifDD corresponde en tamafio con la region nifffc. Al hibridizar contra cada uno
de los cosmidos que cubren el plasmido simbidtico de la cepa CFN42 (Girard e al, 1991),
determinamos que la nueva seiial se encuentra efectivamente dentro del mismo fragmento de
BamHI que el gene nifHc

Basados en estas evidencias sobre la presencia de una nueva reiteracion del gene nifD en Ia
region nifHe, decidimos llevar a cabo su caracterizacion. Esta consistio en el desarrollo de dos
enfoques complementarios:

1) La caracterizacion fisica de las regiones de DNA adyacentes a las tres copias de los genes
nifH presentes en la cepa CFN

2) La regulacién de la transcripcion de las copias multiples de los genes nifff en condiciones de
cultivo y en simbiodsis con frijol, por medio de su fusion con genes reporteros.
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CARACTERIZACION FISICA DE LA REGION Niffic

Para determinar la representatividad del patrén de hibridizacion nif/{DK encontrado en la cepa
CFN42 dentro de la especie Rhizobium phaseoli, se utilizaron fragmentos internos de nifff y los
fragmentos 12D y 12K de la cepa CFN42, subclonados del plasmido pDEM12, como deteciores
(Fig. 4A). En la Fig. 5 (panel A, carriles 1 a 3), se presenta el patron de hibridizacion de estos
detectores contra DNA total de la cepa CFN42 digerido con la enzima BamHI. Cuando se utiliza
niff como detector (carril 1) aparecen tres bandas de la misma intensidad que corresponden a las
reiteraciones de este gene, denominadas nifffa, nifHb y nifHe (Quinto ef al, 1985). Siguiendo Ia
nomenclatura propuesta por Girard ef al (1991), se trata de las bandas nimero 1, 25 y 13
respectivamente del plasmido simbiotico.
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Fig. 4.- Mapa (Isico de las regiones niffh (panet A) y nifHc (panel B) del pldsmido simbi6tico de Rhizobium
phaseoli CIN42, Las flechas continuas indican Marcos de lectura abierta localizadas por secuencia de nucleétidos.
Las flechas discontinuas indican Marcos de Lectura Abicrta mas probables, basados en datos por hibridizacién, 1.as
fiechas pequefias sobre ¢l mapa de restriccién indican 1a cstrategia de secuenciacién. Sfmbolos: (O) Promotores o™,
(D) NifA-UAS. :

Cuando se utiliza el fragmento 12D como detector (carril 2) se encuentran las bandas
correspondientes a las reiteraciones nifHa y niflih, pero aparece una nueva banda mas tenue que
Tas otras dos y del mismo tamafio de la reiteracion nifHe. Al utilizar al framento 12K como
detector (carril 3), solamente aparecen dos bandas, correspondiendo a las reiteraciones nifffa y
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mifih. Un equivalente a este perfil de hibridizacion se encontré en todos los aislados de .
phaseoli que se analizaron. Una muestra de esos resultados son los paneles B-E (carriles 1-3), de
la Fig 5. Aunque el tamafio de los fragmentos de restriccion es caracteristico de cada aislado, es
evidente la conservacién del patron relativo de hibridizacion. Es interesante que en todos las
cepas probadas, la banda més pequefia sea la que no posee copia de nif/K. No sabemos a que
puede deberse esta coincidencia.

También se analizaron cepas no reiteradas que infectan frijol clasificadas como Rhizobitm
tropici (Martinez-Romero ef al, 1991), asi como cepas de otras especies: Rhizobium meliloti,
Bradyrhizobium  japonicum, Rhizobium loti, Bradyrhizobium Ioti, Bradyrhizobium spp., v
Rhizobium fredii. En ninguna de ellas se encontré evidencia de sefiales de hibridizacion
adicionales a los genes nifHDK (datos no mostrados).
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Fig. 5.- Perlit de hibridizacién de DNA tolal de cepas de Rhizobium phaseoli contra diferentes fragmentos de las
v regiones niffih y niffic provenicntes de Ia cepa CFN42 (ver Fig. 4).
Cepas utillizadas (panci): CFN42 (A), Nitragin 8251 (B), CFN227 (C), Vikingl (D), CFN307 (E).
Detectores (carril): #ifff (1), p12D (2), p12K (3), p23E (4), p23F (5).

Para verificar la conservacion de la region nifHc en cepas de R. phaseoli, se subclonaron los
fragmentos Sa/l de 0.7 kb (23E) y Sall-EcoRI de 1.1 kb (23F) del plasmido pDEM23. En la Fig.
5 (panel A, carriles 4 y 5), se presenta el patrén de hibridizacion de estos fragmentos contra el
DNA total de la cepa CFN42. Como se puede observar, cuando se utiliza el fragmento 23E como
detector (carril 4), la sefial mas intensa es contra si mismo, mientras que las sefiales contra las
regiones njfHa y nifHb son de menor intensidad. Esta imagen es complementaria a la que se
obtiene cuando se utiliza el fragmento 12D como detector, indicando que el fragmento 23E es el
portador de la homologia. Cuando se utiliza el fragmento 23F como detector (carril 5), solo se
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detecta la sefial contra si mismo. Como este fragmento se encuentra posterior al sitio de Bamlli,
se trata de la banda 12 del plasmido simbidtico (Girard ef al, 1991).

Este perfil de hibridizacién se conserva en todos los aislados de R. phaseoli analizados (ver Fig
5, paneles B-E, carriles 4 y 5). Cuando se utilizo el fragmento 23E como detector contra las otras
cepas de Rhizobium, solamente se revelaron las copias conocidas de nifDD. No se detectd ninguna
sefial cuando se utilizo al fragmento 23F como detector (dato no mostrado). Los aislados de R.
phaseoli que se presentan fueron seleccionados por provenir de diferentes partes del continenie y
estar distantes genéticamente entre si (Pifiero ef al/, 1988), con el fin de demostrar que el perfil de
hibridizacion nifHDK encontrado en la cepa CFN42 no se limita a una region determinada, sine
que se encuentra asociado a la presencia de reiteraciones.

