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. ANTECEDSNTES

La esencia para el m;joramiento de las plantas ha sido y es la -
geleccidn y recombinacién gendtica.

En los dltimos éO afios se ha adicionado la mutagénesis pa -
ra la generacidn de nuevas variedades.

Kutos métodos hman epoutenido on niveles elevados el rendi -~
miento en las cosechas desde hace 100 afios,sin embargo incre- -
mentarlos es cada vez mde diffcil.

En suma,para sobrepasal la presidn que ejercen:los cam - -
bios en el medio amgiente,depredadores,enfermedades,mejmrar la-
atiligacidn del nitf5gﬂno y aumentar la eficieﬁcia fotosintéti-
ca @e utiligza la cruza de plantas.

P70 en los dltimos afios ha crecido el interds en la apli-
cac#gnhﬁe técnicas de ingenier{a gendtica para resolver-los pro=-
ble@as que representa la cruza de plantas.Definiendo a la inge =
nierfa gendtica como cualquier método no convencional de mani -
palacidn gendtica q#e permita la transferencia de genes entre -

plantas y de otros organismos a plantas.



Estas técnicas no convencionales se dividen en 2 procesoss

le.-~ Molecalar

2e= Celular
En el procesc molecalar estdn incluido; métodos que involucran -
e]l uso de ADN purificado y ADN protegido.,mientras que en el -
proceso celular se incluyen métodos que planean la transferencia-
de organelos,cromosomas intactos y fusidn de células.

La exitosa introducci&n‘de ADN a las células vegetales asi -
como efectuar con éate una modificacién genética permanente es -
un proceso altamente complejo.Para una evaluacién sistemdtica ~
pusde dividirse en % pasos bloquimicoss

1.~ Introduccidn

. ntegracidn

2.— %eplicaci&n

4e= fxpresidn

5¢= Transmisidn

Todos estos procesos excepto la integracidn son esenciales para -

la exitosa modificacidn del genoma.



La integracidn de la informacién genética que se iransfiere -

al genoma vegetal es deseable porque la estabiliza y facilita -
gu replicacidn,sin embargo no eg un qrerequisito absoluto ya -
que numerosas células,incluyendo vegetales,poseén moléculas de -
ADN estable,funcional pero no‘integrudo 2) ndcleo tanto en mito-

condria como en cloroplasto.

1.1= INTRODUCCION DE ADN A TEJIDOS VEQETALES

La introduccidn de ADN a plantas ha sido demostrado en nu -
merosos sistemas y numerosas técnicas.Se acepta que el ADN exd -
geno es tomago por embriones germinados y por pldntulas.(4)(27a)~

;Ql;deatino del ADN inmedidtamente después de su introduccidn~

| H ‘ ‘
ain émbargo es objeto de controversia,varios investigadores han =
reportado que el ADN exdgeno aplicado no Bolamenie es tomado -
por ias células vegetales si no tamdién es integrado a su geno -
ma y replicado con €1.(27a).

Otros investigadores no han observado ni replicacién o =

integracién -



del ADN exdgeno y concluyen que ol destino final del ADN quo so -
absorbe es la degradacidén para la sfntesis de ADN endégeno.(4)

La evidencia para la replicacién de ADN exégeno estd basada-—

principalmente en experimentos de gradientes de centrifugacidn
en cloruro de cesio.

Dos ‘tipos principdieS‘de experimentos se han mane jado,unos -
que se refieren a integracién y otros a replicacién.

En los experimentos que investigan la integracién,ADN mar -
cado radiactivamente dé densidad ﬂiferente que el ADN huesped -

|

ee administrado a pldntulas que despaés de un periodo,el ADN to -
tal de las pldntulas o ADN aislado de organos se aisla y se ana -
liza F ) técnica mencionada.

Lé aﬁhricién de bandas de ADN radiactivo y de ADN donador -
se toma como,evidencia:para la introduccidn de ADN .

1a aﬁaricidn de AﬂN radiactive aproximadamente intermedias -

en densidad entre el ADN huesped y donador se toma como avidencia-
de ;ntegfacién del ADNéradiactivo (donador) con ADN no radiactivo-
(hhéépéd). ;
La banda de ADN con densidad intenmedia es posteriormente anali -

| i
zada por sonicacidn y Qesnaturalizacién °

| |



Experimentos de esta naturalega han sido utilizados para de -

mostr | . integracidn de ADN de Microococcus lysodeikticus -

| «
dentro de ADN de cebada y la integracidn y translocacidn de ADN -

de E.coli y Se.coelicolor dentro de Arabidopsis (4).

Similares argumentos se han presentado para la integracién-
de ADN de T4 dentro de pldniaulas de M.incana (4).

Aunque la "nueva" banda de ADN de densidad intermedia en -
estos casos fué coneider;blemonte més pesada (1.724 g/cmB) que -
la del huesped (1.698 g/ﬁmB) o la del donador (1.694 g/cn3).

Los experimentos da‘"replicaci6n" se han conducido de ung =
forma similar,excepto que ADN no radiactivo (donador) de diferen
te densidad que la del huesped es utilizado en un sistema al .
caal despuds de un pefiodé de metaﬁolismo,se le aplica timidina -
3H y el ADN hueuped:s; alola y analiza en gradientes de densidad-
de cloraro de cesio.La apariciédn de bandas radiactivas de densi -
dad intermedia se toma como svidencia de replicacidn del comple-
jo de ADN donador-haesped.

El andlisis por desnaturalizacidn y sonicacidn de esta =

fraccidn de ADN replicado con densidad intermedia,indica que se-

trata de una moldcula con doble hélice que cambia a una densidad-



mge alta por desnaturalizacidn,pero se separa en dos picos radiacti-~
vosfboﬁ una densidad aproximadamente igugl a la del ADN donador y hués-
ped al romperla por sonicacidn. |

Estos experimentos efectuados por Ledoux y Huart (1) les lleva -
ron a la oconclusidn de que el'ADN (donador) se unfa a la moldcala de -
ADN (huésped) mediante un enlace cabeza con cabeza y Losteriormente o
adquirfa estructura de doble hélice.El fracaso de obtener evidencias -
mds sélidas que confirmen la integracidn y replicao;Jn de ADN exdgen§—
por plantas impulsa a reexaminar el fené?eno de intfoducci&n de ADN -
exdgeno a plantas.