De este analisis podemos concluir que la presencia del nuevo tipo de reiteracion del gene nif?
encontrado en la cepa CFN42 es aparentemente una caracteristica exclusiva de cepas de R.
phaseoli, que es independiente del sitio de origen y que se encuentra ampliamente conservada.

i leotidi region proxi 1ifHe

A partir de la identificacién del fragmento 23E (Fig. 4) como el portador del nuevo homdlogo
de nifD enla region nifHc, se decidio secuenciar los 1847 nucleotidos localizados entre el sitio de
Sall enseguida del final de niffHc y el siguiente sitio de EcoRI. Dentro del fragmento secuenciado
identificamos tres Marcos Abiertos de Lectura: MALI1, del nucleétido 100 al 312, MAL2, del
nucledtido 679 al 1434 y MAL3 del nucleétido 1785 hasta por lo menos el sitio de FcoRl. En Ia
Fig. 6 se presenta la secuencia completa de esta region, donde los primeros seis nucleotidos
corresponden al sitio de Sa/l que marca el final de la secuencia reportada por Quinto ef al (1985).

Determinamos la presencia de algunas secuencias con posibles funciones regulatorias entre los
MALSs: tres secuencias con el consenso minimo para promotores RpoN-dependientes (GG-N10-
GC, Morett y Buck, 1989): al frente del MAL2 (nucleotidos 150-165 y 292-305) y del MAL3
(nucleotidos 1656-1669). También se detectaron dos elementos NifA-UAS: una perfecta (TGT-
" NI0-ACA) al frente del MAL3 (nucleotidos 1416-1431) y una imperfecta (TGT-N10-ACC) al
frente del MAL2 (nucleotidos 301-316). Este tltimo se superpone con uno de los promotores
(Figs. 4 y 5). Resultados preliminares que indican que el MAL2 se transcribe activamente en
noddulo y la presencia de las secuencias regulatorias especificas para fijacion de nitrogeno esta
zona, nos indican que al menos uno de los tres marcos encontrados pudiera ser un gene fix.

En 1985 (Quinto ef al) se reportd que las secuencias regulatorias de las tres copias de nifff son
idénticas por lo menos hasta el nucledtido -100 con respecto al codon de inictacidn, Dentro de
este fragmento de identidad se localizé un promotor RpoN-dependiente en el nucledtido -75. Las
regiones nifHa y b son idénticas por lo menos hasta el nucledtido -200, mientras que la region
niffc diverge en el nucle6tido -100. Por lo tanto, existe un elemento NifA-UAS consenso en cl
nucleotido -181 es solo en las regiones nifla y b. En los 550 nucleotidos previos al codén de
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Fig. 6- Sccuencia completa de los fragmentos posteriores al genc aiffic: Los

promolores propuestos se presentan subrayados y los posibles elementos
NifA-UAS se presentan resaltados.
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iniciacién de nifHc solo se encuentra el promotor RpoN-dependiente ya mencionado.
Aparentemente no existen secuencias para el pegado de NifA en esta region (Datos no
mostrados).
i idi i 1if1Db . phaseoli 42

Dado que sabemos que las secuencias de los tres genes nifH de la cepa CFN42 se encuentran
reiterados, al encontrar un homélogo a un gene #ifD en esta cepa nos planteamos la pregunta de
si esta nueva secuencia seria idéntica a sus equivalentes funcionales dentro del plasmido
simbidtico. Con el fin de conocer la secuencia del gene nifDb, se subclonaron derivados del
plasmido p12D que proviene de la region nifFfh con la estrategia mostrada en la Fig. 4A. Tal
como se muestra en la Fig. 7, esta secuencia codifica para un marco de lectura abierta de 986
nucledtidos, que se inicia en el nucledtido 98 con ATG y no se encuentra coddn de terminacion

hasta donde se termind de secuenciar.
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N DA I RDWWV FDUKMNEV EVFETG P Y D VNV V
GECGACTACAATATCGGTGGCGACGCGTGGGCTACGCGCATTCTATTGGAGGAGGTGGGGCTGCGCGTGGTCGGCAACT
G b Y N I GG DA WATITURILILEIEV G LRV V G N U
GTCGGGTCATGCCACGCTCGCTCAGGTCGACGGCACCCGAAAGCGCAAGCTGAACCTCATCCACTCGTACCGCTCGATAA
$§ 6 b AT L A E V DGARE K RIEKILWNILIUHZS YRS I T
CTACATCTETCCGCACATEGAGGAAAAATACGCCATCCCATGCATGGAATACAAT I TCTTTGGTCCGTCCCAGATCHAAC
T 8§ vo TWRIKNTASRGWNT IS L VR PR SN
CTCCCTGCGCGAATAGCCANGCACTTCGGTCCGGAAATCGTCGAC Sall
L PP A R I A K HF G P E I V D

Fig. 7- Sccuencia nucleotfdica del gene nifDb de R. phaseoli cepa CFN42. La sccuencia deducida de
aminodcidos se prescnta debajo de la de los nucledtidos respectivos,

DAracio rel i i 1if1ih y ni
En la Fig. 8 se muestra el alineamiento resuitante de comparar las secuencias obtenidas para el
gene nifD y para el MAL1 de la cepa CFN42. Encontramos que los primeros 292 nucleétidos son

idénticos y que solo difieren en los Gltimos 15 nucledtidos del MAL]I a partir de donde divergen
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completamente. La proteina codificada por el MAL1 corresponde a los primeros 70 residuos del
amino terminal de la subunidad a de la nitrogenasa, donde los primeros 66 son idénticos al
producto de nifDb. Los Gltimos cuatro corresponden a la diferencia en secuencia nucleétidica al
final del MALI. A partir de la idéntidad encontrada, designamos al MAL1 como nifD*,

La identidad se extiende a la zona entre nifH y nifDD en ambas regiones, excepto por una
delecién de un nucledtido de la region #iff#b (correspondiente a la posicion 63). Como se¢ ha
demostrado previamente, los genes nifHDK de las regiones nifHa y nifHb estan organizados
como operones (Segovia, 1989). Dado que la region intercistronica de la region nifFHc es idéntica,
es razonable considerar que los genes nifFfD* también estén organizados en una sola unida:!
transcripcional, muy probablemente regulada por el promotor RpoN-dependiente anterior a

nifHce.
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CCGCTCGATAACTACATCTGTCGRCACATGGAGGAAAAATACGGCATCCE
R § I T TSV GTMWRTEKNTASR
GTGGATGGAATACARTTTCTTTCSTCCGTCCCAGATCGANCCTCCCTGCG
G WNTTISLVRPRTSIHNTILPA
CGAATAGCCAAGCACTTCGGTCCGIARATCGTCGAC Sall

I A KH#H FGPETIUVD

Comparacién del gene nifDh y de la secuencia nifD*. Las

secuencias de aminodicidos deducidas se presentan debajo de 1as de

nucledtidos.
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CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA REGION nifHc

Para cubrir el segundo objetivo, sobre el estudio de la regulacion de la transcripcién de los
genes para la nitrogenasa, construimos fusiones transcripcionales de los genes niff{fa (DEM151a)
y nifHe (DEM233c¢) con el gene reportero lacZ, que codifica para la enzima B-galactosidasa (Fig.
9; Material y Métodos). Se escogi6 este reportero por su facil ensayo de determinacion, y sobre
todo, para poder comparar directamente con los resultados de trabajos equivalentes en ofras
especies de Rhizobium (Virts ef al, 1988; Huala ef al, 1989; Noonan ef al, 1992)

L

N\

NI \

CFN42 DEM151a DEM233c

Fig. 9.- Posicién relativa de las tres regiones nifff en el pldsmido simbidtico de 1a cepa silvestre CFN42. Las
flechas indican la dircccion de transcripcién de cada uno de los genes. Los triangulos representan las fusiones con
el gene JacZ en los genes niffia (DEM151a) y niflic (DEM233c). Ambas inscrciones son polarcs.

La nitrogenasa es extremadamente sensible a dafio por oxidaciéon, por lo tanto, la
concentracion de oxigeno disuelto es uno de los principales reguladores para estas enzimas (Dean
y Jacobson, 1992). Se sabe que este es uno de los efectores mas comunes para la regulacion del
inicio de la transcripcion de genes nif (ver Introduccion). Considerando lo anterior, analizar la
expresion de los genes con fusiones transcripcionales en las cepas DEM233c y DEM151a en
diferentes concentraciones de oxigeno disuelto era obvio. Para lograr esto, se implemento la
metodologia necesaria para la exposicion de cultivos de R. phaseoli a diferentes condiciones
atmosféricas. Después de realizar una serie de experimentos preliminares, decidimos restringir ¢l
presente estudio a la medicion de la actividad de B-galactosidasa durante el crecimiento en medio
minimo adicionado con succinato y cloruro de amonio. En la Fig. 10 se presenta la actividad de p-
galactosidasa de las cepas CFN42, DEM233c y DEM151a a las 8 horas de crecimiento bajo
diferentes concentraciones de oxigeno. La actividad basal de la cepa silvestre se mantuvo siempre
a niveles despreciables, mientras que las actividades de las fusiones fueron significativamente
diferentes. '
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Fig. 10.- Actividad transcripcional de los promotores niff{c (DIEM233c) y nifHa (DEM151a), derivados de Ia cepa
silvestre CFN42. El nivel de transcripcion se cuantificd por medio de fusiones con el gene lacZ. La actividad de
B-galactosidasa se determino tal como se explica en Material y Métodos a las 8 horas de crecimiento en ia
cotcentracion de oxfgeno indicada.

Como se puede observar en esta figura, la actividad de B-galactosidasa en la cepa DEM233c se
induce exclusivamente en bajas concentraciones de oxigeno (1%), mientras que la actividad en la
cepa DEM151a es independiente de la concentracion de oxigeno utilizada. La actividad basal en
ésta ultima cepa es dos a tres veces mas alta que la de la cepa DEM233c, desde las cero horas en
medio minimo. La actividad en la cepa DEM233c mantiene una pendiente constante durante 12
horas de crecimiento en estas condiciones (Fig. 11), como sabemos que a las doce horas de
cultivo comienza a terminarse el oxigeno disuelto, detuvimos la determinacion de la actividad en
este tiempo (datos no presentados).

s

. phaseoli i

Para realizar el analisis de las cepas CFN42 y sus derivadas con fusiones en el gene njff{

DEM233¢c y DEMIS51a en simbidsis, se inocularon semillas de frijol (Phaseolus vulgaris cv

Negro Jamapa). Como se muestra en la Fig. 124, los extractos de nédulos producidos por la cepa

DEM233c presentan una actividad de B-galactosidasa diez veces mayor que los producidos por la

cepa DEM151a en todos los tiempos probados. La actividad basal presente en los nddulos de Ia
cepa silvestre es 100 a 1000 veces menor que la de los nddulos de las cepas con fusiones.
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Para conocer el efecto de

B estas mutaciones sobre la
eficiencia simbiéticﬁ, se midié
| 4 la actividad especifica de

nitrogenasa en plantas
inoculadas con la cepa silvestre
o con las derivadas con
fusiones a los 13, 18 y 24 dias
(Fig. 12B). La cepa CFN42
presenta la cinética normal de la

1% . -
ox nitrogenasa en nddulos de

INCREMENTO EN LA ACTVIDAD DE S—GALACTOSIDASA (VECES)

DEMZ33e T oEMis1a frijol, teniendo un méaximo de
2. ° 3 8 ? actividad a los 18 dias (Hungria
TIENPO (142) el al, 1991). La actividad de

Fig. 11.- Actividad de B-galactosidasa en la cepa silvesire CFN42 y en | nitrogenasa en R. phaseoli es el
sus derivadas con fusiones (ranscripcionales en los genes nifHc resultado de la expresién de las

(DEM233c) y nifHHa (DEM151a) durante ¢l crecimiento bajo diferentes X
concentraciones de oxfgeno . dos copias de los genes

nifHDK, donde cada una aporta
la mitad de la actividad (Fig. 9;
Romero ef al, 1988). La cepa DEMI151a contiene solamente la copia nifHH{DKb funcional, por lo
que se esperaba una actividad de nitrogenasa menor que en la silvestre. En la Fig. 12B se puede
observar que esta cepa mutante alcanza solamente el 40% de la actividad de la cepa CFN42 a los
18 dias después de inocular. La cepa DEM233c presenta la misma actividad de la cepa silvestre a
los 18 y 25 dias. La diferencia de actividad a los 13 dias no es significativa, segin se demostré en
experimentos posteriores (Fig. 13).