Aparentemente la introduccién de ADN exdgeno ﬁa gido demostra -
da en muchos casost ‘

La introdacecién de ADN de P.aeruginosa a pldntulas de chicharo -
y tabaco (2),experimento realizado por Bendich y Filner,del caal con =
cluyeron que el ADN bacteriano‘parcialmente degradado puede ser toma -
do por las pléntulas,pero no pudieron detectarlo én el ndcleo celular.

Kado y Lurquin (3) fueron incapaces de detectar la replicacidn de

ADN de A.tumef&ciens en pldntalas de Phaseolus aureus por tdcnicas -

de reasociacidn,a pesar de que la sensibilidad de - -~



easta es mds grande en varios ordenes de magnitud que la técnica=-
de gradientes de densidad de cloruro de cesio,sas resaltados fue-
ron cc%rijlamenta negativose

Ig c&entidn de la penetracién de ADN exégeno deniro de la -
membrans nuclear ¢ fuera de la membrana nuclear ha sido conside -
rada por pocos investigadores,Hotta y Stern (4) ovservaron que -
remover el ADN donador de los espacios intracelulares y de teji -
dos vasculares es sumamente dificil;concluyendo que al‘AﬁN bacte;
riano puede estar presente en el citoplasma de las células Y aso =
ciarse con el nucleo unicgmente aurante el proceso de giélamiento.

En suma,la introduccién,integracién y replicacidn de ADN -

exégeno en plantas es un buen intento pero para 1ograrlorse re -

quieren muchos experimentos futurose,

1.2 INTRODUCCION D% ADN. 4 PROTOPLASTOS.

Las cflulan vegetales que ordinariamente poseén pared co =
lular,coando ésta se les elimina se les denomina protoplastos.
Estos dltimos han sido empleados en ana gran variedad de -

exparimentos:pccidn de reguladores de crecimiento investigacionas~



gsobre la naturaleza y fisiologfa ée la membrana celular,biosintesis-
de 1a:rw::d celular,aislamiento de organeloe,introduccién de pro -
tefnas , hibridizaci&n somdtica (5),infeccidn sincrénica de pro -
toplastos por particalas virales (27b).

Heyn y Schilperoort (4) trab@Jaron con protoplastos aisla =
dos de tabaco para iratar de diferenciar entre el ADN que pene -
trd en la membrana celular y el q&e simplemente qued$ adsorbido -
en 1a pared celular, aislaron los protoplastos de célulaa trata =
das con ADN antes de aislar el ADN total de las células para -

anflisis sobre gradientes de cloruro de cesio.



Fii&% encontraron que una considerable cantidad de ADN que aparen-
temeﬁte hab{a sido tomado por las células fue solamente adsorbido pon#
la pared celular y eliminado durante el proceso de aislamiento de los-
protéplastoa.

TProtoplastos en los cuales penetrd DEAE~Dextrano fueron aislados-
de 149 que el DEAE~Déxtrano no pen;tr6 y posteriormenté analizados,en-

el caao de células en las que no penetrd el DEAE-Dextrano,cantidades -

muy pequenas de ADN de A. tumefaciens de alto peso moledular fue detecta-

do en los protoplastosenn el caso‘de las células en 139 que penetrd el-—
DE AB~Dettrano ge envontr6 ADN de A .tumefaciens de alto peso moleculare-
fue detectado en loso protoplastos\este fae calculado y represent6 ani =
camente el 0.145% del ADN de alto peso molecular que se anid firmemente—
a la pared celularjeste ADN se aaumid dentro de la célula adn cuando =
no hicieron la diferenciacidn entre el ADN anido a la membrana celulaf-
y el que realmente penetrd la membrana.No obstante ;e ha visto que mau -
cho del ADN presumiblemente tomado por la célula vegetal se une a la-
pared celular,queda atrapado entire la pared celular y la maembrana -

o ge une a la membrana.
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No observaron integracidn del ADN exdgeno bacteriano en el ADN —
vegetal.

Lurguin y Hotta (4) en experimentos similares investigaron —
la rata de ADN de E.coli y M.lysodeikticus en callos de Arabidopsis =—
thaliap; despues de 7 dias de incubacidn en presencia de @DN bacteria—~
‘noqﬁialaron el ADN celular total y posteriormente analiza?o en gra -—
diénteé de densidad de cloruro de cesio>y por cinéti§a de‘réaso - ;
ciacidn.No se detectaron secuencias de ADN ﬁacteriano porfestaa -
pruebas en el tejido vegetal y el destino dél ADN exdgeno fué lg =
degradacidn y reutilizacién en lugar de la integracidn y replicacién.

14

Ohyama,Gamborg y Miller (4) estudiaron la introduccidén de ~"C-ADN-

de ®.coli por protoplastos de Ammi visnaga y encontraron una consi -

derable cantidad (0.6-2.8%) del ADN de E.coli fué tomado por los =

protoplastos,de esta cantidad,alrededor del 20% fué precipitable con—
dcido.Bste experimento desafortunadamente sdlo contd con este crite—
rio para medir la introduaccidn de moléculas de ADN,es bien cono -
cido' que pequefios oligonucledtidos pueden ser precipitables por: -
dcido tricloroacético,asimismo todavia permanece sin resolver el pro-

blema de adcorcidn contra introduccidn real de ADN exégeno.



e 11 e

Aurqr - * atamientos con AlNasa después de la incubacidn fueron -
ntilizadﬁs en este experimgnto la pregunta debe ser contestada ~
m€s contundentemente,al menos con respecto a la introduccidn en -
el ndcleo,por ndclecs aislados de protoplastos en presencia de -
exceso de ADN de timo de ternera (4).