Sobre los resultado obtenido del estudio de las cepas con fusiones en los genes nifHa y nifHc,
podemos concluir:

1.- Los genes nifHb y nifHle son dispensables durante el crecimiento en cultivos liquidos, tanto
en medio rico como en ‘medio minimo bajo cualquiera de las concentraciones de oxigeno

estudiadas.

2.- La expresion a partir de la region promotora del gene nifHa no parece estar regulada por la
concentracion de oxigeno disponible.

3.- La expresion a partir de la region promotora del gene nifHc esta regulada finamente por la

concentracion de oxigeno disponible.
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4.- Durante simbi0sis, la expresion a partir de la region promotora del gene nifHc es diez veces
mayor que la del gene nifHa.

DEM233c
3o |- B

CFN42

20| //

ACTVIDAD ESPECIFICA DENTROGENASA

1o} 4
o0 t t i Jio ~J
o2 otIste
DEM151a
: - ’ * v - o n L P ) .
L Bow B 10 11 12 13 14 18
TS DESPUES BOCULICION DIAS DESPUES INDCULACION

Fig. 13 - Efecto de mutacioncs polares en los genes
niflie (DEM233c) y niffia (DEM151a) sobrc Ia
actividad de nilrogenasa en nddulos jévenes,
comparados con Ia cepa silvesire CFN42,

Fig. 12.- A)Actividad de B-galactosidasa en nddulos
producidos por las cepas CFN42, DEM233c y
DEM 151a durante ¢l desarrollo del nédulo.
B)Actividad de nitrogenasa en plantas nodulada por las
cepas CFN42, DEM233c y DEMI151a.
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En esta tesis se presenta la organizacién fisica y el analisis funcional de las diferentes copias del
gene nifH (nitrogenasa reductasa) de Rhizobium phaseoli cepa CFN42, La reiteracion de los
genes para la nitrogenasa es una caracteristica comuin entre poblaciones de R. phaseoli (Martinez
ef al, 1985). Se ha demostrado que la cepa CFN42 requiere que ambas copias de los genes
nifHDK sean funcionales para desarrollar una capacidad simbiotica total (Romero ef al, 1988,
Morett et al, 1988b), No se saben las razones por las que se necesitan dos copias de los genes
para la nitrogenasa en R. phaseoli, mientras que en la mayor parte de los demas organismos
estudiados basta con una sola. Una alternativa es que debido a baja actividad catalitica de la
nitrogenasa se requiera una mayor concentracion de proteina, esto es poco probable debido a la
alta similitud entre las proteinas NifH y NifD con las de otros microorganismos, pero no podemos
descartarlo, pues nunca se ha purificado la nitrogenasa de esta cepa.

Una segunda alternativa es que los genes nifHHDK reiterados posean una baja tasa de
transcripcion intrinseca, y como compensacion, se requiera aumentar la dosis génica para tener la
misma actividad que en otros organismos. Tal como se mencioné en la Introduccion, todos los
pror;mlores RpoN-dependientes conocidos comparten una secuencia minima, y mientras mas
parecidos sean al consenso, mayor es su afinidad por el factor 3% y menor su dependencia por
NifA-UAS. Al alinear el promotor nifH de R. meliloti, el de las tres copias del gene nifH en la
cepa CFN42, y las secuencias homologas preesentes en la region contigua al gene niffic
(mostradas en la Fig. 6), encontramos que el promotor nifH y el localizado en la posicién 1656-
1669 son suficientemente homdlogos al consenso (15/17 y 14/17) como para ser promotores
fuertes (Fig. 14). Sin embargo, debido a que los datos disponibles como referencia sobre la
expresion del promotor nifH de R. meliloti fueron obtenidos en situaciones artificiales, en
plasmidos multicopia o con sobreexpresion de nif4, y por lo tanto no podemos comparar
directamente las tasas de expresion.

Consenso C/TT/GG G C/TA/C C/T G/A G/A C/T CAT T/G T/C T/CG C/AA/T
Rme'nif# ¢ T & 6 € A € @ A € T T T T G c A
Roh'nifHf A T 6 @ ¢ A € @ 6@ G T T T T G A A
150-165 G € 6 6 A A G T A T T A G € G € A
292-305 ¢ ¢ e 6 G € 6 T @ € A T G TG € C
1656-1669 G ¢ 6 @ € A € G A A € G T € G ¢ T

Fig. 14.- Comparaci6n de Ia secuencias consenso y del promotr niftf de R. meliloti (Morett y Buck, 1989), con los
promotores detectados en los genes nifH de R. phaseoli cepa CFN42 o ¢n 1a regién contigua al gene nifT{c (Quinto
et al, 1985 y Fig. 6). Los residuos homélogos al cc estdn resaltad
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Organizacion de la region nifHe. ]

Basados en observaciones preliminares sobre la existencia de una tercera secuencia homoéloga
al gene nifD (subunidad a de la nitrogenasa, Valderrama, 1989),.se subclonaron los fragmentos
de DNA posteriores al gene nifHc. En un primer acercamiento, se demostré que estos fragmentos
se eficuentran extensivamente conservados en aislados de R. phaseoli provenientes de diferentes
puntos del continente (Fig. S, Martinez er al, 1985). No detectamos sefiales homologas en cepas
provenientes de otras especies o de otros géneros. Esto nos permite concluir que el perfil de
organizacion de los genes para la nitrogenasa entre aislados provenientes de diferentes lugares del
continente y lejanos genéticamente entre si (Pifiero ef a/, 1988), no se conserva solamente en
cuanto a la presencia de reiteraciones, sino en cuanto al ligamiento fisico de otras secuencias (el
gene nifD* y los MAL1 y 2).