Otros estudios sbbre la introduccidn de ADN a protoplas =

toe realizados por Hoffmann (4) que empled ADN de Petunia hybri -

da con doble marca y protoplastos de P.hybrida aislados del mesd-
filo como célula huésped,en estos experimentos los ndcleos fue -
ron aislados (pero no en presencia de ADN heterdlogo ) y mostra o
ron que contenfan alrededor de 0.04% de la radiactividad suminiﬁu
trada,mientras que el ADN oitoplasm&tico contania 0,007% de 1; -
radiactividade.

El ADN aislado mostrd tener aproximadamente el mismo radio -
3“/ 140 que el ADN donador por lo que s{ntesis endégena de ADN -
exdgeno presumiblemente no occurrid asnque no debe ser totalmene
te exclufda.Estos experimentos sobre protoplastos de plantag =
son fuertemente sugestivos aunque ne probados rigurosamente.

En conclusidn parece ser que la introduccidn de ADN exd =

geno a protoplastos ofrece tal vez una me jor oportunidad para =-



introducir informacidn gendtica a plantas.

Pero no hay evidencias para la integracidn o replicacidn =
del ADN exdgeno en células vegetales.

Igualmente(4) hay evidencias que sugieren la probabilidad de-
trangferir genes bacterianos a células vegetales por fagos irans -
doctantes pero estos son expresados por an lapso brevé.

Ciertamente no hay evidenciae que indiquen que genée extra=
ﬂos‘puedan gobrevivir en células vegetales,la observaai&n de que -
genes extrafios puedan ser expresados en plantas dnicamente es =
por tiempo breve pero por si misma may significativa,que puede -
ayadar a elucidar los fdctores que prolonguen su expresidn y -

eventual estabilizacidn como parte del genoma huésped.

1.3 INTRODUCCION DE ORGANELOS A PROTOPLASTOS DE PLANTAS

Recientes avances en tacnologfa de protoplastos han permi -
tido efectuar transplantes de organelos a protoplastos . Carlson=—

(6) reportéd el transplante de cloroplastos verdes normales a pro =

plastos de mesdfilo aislados de hojas de una variedad motante al
bina de N.tabacum,las plantas fueron regeneradas de protoplastos -

albinos y contenfan cloroplastos verdes,plantas verdes completas-



fueron presumiblemente recobradas.

Estos trabajos fueron censurados por Potrykus (4) que es -
diandoe la introducaidn de cloroplastos verdes a protoplastos
de petunia albina,encontrd que la introduccidn de cloroplastos =
verdes a protoplastos albinos conducf{a a una mezcla de células -
conteniendo de 1-20 cloroplastos verdes y de 50-100 plfatidos -
blancos. |

A pesar de que las plantas no fueron regeneradas en este ex~
perimento,Potrykus concluyd que las células pueden dar un elevﬁ—
do ndmero de plantas matizadas y no solamente plantas completa
mente verdes,poeteriormente sagirfio que los resultados obteni -
dos por Carlson se debieron a la existencia de quimé&ras dei tipos
verde/blanco/blanco. |

Recientemente ,Kung y col.(7) investigaron la marca gendti-
ca de una planta hf{brida derivada después de la incorporacidne
de cloroplastos de N.snaveolens en protoplastos de tejido blan -
co de un matante albino en mosaico de N.tabacum.En este casc la=-
presencia de genes del cloroplasto y naucleares puede sar deter =
. minada por andlieis de la fraccidn protéica Ide estas plantas.
La fraccién protéica I (ribalosa difosfato carboxilasa) consta de=-
dos subunidades diferentes:una denominada pequefia y la otra grande-

La subunidad grande es codificada por el ADN del cloroplasto(8) -



Vg 0, 1y .

y la subunidad pecuefia es codificada por el ADN naclear (9) .-

Bn el experimento de introduccién reportada por Kang (7) re -
generd solamente un individao,una planta matizada de morfologla y -
ndmero anormal de cromosomas (un rango de 61-66) y ademds estéril, -
el ndmero normal de cromosomas somdticos de Ne.suaveolens y de N.ta -
bacum es de 32 y 48 respectivamente.

El andlisis de la composicidn polipeptidica de la fraccidn -
protefca I de la planta regenerada mostré que contenfa la subunidad -
grande de ambas,esto indicd claramente que los cloroplastos de N.sua-
veslens faeron tomadom por el protoplasto hudsped.El andlisis de la -

sabanidad pequefia mostré ademds la presencia de los genes que co-

difican para la subanidad pequefia de N.suaveolens y N.tabacum lo -
que indica que tanto ndcleo como cloroplasto desbieron haber sido -
tomados por protoplastos de N.tabacum para darnos esta planta en U
‘moséico.

Bonnett y Eriksson (10) estudiaron la transferencia de cloro -

plagtos de Vaucheria dichotoma a protoplastos de zanahoria (Daucus -

carota);laj eficiencia de incorporacién fué del 16% con el uso de -
e
polietilenglicol.

Bonnett (11) demostrd la localizacién intracelular de cloro -~

plastos de Vaucheria dichotoma en Daucus carota ,el cloroplasto -




dentro del protoplasto no fué rodeado por una membrana 1fmite -

sin embarge algunos poseizn sn membrana cloroplastica intacta,
Otros intentos para transferir funciones gendticas de microore

ganismos a plantas han sido a través de la introduccidn de microor~

ganismos intactos a protoplastos vegetales.

Navsy y Cocking (12) reportaron la introduccién de Rhizobium=

legumino%arum a protoplastos de chfcharo,mas recientemente Davey y=

Power (4) demostraron que protoplastos aislados de Parthenoci = =-

gsus tricuspidata pueden tomar célulms de levaduras,protoplas =~

toe de levaduras y algas azal-verdes,la microscopfa electrdnica -
maestra que los microorganismos estaban localizados en vesicalas -
rodeados por membranas en el citoplasma de los protoplastos de la-
planta superior.

Burgoon y Bottino(13) demostraron la introduccidn de Gleocap-
sa (alga azul-verde) a protoplastos de mafz y tabaco,pero el tiem-
po mfe largo de mantenimiento de un microorganismos dentro de un -
eacariote fud demostrado con A.vineiandii dentro del hongo Rhizo~
pogon sp detectgndo ademds actividad de nitrogerasa durante 55 -
dias .(14) .Los experimentos discutidos en la serie anterior pro =
veen algunas esperanzas para la manipalacidn genétiga de plantas-—

por medio -



Sl /

de técnicas de transferencia de organelos y microorganismos a -
protoplastos.

Existen dos grandes obstdculos para la aplicacidn inmediatag -
8 a futuro cercano de esta técnica.

1.~-La regeneracidn de plantas fértiles a partir de protoplas-—
tos solamente ha tenido éxito) en pocos géneros:Nicotiana,Daucus -
Patunia,Asparagus,Brassica,Datura y Ranunculuas.Bstos éxitow S0 -
giare{;ﬁu  solamente es cuestién de tiempo y de refinamiento de -
‘iﬁs técniéas para que la lista aumente,aunque hasta la fecha =
ﬂ$ ge‘ha‘logrado con las plantas mds importantes econémicamente -
I

hablando.
i 2.~Todavia tiene que‘demostrarse?que los cloroplasfos o nf -
cleos pueden ser exitosaménte transferidos y que estos logren es -

tablecerse entre especies o géneros de plantas que no puedan -

cruzarse sexualmente.(4) .

1:4 FUSION D% CELULAS SOMATICAS .-

Bn la seccidn anterior se discutieron algunos métodos in -

volucrados en transferir informacidén ya sea por medios de molé -



AT i

culas y organelos a plantas.

A la ingenierfa genética en plantas debe sumarse la fusidn de =
2 c¢élulns somdticas llevando diferente informacidn genética,un pro=-
ceso andlogo a la fusidn sexual pero sin el inconveniente de las =
barreras de incompatibilidad.

Hoy es relativamente fdcil obtener grandes cantidades de -
protoplastos de organos de muchas especies de plantas y de cé-
lulas vegetales en cultivo (15),10 que limita el éxito de la hibri-
digacidn de c€lulas somfticas pars generar nuevas plantas es ori -
ginado por la carencia de adecuadoa mecanismos de seleccidn (mar-
cadores gendticos) para el aislamiento de heterocariontes o hi -
bridos de la mezcla de fusidn de protoplastos,y de nuestra in -
capacidad para regenerar plantas de protoplastos de muchas especies=—.

Protoplastos de un nfmero elevado de especies vegetales,inclu -
yendo cereales,han side caltivados para fijar su potencial morfo -
gendtico,pero la eficiencia de plaqueo de protéplastoa alslados-

de muchas especies con excepcidn de Nicotiana tabacam sin embar -

b5 - ecen baton (13).

? Ininialmente los protoplastos fueron fusionados en presencia-

de nitrato de sodio (16)(17).



Keller (4) mejord la eficiencia de fusién de protoplastos de -

tabaco con altas concentraciones de calcio» (0.05 M) ¥ pH alto -

{1045) e

Kao y Michayluk (18) y Eriksson (15) encontraron que el po ~-
lietilenglicol eleva e induce la eficiencia de fusién de protoplas—
tos.Bste agente aglutinante ha acreditado su eficiencia para tra-

bajos de fusidn y ha sido) uatilizado universalmente en machos sis —
¢

|

temas, por ejemplozintroduccién de orranelos o microorganismos a -
protoplastos de plantas vegeiales y fusidn interreinos (19),(20) -
e inolusive fusidn de protopiastos bacterianos (21) -Aumentando la —
eficiencia de fusidén de protoplastos se incrementa significativa =
mente la posibilidad: de fusidn nuaclear (4).

La regeneracién de plantas hfbridas después de fusién de pro -

toplastos ha sido) efectuada con Nicotiana glauca y Nicotiana langs-

dorffii (17) (22),matantes de tabaco (23),y especies de petunia (24)—
En cada caso las plantas fueron gexaalmente compatibles:y los -
hibridos somdticos obtenidos pueden compararse con los prodacidos=
mediante craza sexual.
La esperenza de obtener h{bridos de especies de plantas gexaal=

mente incompatibles mediante fusidn de protoplastos todavia perma-
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nece lejana y evasiva,.
Carlson,Smith y Dearing (17),fusionaron exitosamente protoplas -

tos de N.gzlauca y N.langsdorffii y obtuvieron el hibrido interespeci-

ficoelLa seleccidn del producto de fusidn se basd en el crecimiento -
diferencial del hibride y los padres bajo las condiciones de cultivo=-
emplepdas.La progenie del producto de fusién fue analizada para de -
tectg\'“ presencia de genes nucleares y citoplasmdticos de los pa -
dres ﬁediante electroenfoque de los componentes de la fraccidn pro -
teica I (4).

Los polipéptidos de la subunidad pequefia (indicativos de genes -
nacleares ) de ambog padres fueron detectados.

Los polipéptidos #e la subanidad grande de N.glauca (indicativa de -
genes del cloroplasto) también fueron encontrados,pero no hay sefiales =

que indiquen la presehcia de polipéptidos de la subunidad grande de N.

langsdorffii,

Desafortunadamente,solo fue examinada la progenie de un hibrido -

|
|

parasexual,por lo que no es posible concluir que este sea an fenéme-
no general.Son necesarios estudios posteriores para evaluar las ca -

racteristicas citoplasmdticas de hibridos somdticos.
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Smith,Kaoc y Combatti (22) repitieron los experimentos de hibri =

digacidn somdtica entre E.langsdorffii y Reglauca los que efectua-

ron analizando con detalle 23 plantas hfbridas regeneradas,encon -
trando que estas contienen un ndmero variable de cromosomass

El ndmero de cromos;mas en estos hfbridos varia dentro de -
un rango comprendido de 56 -64 .Se atribayen estos resaltados,pri-
mariamente a triple fusidn de protoplastos seguida de pérdida de -
cromgnomfs darante el crecimiento del callo y subsiguiente desa -
rrolio de la planta.