Para completar el analisis estructural, se determiné la secuencia nucleotidica de los fragmentos
contiguos al gene njfHc (ver Fig. 6). Analizando esta secuencia se infiere la existencia de tres
marcos abiertos de lectura. El primero es un gene nifD truncado, con potencial para codificar los
primeros 70 aminoacidos del dominio amino terminal de una subunidad o de la nitrogenasa. Dada
la idéntidad de secuencia entre las regiones intercistronicas nif{Db y nifHD*, proponemos que
tamﬁién estos ultimos se cotranscriben, y ya estamos llevando a cabo los experimentos necesarios
paraﬂdemostrar la existencia de la proteina NifD*.

La presencia del gene nifD* es interesante, no solo debido a su idéntidad con respecto al gene
nifDb (Fig. 8), sino ademds, porque como una consecuencia de la expresion diferencial de los dos
promotores niff en algunas de las condiciones aqui estudiadas, se obtendria una alla
concentracién relativa de las proteinas NifD*/NifD. Considerando lo complejo del ensamblaje de
una nitrogenasa funcional, tal como se describié en la Introduccion, altas concentraciones de
NifD* podrian competir con NifD en la formacién de los tetrameros (a2p2) con el potencial de
generar multimeros hibridos (a*2B2 6 aa*p2). Se ha descrito que combinaciones con monémeros
truncados tiene un efecto modulador sobre la actividad de complejos enzimaticos en otros
sistemas (Nakabepppu y Nathans, 1991; Andrew er al, 1991). Sin embargo, aunque se ha
demostrado que mutaciones polares en ni/Hé no tienen efecto en la actividad de nitrogenasa en
simbsésis (Romero ef al, 1988; Morett et al, 1988b), es de esperarse que un fenémeno de
competencia como el que proponemos solo pueda observarse cuando exista un exceso de NifD*.
Dado que no hemos podido encontrar la condicion natural para demostrar esto, estamos
realizando construcciones que nos permitan sobreproducir NifD* en nédulo.

Los otros dos MALs detectados en la region niffc se transcriben en la misma direccion que
nifHD* (Figs. 4 y 6). Al frente de ellos ‘.s'e encuentran secuencias semejantes a secuencias
regulatorias tipicas de genes involucrados en la fijacién de nitrogeno (promotores o5 y NifA-
UAS). Resultados preliminares indican que‘ el MAL2 se transcribe en nddalo. Con el fin de
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asignarles identidad, se buscaron secuencia homélogas a estos dos genes y a las proteinas que
codifican en las bases de secuencias GenBank y SwissProt. Se detect6 un fragmento de 520 pares
de bases que contiene a los genes nodABC de R. fredii y que presenta una homologia de 70% con
el MAL2 (Krishnan y Pueppke, 1991). Este fragmento de R. fredii también se encuentra
repreﬁentado en B. japonicum y A. tumefaciens. Los autores del trabajo proponen que esta region
pudiera tener una funciéon de mobilizacion dada la presencia significativa de secuencias repetidas,
que recuerdan las encontradas cerca de elementos transponibles. El fragmento homologo en Ia
comparaciéon de ambas secuencias corresponde tanto a la regiéon previa como a la porcidén
codificadora del MAL2, por lo que no podemos interpretar nuestros datos de la misma manera,

pues implicaria dividir al MAL2.

1 i niffe.

Los promotores RpoN-dependientes, del tipo de los encontrados en la cepa CFN42, requieren
de uha proteina activadora para llevar a cabo la iniciacion de la transcripcion de los genes que
regulan (Kustu ef a/, 1989). El factor de transcripcion o3* acopla especificamente la RNA-
polimerasa a la secuencia de promotores RpoN-dependientes, pero no basta para Ilevar a cabo la
separacion de la doble cadena (Morett y Buck , 1989). En el caso de los genes para la
nitrogenasa, se sabe que la proteina activadora de la transcripcion es el producto del gene nifit
(Merrick, 1992).

La funcion de NifA es el controlar la expresion de los genes involucrados en la fijacion de
nitrégeno en respuesta al nivel de oxigeno disuelto (Merrick, 1992). En R. phaseoli se ha
determinado la localizacion de un homélogo de nifd de K. pneumoniae en el plasmido simbidlico
(Girard ef al, 1991). Recientemente se aisld y se demostrd su funcionalidad al complementar una
cepa nifA- para la expresion de un gene dependiente de NifA (Girard ef a/, 1993).

Todos los genes para la nitrogenasa encontrados en eubacterias estan bajo el control de un
promotor RpoN-dependiente que se activa por NifA. Como consecuencia, la tanscripcion de
todos ellos responde a la concentracién de oxigeno del medio, tal como ha sido demostrado en
algunos organismos (Norel y Elmerich, 1987; Virts e/ al, 1988; Huala ef al, 1989). En diazétrofos
los genes de la nitrogenasa también responden al estado nutricional de la célula (ver Merrick,
1992), aunque esto es a través de la regulacion de la expresién de NifA.por la proteina NtrC. Solo
se conocd un caso equivalente dentro de la familia de las Rhizobeaceas, recientemente reportado
para R. meliloti (Noonan ef al, 1992),

En Rhizobium phaseoli cepa CFN42, las copias funcionales de los genes para la nitrogenasa,
nifHDKa y nifHDKb contienen las secuencias regulatorias ya mencionadas (Fig. 4; Quinto ef al,
1985): un promotor RpoN-dependiente (ATGGCACGGGTTTTGAA) en la posicion -74 y una
NifA-UAS perfecta (TGT-N10-ACA) en la posicion -178. La tercera copia, nifHe, difiere de las
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otras dos en que solo posee el promotor RpoN-dependiente y no contiene NifA-UAS, por lo
menos hasta el nucleétido -550. Como mencionamos previamente, este promotor es homélogo en
15/17 nucleétidos con el promotor consenso, y por lo tanto es probable que sea un promotor
fuerte, o sea, que su activacion sea parcialmente independiente de NifA.

Para llevar a cabo el analisis de expresion de los promotores nifH, construimos dos derivadas
de la cepa silvestre CFN42 conteniendo fusiones transcripcionales en los genes nifHHa (DEM151a)
o nifHHic (DEM233c) tal como se muestra en la Fig. 9. Se probd la capacidad de expresion de p-
galactosidasa de estas cepas en microaerobiosis en medio minimo (Fig. 10). En estas condiciones
encontramos que la cepa DEM233c presenta una cinética de induccién dependiente de Ia
concentracion de oxigeno, con un pico méximo bajo una atmdsfera al 1%. Sin embargo la
actividad basal de la cepa DEM151a no es sensible a las diferencias en concentracién de oxigeno.

Nosotros esperabamos que la actividad de f-galactosidasa de la cepa DEM151a respondiera a
la concentracion de oxigeno y que la de la cepa DEM233c fuera insensible a la concentracion de
oxigeno. Este comportamiento resulta contradictorio dado el tipo de secuencias regulatorias
presentes en las regiones previas a cada uno de los dos genes. Algunas alternativas sobre el
mecanismo de regulacion de la expresion del promotor nifHe en cultivo en funcion de las
secuencias regulatorias encontradas y de proteinas que sabemos participan en otros sistemas son:

1.- Activacién cruzada. Cuando un promotor RpoN-dependiente, cuya transcripcion se
estimula normalmente por un activador especifico, es susceptible de expresarse cuando se
encuentra en presencia de altas concentraciones de otra proteina activadora del mismo grupo
(NtrC, NifA, DctD, etc; Ninfa ef al, 1988). Esto se ha demostrado en K. pneumoniae, donde
NtrC promueve la transcripcion del promotor nifH en ausencia de su NifA-UAS (Buck y Cannon,
1989). Sin embargo, una activacion cruzada no alcanza los niveles de la legitima y solo funciona
con respecto a su propio estimulo ambiental. Dado que las unicas proteinas de este grupo que
responden a la concentracidon de oxigeno son NifA y FixJ, y ésta Gltima no se une a promotores
RpoN-dependientes, la inica que cumple con los requisitos para inducir la expresidn del promotor
nifHc es NifA.

2.- Activacion por NifA libre. Aunque se puede activar la transcripcion de promotores RpoN-
depef’ndientes por asociacion libre de NifA con el complejo de la RNA-polimerasa, la actividad
6ptima se obtiene cuando NifA se une a secuencias especificas de DNA (TGT-NI10-ACA),
ubicadas alrededor de 100 nucledtidos antes del promotor (Morett ef al, 1988; Huala y Ausubel,
1989). Si Ia activacién del promotor nifHe fuera por asociacion con NifA libre, esperariamos que
el promotor nifHa presentara una mayor expresion, puesto que este si contiene una NifA-UAS en
la posicion correcta. Los resultados presentados en las Figs. 10 y 12A demuestran que esta
condicion no se cumple. Por lo tanto, en el caso que NifA fuera el activador responsable, deberia
tener un mecanismo diferente.
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3.- NifA como represor. Una funcion represora de NifA sobre promotores RpoN-dependientes
cuando se encuentre presente una NifA-UAS (nifHa y nifffb), mientras que en ausencia de esta
secuencia, funcionara como activador (nifHc), explicaria algunos de los resultados encontrados.
Este tipo de dualidad de funcién ha sido demostrada para algunas proteinas reguladoras de
promotores o70-dependientes, pero no para promotores RpoN-dependicntes, aunque no existen
impedimentos mecanisticos para ello (Collado-Vides ef al/, 1991). Sin embargo, este
comportamiento de NifA no nos explicaria el nivel basal de transcripcion del gene niffla,
encontrado en todas las condiciones probadas, inclusive bajo concentraciones de oxigeno del
20%.

4.- Otros elementos regulatorios. Finalmente solo queda suponer que las secuencias
regulatorias que encontramos no son funcionales, sino que la transcripcion se esta promoviendo a
partir de otro(s) promtor(es) y estd siendo regulada por otra(s) proteina(s) aln no
caracterizada(s).

Las tres primeras alternativas consideran la participacion de las secuencias y moléculas que
conocemos en otros sistemas, sin embargo son notablemente mas complejas que la ultima, donde
solamente se requeriria la participacién de una proteina reguladora o una secuencia aiin no
caracterizadas. No podemos descartar en este momento la presencia de otros promotores, pues
carecemos de evidencias sobre cuales son las secuencias involucradas en la iniciacion de Ia
transcripcion de estos genes. Con respecto a la existencia de otra proteina regulatoria diferente de
NifA, una de las predicciones sobre su funcionamiento es que deberia ser capaz de activar
promotores RpoN-dependientes en respuesta a la concentracion de oxigeno. También se esperaria
que no pueda activar un promotor idéntico si existe una secuencia de pegado para NifA en la zona
regulatoria (p.ej. nifFa). Para poder definir la responsabilidad de NifA en la expresion diferencial
que encontramos, estamos trabajando en Ia construccién de cepas que nos permitan estudiar c
efecto de una delecion del gene nif4 sobre la actividad de B-galactosidasa de las fusioncs en
nijﬁa y nifHc.

Sin embargo, cualquiera que sea el mecanismo de activacion del promotor nifHc no nos
explica la falta de respuesta del promotor nifHa a la concentracion de oxigeno, por lo que
aparentemente se trata de dos fendmenos diferentes. Aunque existe una copia funcional de nifid
en la cepa CFN42 (Girard ef al, 1993), el perfil de expresién del promotr nifHa no se comporta
como su equivalente en R. meliloti (Virts ef al, 1988; Huala ef al, 1989). La falta de respuesta dec
este promotor en nuestro sistema podria deberse a que no haber encontrado las condiciones
optimas para su expresion. Por ejemplo, recientemente se demostrd que el promotor »ifH de R.
meliloti se transcribe tres veces mas en glutimico como Unica fuente de nitrégeno que en amonio,
que es la fuente que estamos utilizando (Noonan ef al, 1992), pero esto es por medio de la
regulacién de la expresion de nif4 por la fuente de nitrogeno. El perfil de expresion de nif4 nos
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ayudaria a delimitar si existe una correlacion con el de nifffa o de niffic, asf como dcfinir si su
expresién esta controlada de alguna manera o si conserva la sensibilidad intrfnscca a oxfgeno
que se encuentra cn NifA de otras Rhizobeaccas.