La aparicidn de ndmero aberrante de cromosomas y la estabili-
dad del cariotipo,particularmente en plantas regeneradas a partire
de cultivo de callps de especies de Nicotiana ha sido reportada(26).

Melchers y Labib (27) y Melchers,keller y Labib (28) produje=
ron hfbridoa sondticos p;r fusidn de protoplastos de dos diferen—
teg mutantes hapioideszciorofila—deficientes y sensibles a la luz~

de N.tabacum,la geleccidn de hfbridos se realizd sobre complementa~

cién gendtica,de suerte que los productos de fusidn originaron ca~-

1los verdes normales que foeron facilmente diferenciados de -
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los callos mutantes,.

Los hfbridos somdticos fueron obtenidos también por cruza -
sexual normal para compararlos y se encontraron idénticos a los =
producidoe por fusién de protoplastos.Puesto que mutantes cloro =

fila —deficientes exigten en gran abunadancia entre las plantas

superiores,un sistema de seleccidn basado en su uso da un valor =
significativo a los estudios de hibridizacidn som{tica.
Power y col.(24) prodnjeron recientemente ana planta hfbri -

‘da por fusidn de protoplastos de Petunia hybrida con protoplastos-

de Petuniy parodii .Elloe emplearon un sistema de seleccidn basa -
do eniiaihristencia e la naturaleza de sensibilidad diferencial -
de prétoplaotoe heteroespecifices a antimetabolitos (eapecificoa)
Productos interfamilias e intergéneros obtenidos por fusidn -
de prétoplastos muestran un heterocariccito que solamente experi-

1

menta pocas divisiones celulares (29).la formacién de callos hf -

brido; no ha sido ordina:iamente obtenida,su fracaso se atribuye =
princip&lmente a la a&sencia de sistemas de seleccidp,otras can -
sas todavia no bien entendidas en términos moleculares reside en ia—
incomgatibilidad de p%otoplaatoa ﬁara que se logre la fusidn,esto-

puede sar un fendmeno genotipico o fenotipico.



Power (30) intentd sin éxito recobrar an hfbrido somftico -

despuds de fusionar protoplastos de Petunia hybrida y Partheno -

cissus tricaspidata y atribayd la eliminacidn de petunia del pro=-

ducto de fusidn a la asincronia de fases del ciclo mitStico.

Dos recientes y alentadores reportes(31)(32) describen la -
produccién de callos hibridos interfamilias al fusionar Soya=Ni =
cotiana.En astos axperimentoa emplearon m&todos mecanicos para -
ajisla~ e producto dejfusidn,el hfbrido fué inicialmente inesta -
ble p?rd;endo gran cantidad de cromosomas Ae Nicotiana,perc los -
u«gmﬁntoa remanentes ée Nicotiana parecen ir sincrénicos con el -
ciclo celular de Soya,si se reproducen estos resultados se demos ~
ir;r& al menos que el principio de incompatibilidad de eppacion o
relacionadas,psro distantes,puede ser pasado por alto mediante =~
t&cn{cas de hibridigacidén somdtica.El potencial morfogendtico del-
hfbride reportado sin embargo,estd por determinarse.

La fusidn de células somfticas con el £{n de modificar gend -
ticamente o crear nuevas plantas es una técnica alentadoray,pero to =
davfa tendrd que proﬁarée y desarrollarse.

| |
La fusidn clara de células de especies que pueden crugarse -
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sexualmente es posible,pero tendrd que ser demostrada en otros -
géneros para sumirselos a Nicotigna y Petuania.

Ademds esta tdcnica es de gran utilidad para el desarrollo -
y estudio de la regulacidn gen&tipa en plantas,pero la aplicacién—
para lograr fusién intergendrica requerird desarrollar tecnologfa-
adicional y un mayor entendimiento del desarrollo bdsico de las-

plantas y sus procesos gendticos.
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5 0 ORJETIVO

El propdsito de este trabajo es efectuar una revisidn de algu-
nos métodos que se han empleado para i£tentar modificar la informa-
cidn gendtica en plantas y revisar el metabolismo nitrogenado en Cia-
nobactarias fijadoras de nitrdgeno,con el fin de adquirir los conoci-
mientos necesarios para ver la pogibilidad de pasar los genes nif a -
plantas.

Se anexa an adendum,de los experimentos efectunados para tratar—
de aislar lineas de Cianobacterias resistentes a antibidtico que con-
servan actividad de nitrogenasa para emplearlas posteriormente con el=-

fin anteriormente expuesto.

¥ eyl INTRODUCCION

Kamar (33)(34)(35) y Singh(36) seleccionaron ciertas lineas de -
A-nidulans (cianobacteria) unicelular no fijadora de nitrdgeno median—
te subcaltivos sacesivos en medio lfquido conteniendo concentracionea-

crecientes de antibidticos (Estreptomicina y Penicilina) .



=) 25 -

Gapta y ¥amar (37) encontraron que estas lineas resistentes a -
antibidticos conservaron este rasgo completamente estable despuds de~
varios subcultivos en medio libre de antibidtico,tambien investiga -
ron este aspecto recarriendo al método modificado por Luria y Del =~
bruc! / ) y encontraron que un pequefio nimero de mutantes resisten-
tes éyaﬁkibiético pueden existir en poblaciones sensibles y estas -
pueden ser seleccionadas en el madio de caltivo.

Con la ventaja del advenimiento de técnicas de plaqueo,exitosa -
mente se han aislado clonas de ciertas algas anicelulares y filamento-
sas despads de exponerlas a mutdgenos.(36).

9in embargo la eficiencia de clonacidn sobre agar necesita ser -
considerada caidadosamante,puede no estar completamente jastificada - |

al considerar que todas las colonias que se desarrollan sobrs la pla=—

ca de agar son estrictamente clonales,ya que puede haber oportunidad -

para que algunas colonias‘puadan desarrollarse de dos o mds células‘-
en lugar de una célula simple.De aqh{ el juicio crftico efecthado é -
algunos trabajos iniciales sobre la seleccidn de matantes en medids -
1fquidos,sobre el fundamento de que tal vez alguanas mutantes no son =

estrictamente clonales y esto es igualmente aplicado a las técnicas -

en agar.
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Mutantes resistentes a antibidticos han mido empleadas princi -
palmente para detectar transformacidn y recombinacidn.La carencia de -
marcadores adscuados en algas azul-verde es uno de los mds grandes pro-

blemas para pantualizar estos sacesos.(36).

Jolom RESTSTENCIA A ANTIBIOTICOS.

i

Anélisia del fendmeno de resistencia a agentes antimicrobianos—
han demostrado tener importancia tanto por su significado en el labo-
ratorio como en la clfnica.Con relacidn al primero,estadios efectuna -
dos en bactorias matantes resistentes a drogas,han proporcionado -
importante informacidn sobre la naturaleza de los sitios de unidn de=-
las drogas,y sobre la funcidn biogquimica de la molécula o macromolécula-
receptora.BEstos estudios han sido importantes en el présente para po=
der entender aspectos de gendtica y bloqufmica microbiana concernien-
tes con la pared celular y protefnas asociadas (Penicilina),riboso ;
mas (Estreptomicina,Eritromicina),replicaciédn (dcido nalidfxico), -
transcripcidn (Rifamicina),s{ntesis de protefnas (Acido fusfdico) y =

mauchos aspectos del metabblismo intermediario.
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En el segundo,el incremento en el uso de agentes antimi -
crobianos ha proporcionadc una fuerza selectiva que favorsce a =
las 1{neas de bacterias que han adquiride resistencip a dichos =
agentes,ya sea por mutacidn o por herencia de pldsmidoe (R) (40).

Los plismidos non elementos gendticos que han enriquecido -
lom rangos bactarianos,y se ha observado un 1ncrémautn en o1 nd-
mero de espacies bacterianas que los poseen,la caracteristica -
distintiv- de un pldemido es la separpcidn ffsica de édste en re-
1&016n}él}cromosoma bacteriano.Ciertos pldsmides tambidn son ca-
paces de integrarse reversiblemente con el cromosoma huésped,co=
mo alterrativa a sa estado extracromosomal,plismidos con esta -
propiedad dual se les ha llamado Episomas.(41).

Recientemente Van den Hondel (42) caracterizd las p?opie -
dgdee ffeicas de pldsmidos en Cianobacterias sin detegtar hasta -
el momento la fancidn que les confieren,las que fundamgntalmente -
pueden ser:resistencia a antibidticos,a metales pesados,éexuali -
dad,biodegradacidn de compuestos aromfticos,prodaccidn de bacte -
riocinas,de vacuola gaseosa o de incrementar asu rendimiento fo =
tosintético.

La presencia de estos plfemidos presumiblemente proved ana-
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venta ja metabdlica selectiva sobre las demds especies libres de ~
pldsmidos.Muchos pldsmidos R (que confieren resistencia a antibidticos)
son inestables y pueden perderse rdpidamente en ausencia de antibig -
tico (40).

Los sosibles mecanismos bioquimicos de resistencia,de acuerdo -
con las predicciones de Davis y ¥ass (40) son los siguientess
l.-Alteracidn del sitio blanco en la célula que reduce o elimina la-
unidn de la droga con el mismo.
2.~Bloqueoc del transporte del antibidtico hacia el interior de la -~
cflala independientemente del mecanismo que esté involucrado en el -
transporte (no especffico o activo),un cambio en el sistema de trans -
porte puede reducir la penetracidn de la droga.
l.-Detoxificacidn o inactivacidn del antibidtico.

4 .~Teemplazo del paso metabdlico que inhibid el agente antimicrobia -
no .

Se=Incrementando el nivel de la enzima inhibida por la droga.
6+=-Prodaccién de un metabolito que pueda antagonizar el efecto inhi -
bitorio de la droga.

Te=Dieminacién de las necesidades metabdlicas de la célula para la-

vifa o reaccidn inhibida por la droga.



9i consideramos estos posibles mecanismos de resistenciaypo -
demos observar que los mecanismos: 1,2,547+,pueden gar fdcilmen -
te obtenidos por mataciones en punto de genes astructurales o -
genas regulatorios en ansencia de cualquier otro evento.3in em =
bargo,para muchos antibidticos parece improbable que los meca =
nismos: 3,4,6.,paedan presentarse por simple matacidn de genes -
cromosomalesien estos cascs se requieren noevas funciones celula-
res que paneden ser proporcionadas solamente por herencia de genes—
en forma de plfsmidos.(40).

No hay hasta la fecha e jemplos de resistencia a antibidti -

cos por medio de los mecanismos: 5,6, ¥ T .(40).

3,2 MECANISMO DE ACCION DE LA ACTINOMICINA-D

Lag Actinomicinas (figel) (Actinomicina—cl(D).Son antibid -
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ticos cromopdptidos altamente tdxicos que se unen al ADN y de =
egta forma interfieren con sus funci?nea normales.

Estos antibidticos son los prototipos y los mds ampliamen-
te invegtigados de los inactivadores de la foncidn de molde del-
ADN.

ta molécula de Actinomicina-D,consta de ana parte croméfo -
ra 1a cual es un sistema heterocfclico (anille de Fenox&zona) =
anido a dos oligopéptidos cfclicose.

La conformacidn de las uniones peptfdicas son las siguienteas
L—treonina~D~valina,trans;D-valina—L~proliha,cis;L«prolina-sar -
cosina.cis;aércosina-L—metilvalina,trana;L_treonina-oxigeno car =
boxflico de la carboxamida y carbono del cromfforo,trans.

La unidn de la Actinomicina-D al ADN causa interferencia -
con laeg funciones ;;i‘mismo,en cuanto a la inhibicidn de la sin -
tesis de ARN tanto en organismos sucariotes como en procariotes.