Para completar el anilisis de expresion, se determind la actividad de p-galactosidasa en
nodulos producidos por las cepas DEM233c y DEMI151a. Para una bacteria del género
Rhizobium, 1a condicién de maxima induccion para los genes de la nitropenasa es dentro de
nddulos maduros (en frijol, de 18 a 20 dias después de la inoculacién). En estas condiciones
vemos claramente una cinética de induccién del promotor nifla dependiente del estadio de
desarrollo del nédulo (Fig. 12A), que corresponde con la obtenida para la actividad de
nitrogenasa en nddulos producidos por la cepa silvestre CFN42 (Fig. 12B). La posibilidad de
monitorear simultaneamiente las actividades de p-palactosidasa y de nitrogenasa se debe a que la
cepa CFN42 posee dos copias funcionales de los genes mifffiDK, que se expresan
coordinadamente (Fig. 9; Romero ef a/, 1988; Morett ef al, 1988b). De esta manera, si se abole la
expresion de una de las copias, la segunda copia basta para obtener nddulos capaces de producir
50% de la actividad de nitrogenasa silvestre.

Al monitorear la actividad de p-galactosidasa a partir del promotor nif[{fc, encontramos que
sigue la misma cinética del promotor nifHa, pero diez veces més alta. Esto nos indica que la
fusién construida sobre el gene niffia es pérfectamente inducible, y que sus reguladores (o las
condiciones efectoras necesarias) se encuentran presentes en nddulo. Si la expresion del promotor
nifHe estuviera siendo activada por NifA, esperariamos encontrar la misma actividad que del
promotor nifHa. Inclusive menor, por la carencia de secuencias para el pegado de esta proteina,
peré‘de ninguna manera mayor. A

En un reporte previo {(Morett ef al, 1988b) se realizd un estudio transcripcional de las tres
copias del gene niffif en la cepa CFN42, donde demuestra que las tres copias se transcriben
activamente en nddulo, aunque las interpretaciones de las actividades de p-galactosidasa se
complican por la presencia de rearreglos en el plismido simbidtico. Dada su estructura genémica,
los plasmidos simbidticos de R. phaseoli preéentan rearreglos genéticos a alta frecuencia (Romero
et al, 1991), por lo que durante el desarrollo de este trabajo evitamos la presencia de
amplificaciones al seleccionar las cepas construidas en bajas concentraciones de kanamicina (15
png/ml). Una vez seleccionadas, se checaron rutinariamente para asegurar su estabilidad gendmica.

Al montar las condiciones de expresion de los genes de la nitrogenasa en cultivo buscabamos
encontrar una en la que simularamos lo que pasa dentro del nddulo, lo que nos permitiria llevar a
cab(: una serie de observaciones que serian dificiles de realizar dGn con bacteroides aislados. El
patrén de expresion que observamos en nuestros cultivos en bajo oxigeno semeja el que se
encuentra en simbidsis, y ain mas, nos ha permitido la deteccién de una interesante expresion
diferencial de los genes reiterados nifH, asi como la identificacion de otras secuencias con
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probable incidencia dentro del proceso de fijacién de nitrogeno. Los resultados presentados en
esta tesis nos proporcionan evidencias de una nueva modalidad para la regulacién de copias
miltiples de la nitrogenasa en bacterias del género Rhizobium, que presenta caracteristicas no
encontradas en otros organismos.

Sin embargo, quedan todavia una serie de preguntas interesantes que trataremos de responder
muy pronto: JPorqué se requiere de tres copias del gene nifH? jCuél es el significado fisiologico
de la proteina NifD*? ;Cuiles son las moléculas involucradas en la expresion diferencial de los
promotores nifHa y nifHc? ¢ Cuéles son los mecanismos de esta expresion diferencial? ;,Cual es la

funcion de los otros genes encontrados en la region nifHc?
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Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo.

Las cepas de R. phaseoli CFN42 y demés aislados (Martinez ef al, 1985) se crecieron en
medio rico PY o en medio minimo Y (Bravo y Mora, 1988) a 200 rpm y 30°C. Las cepas de E.
coli se crecieron en medio rico LB (Ausubel ef al, 1989) a 37°C. Cuando se requirid, se utilizaron
los siguientes antibidticos: ap 200 pg/ml, sm 200 pg/ml, rif 50 pg/mi, nal 20 pg/ml, km 15pg/ml.
La construccion de plismidos se detalia en el texto.

Manejo de DNA recombinante.

Todo el trabajo se efectud con técnicas de rutina tal como se describe en el libro "Current
Protocols in Molecular Biology" (Ausubel e7 al/, 1989). El DNA purificado fue digerido siguiendo
las indicaciones y utilizando las mezclas de reaccion provistas por el fabricante de las enzimas de
restriccion (Amersham Corp.). Algunos fragmentos de restriccion se recuperaron de geles de
agarosa de bajo punto fusién (Sigma Chem.) y se fundieron a 65°C. Posteriormente se extrajeron
una vez con fenol saturado caliente, dos veces con fenol/cloroformo/isoamilico caliente, y una vez
con cloroformo/isoamilico a temperatura ambiente. Se precipitaron con etanol absoluto y sulfato
de amonio 3M pH 5.4 en proporcion de 1:20. Las transformaciones de £ coli se hicieron de
acuerdo al protocolo de Chung e/ al (1989).

ibridiz

Las muestras de DNA total digerido se ajustaron a una concentracién aproximada de Spg por
carril y se separaron por electroforésis en geles de agarosa (Sigma Chem.) al 1% toda la noche a
4°C en buffer TAE. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond C-Extra,
Amersham Corp.) por capilaridad. Las membranas se prehibridizaron por 2hs y se hibridizaron
toda la noche a 65°C en la siguiente mezcla: 5X SSC, buffer de fosfato de sodio 0.1M pH 6.7,
10X Denhardt, 100 ug/ml DNA de timo de ternera. Las membranas se lavaron con 0.1X SSC +
0.1% SDS a 55°C por tres periodos de 30 minutos, finalmente se secaron al aire y se expusieron.
Los .detectores se marcaron con nucledtidos radioactivos usando los reactivos para "Nick
Translation” de Amersham Corp.