Varias tdécnicas han sido empleadas para detectar la forma -
cidn del comple josADN—Actinomicina-~D:.

Perturbacidn del espectro visible del antibi&ticondecrementoi

|
de la densidad de flotacidén del ADN,elevaciJn de la temperatura -

de fusidn del ADN,equilibrio de didliseis utilizagdo Actinomicina-~D-
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radiactiva e inhibicién de transcripcidén (ARN polimerasa).

La formacidn del complejo suprime la gfntesis de todas las -
formas de ARN,y es diferencial,dependiendo de la concentracién -
y del tamafio del ARN.
| La Actinomicina-D inhibe la sfntesis de ARN puesto que la -
ARN polimerasa es bloqueada a nivel}de la elongacidn de la cade -
na de ARN (no de iniciacién).

La inhibicién puede ser superada mediante la adicidn de més -
ADN,pero no por la adicidén de mds enzima.

La estequimetrfa de la unidn Actinomicina«DzADN~( 1¢2 )=
es consecuencia directa de la simetrfa de la molécala y refleja-
que dos equivalentes quimicos se unen a sitios disponibles de la -
desoxiguanosina,necesarios para la formacidn del comple joe

Las dos moléculas de desoxiguanosina interactuan con cada =
lresiduo pepifdico cfclico formando una pila a ambos lados del =
sistema cfclico de Fenoxazona,un fuerte enlace de hidrégeno(2.82 -
2.80 g ),conecta el grupo 2 amido de la guanina con el oxigeno =
del carbonilo del residuo de L-treonina,mientras que un enlace -
48bi1 de hidrdgeno (3.15-3.25 & )conecta el XN 3 del anillo de -
guanina con el grupo N-H del mismo residuo de L-treonina.

En sumatel sistema ofclico de Fenoxazona de la Actinomicina=D-

J
{



- B -

se intercala entre la secuencia GpC de ADN de doble hélice,mien -
tras que la subunidad peptfdica se aproxima a la estrecha estrfa de -
la doble hélice de ADN e interactda con residuos de desoxiguanosina-
en la cadena opuesta por medio de enlaces de hidrdgeno especificos.

Las evidencias concernientes a la conformacién del polinacled-
tido son las siguientess

La Actinomicina se une fuertemente a ADN de doble hélice,pe-
ro debilmente attodos los ARN de doble hélice,cadenas simples de -
ADN o ARN y a hélices hfbridas de ADN:ARN.

Las evidencias que favorecen el reconocimiento de enlaces de-
hidrdgeno sont

La unidn de la Actinomicipa—n al ADN requiere de reaidu;s de =
desoxiguanosinatel grupo 2-amino sobre la guanina es esencial para-
la unidn.Por lo que polimeros gintdticos seme jantes al ADN del tipo-
d(A=T),d4.dT,d(I~C),y dI.dC no se unen a la Actinomicina-Dymientras-
que polfmeros del tipotd(0-C),dG.dC,d(DAP-T) y d(2AP-T) se unen fuer-
temente a la Actinomicina~D.

El grupo 2-amino del residuo de purina parece ser esencial-
para la unidn,la sustitucién del grupo 2-amino del sistema cf -

clico de la - -~
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fenoxazona por un grapo hidroxilo,dimetil amino o cloro,inhibe —
la reaccién de unidn Actinomicina-DtADN.

Evidencias que favorecen la intercalacidng
Datalles moleculares indican que el modelo de intercalacidn al -
interactuar pActinomicina-D con ADN es estequimétricamente posible,
con excepcidn del grupo 3-amino del sistema de fenoxazona que es -
0e6 A su . cerrado que el oxf{geno de la desoxiribosa.(27b).

Sob§11(43) con la informacidn de que la guanina tiene un =
papel importante en la unidn de la Actinomicina-~D al ADN,y basan=
dose en andlisis de rayos X de un complejo cristalino formado pors
Actinomicina-~D y desoxiguanosina propuso un modelo que combina
la intercalacidn (fundamentalmente) y uniones exteriores.

En este modelojenlaces de hidrégeno entre el antibidtico y =
01 gfupo 2=amino de la guanina tienen un papel central,el sistema-
de fenoxazona de la Actinomicina-D se intercala entre (0~C del ADN=-
donde los residuos de guanina pertenecen a la banda opdosta y -
los grupos 2-amino de la guanina interactuan con ambos peptidos-

cfclicos.
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4.- IMPORTANCIA DE LA FIJACION DEL NITROGENO

El incremento de la poblacién mandial y la deplecidn de las—
fuentes de combustibles fésiles han estimalado el interés en los -
métodos para incrementar la produccién de alimentos y a la vez =
disminuir el consumo de materias primas no renovables.

Uno de los factores limitantes mds importantes en la proda -
coién_;a fcola lo constituyen los fertilizantes nitrogenados y su-
sintésiéhﬁs la que reqaiere una mayor cantidad de energfae.

Aproximadamente el 3% (16.8 x 109 metros cdbicos) del gas-
natural consumido en los Estados Unidos de América durante 1973 =
fud utilizado para la sfntesis de 153 x 108 kg de amonio ( 17 x 106—
ton U.8. ) y alrededor de 10 x-106 ton U.S. de éste,fue aplicado -
directamente como fuente nitrogenada para complementar una de =
manda anual de nitrdgeno para la agricaltura de 18 x 106 ton U.S.
de amonio (44).

Una de las reacciones importantes en la ecologfa del plane-
ta es la fijacidn de nitrdgeno cuya primera fasetde nitrdgeno -
stmoeférico a amonio es llevada a ;abo exclusivamente por pr$ -
cariotes ya sea en forma simbidtica o de vida libre (45).La inves-

tigacidn de los factores ecologicos que intervienen en este pro -

ceso permitir{ racionalizar el consumo de combustibles fésilese.
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5.- EL PROCESO D& FIJACION DE NITROGENO EN CIANOBACTERIAS HETEROCIS-

TICAS.