L inacion d . leotidi

Los fragmentos de restriccion 12D, 23E, 23F y 23G, fueron subclonados en los plasmidos
pUC19 y pBluescript 1I SK y KS, utilizando la estrategia indicada en la Fig. 4. Se secuenciaron
por medio del método publicado por Sanger ;e! al (1977), utilizando el sistema Sequenase 2 (USB
Biochemical).
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Andlisis d ncias de DNA |

Todo el analisis de secuencias se llevo a cabo en una computadora MicroVax 3300 usando los
programas del Genetics Computer Group (Devereux ef al, 1984). Los alineamientos multiples se
realizaron con el programa Pileup. La busqueda de secuencias homologas se efectud sobre las

bases de secuencias nucleotidicas Gen EMBL y Gen Bank.

Clonacion del gene nifD de R, phaseali CEN42

Los fragmentos del plasmido simbidtico que Ilevan las tres copias del gene nifH se aislaron
previamente (Quinto ef al, 1985; Fig. 4). A partir del plasmido pDEM12 se aislo el fragmento de
1.1kb flanqueado por sitios de Sall que hibridiza contra el gene nifD de B. japonicum, pero no
contra nifK (Valderrama, 1989). De la misma manera se aislo ¢l fragmento que contiene a nifK y
a un fragmento interno de niff{. Todos estos se subclonaron y fueron utilizados como detectores
de hibridizacién. La clona que conticne a nifDb de la cepa CFN42 se subclond posteriormente

para obtener su secuencia.

digirieron con la enzima Bg/ll y se ligaron a un interposén que contiene el gene estructural para ia
enzima B-galactosidasa y un gene que confiere resistencia a kanamicina (Kokotek y Lotz, 1989).
Se analizé el patron de restriccion de todas las derivadas resistentes a kanamicina para confirmar
que el interposon estuviera clonado en la orientacién correcta.

La cepa CFN42 de R. phaseoli se utiliz6 como recipiente para la obtencion de recombinantes
que incorporaran las fusiones a sus plismidos simbidticos. Se obtuvieron dobles recombinante en
un solo paso de los plasmidos respectivos por el método del vector suicida (Flahn y Hennecke,
1984). La cepa derivada DEM233c¢ contiene una fusion en el gene niffc y la cepa DEM151a una
en el gene nifHa. Todas las cepas derivadas se analizaron regularmente para asegurar su

1
estabilidad gendmica (ausencia de rearreglos).

Condici ‘ imiento.de ol Jeterminacian de Ia o

Semillas de frijol (Phaseolus vidgaris cv. Negro Jamapa) fueron esterilizadas con una solucién
comercial de hipoclorito de sodio al 30% y germinadas en oscuridad por 3 dias. Las plantulas se
trasplantaron a macetas con vermiculita estéril como soporte. La inoculacion se efectud en una
campana de flujo laminar y se regaron con soluciones estériles. El crecimiento de las plantas se
‘llevd a cabo en invernadero. La actividad de reduccion de acetileno se determind incubando los
sistemas radiculares aislados en 1/160 (v/v) de acetileno por dos horas. La produccion de etileno
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se cuantificd usando un cromatdgrafo de gases marca Varian 3300. La actividad especifica se
reporta como el promedio de las nanomolas de etileno producido por gramo de nddulos de cada
planta por hora.

i

L inacion de ] ividad de f-gal id

Se desprenden algunos nddulos de cada planta (5 a 10) y se muelen en buffer Z frio (Ausubel
et al, 1989), se agregan dos gotas de cloroformo y se agitan en el vortex. Los extractos se
centrifugan 15 minutos a 4°C. La actividad se determina como el incremento de absorbancia a
420 nm en presencia de 30 ul de ONPG (8 mg/ml, Sigma Chem.). Una unidad de actividad
especifica corresponde a la enzima que se requiere para producir ImM de ONP por minuto por
microgramo de proteina en el extracto.

Para los cultivos, se toman diferentes volumenes, dependiendo de la densidad optica, y se
centrifugan en frio. Las pastillas se resuspenden en 1m! de buffer Z, al que se agregan un par de
gotas de cloroformo, se agitan muy bien en el vortex. La actividad se determina como el
incremento en la absorbancia a 420 nm después de agregar 30 ul de ONPG (13.3 mg/ml) a 30°C.
La reaccion se detiene con 0.25 ml de carbonato de sodio 2M y las muestras se centrifugan 15min
a temperatura ambiente antes de medir, Una unidad de actividad especifica corresponde a la
cantidad de enzima que se requiere para producir ImM de ONP por minuto por microgramo de
proteina en el cultivo. Las unidades Miller se determinaron segtin Ausubel ef a/ (1989).

Csl' bai ssferas definid

Se inoculan las cepas a analizar en 5 ml de PY, de preferencia de cajas frescas. Al siguiente dia
se inoculan 100 ml de PY con 0.2 ml del precultivo y se incuban durante 12 hs. Este tiempo es
critico para la actividad y no debe excederse, hay que procurar que todos los cultivos tengan la
misma densidad al final. Las células se centrifugan y se lavan con MgSO4 10mM. »

Se inocula medio minimo Y con succinato 10 mM y cloruro de amonio 10mM, a una densidad
optica inicial de 0.05 a 540nm. Se inyectan 30 ml de los cultivos en botellas de 160 m! con
tapones de goma nuevos estériles. La atmosfera de las botellas se cambia la noche anterior
haciendo pasar varios volimenes de la mezcla de gases pertinente. Se recomienda dejar una
presién positiva dentro de las botellas para evitar contaminaciones con aire. Las muestras para
determinacion de B-galactosidasa y de proteina se toman con jeringa, procurando no picar mas de
cuatro veces cada sello.

Para controlar la concentraciéon de oxigeno inyectada, se usaron tanques de mezclas de gases:
. oxigeno 1 % y 5 % en argon, argon 100 % y aire, Las mezclas fueron certificadas a un error <0.5
% por el fabricante (Linde de México).
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