Las Cianobacterias se cree que aparecieron sobre la tierra ha -
ce mds de 3 billones de afios,son procariotes fotosintéticos los cua-
les obtienen electrones para la reduccidn del bidxido de carbono a=-—
partir del agua desprendiendo oxigeno.

Durante el curso de la evolucidn estos organismos han sido-
la mew_,Afaante de oxfgeno en la atmdsfera y por lo tanto los prin -
cipalgs ;esponaablea del cambio de una atmésfera primitiva reducti-
va & una actual oxidante.

Sus caracteristicas fotosintéticas son muy similares a las =
‘encontradas en los cloroplastos de plantas verdes,organelo cuyos -
predecesores pudieron ser Cianobacterias.

Estos procariotes probablemente desarrollaron actividades fo-
tosintéticas como oconsecuencia del agotamiento de sustratos orga -
nicos y evolucionaron a fijadores de nitrégeno atmosférico como =
consecuencia del agotamiento de amonio en el mar pre-cdmbrico.

Como la fijacidn de nitrégeno requiere de un ambiente anaero -
bio,este requerimiento lo reconciliaron con la evoluoidn fotosinté-
tica de oxfgeno al diferenciar umas célalas vegetativas a otras es-—

pecializadas con una gruesa pared celular a la que se ha denomina

do heterociasto.



. ¢

a intervalos regulares a lo largo del filamento por ende,la maquina -
ria sensible al oxigeno para la fijacién del nitrdgeno se segregd en -
el heterocisto del sistema fotosintético desprendedor de ox{geno.

Los heterocistos proveen un medio ambiente para la proteccidn -
de la nitrogenasa,en primer lugar mediante cambios estructurales,que -
reducen la entrada de gases de cualquier tipo mediante la‘afntesis .
de una gruesa pared celalar,ademds reorganizan el aparato fotosinté -
tico al ~"ir nar de el heterocisto la actividad de fotosistema II -
que dasprﬁﬁdé oxfgeno,mientras retienen el poder generador de ATP -
del fotosistema I,establecen eficientes bombas en la unién con ce -
lulas vegetativas vecinas que les aseguran una fuente de carbono pa=
ra generar poder redactante indispensabdble para‘el proceso de fija -
cién del nitrdgeno,todo esto unido a an eficiente sistema removedore
de oxfgeno (superdxido dismutata y catalasa).

Estos aspectos de la diferenciacién estdn shora razonablemen~
te bién documentados,aunqne algunos necesitan ser aclarados sobre to—

do a mivel biocqufmico particularmente el de las bombas. (62)

e ESTRUCTURA DEL HETERQCISTO.

Korfoldsicamente los heterocistos difieren de sus antecedentes-



células vegetativas en 5 aspectoss

l.~3us conexiones con las cdlulas vecinas son mucho menos extensas.

2.~Egtan rodeados por una gruesa cubierta.

3J.~Contienen vastos tapones de enorme material homogeneo en dmbos-

polos.

4.=~La configuracidn de sus tilacoides es diferente,

5e~Tienen mucho menos material nuclear,tal vez ninguno.
Lﬂd'fonexiones entre el heterocisto y las células vegetativas =

demandan ;studios faturos ,porque ellas deben estar intimamente re =

lacionadas con las bombas quas controlan el flujo de carbono den-—

tro del heterocisto y de nitrdgeno fuera del mismo,en ssccidn trans—

versa el septo que separa el heterocisto de la célula vegetativa es—

menos de un tercio del didmetro que separa doe células vegetativas,-

y el drea de la seccidn transversa que limita la unién entre el he-

terccisto y la cflula vegetativa debe ser menos de un décimo que la-

que existe entre oflulas vegetativas,el septo contiene un conjunto-

de perforaciones denominado microplasmodesmata,las cuales conectan -

el citoplasma de las dos células;

Los canales son de al menos 400 2 de longitud y menores de 50 2'
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de didmetro,existe una carencia de informaeidn acerca de sa ultra -
estructura,ndmero preciso,composicidn y si todos son idénticos.Pue -
de ser por ejemplo,que existan conjuntos de canales especializados -
en transporte unidireccional.

La cubierta que envuelve el heterocisto es una estructara nota-—
ble,formada por 3 capas externas a la membrana mds externa de la cé-
lala vegetativa,

La primera de estas capas aparece darante la diferenciacion,se-
le den~mira capa fibrosa por su apariencia inmutable al microscopio -
electrdnido,su composicidn no ha sido detectada con precisidn.

La capa central,denominada homogenea estd compuesta de un polisa-
cdrido con cadenas cortas laterales,la unidad que mds se repite en A.~
cylindrica es an trfmero (glucosa=-glucosa-manosa),todas en uniones be-
ta=-1-3.Cada mondmero en este oligosacdrido tiene unido en la posicidn—
2,4 0 6 otro mondmero o disacdrido,como una malla de oligosacdridos -
alrededor del heterocisto,la capa homogenea es completa excepto en los—
polos de la célula donde estd cruzada por el septo conteniendo los mi -
crdplasmodesmata.Lo mismo se aplica para la capa {ntima a la cual se -
le 1lamé laminada y es la dltima en ser adicionada (46),esta capa -

tiene una composicidn quimics poco comdnsest{ compuesta: -
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totalmente por glicolfpidos dniqamente encontrados en el heterocis-
to (47)(48).los glicolfpidos son de 4 clases,conteniendo un hidroxi—;
doido o un alcohol €26 o C28.Cada clase contienen glucosa o galacto -
sa (9:1) unidas al dcido o al alcohol terminal (52).Capas laminadas -
han sido purificadas y tienen el mismo punto de fusidn que los glico-
1fpidos que la componen (50).

A pesar de que sus caracteristicas no han sido reportsdas,la ca -
pa laminada puede ser impermeable al agua,iones,solutos neatros hidro-
f{licos y vosiblemente gases disueltos.

Lo lixterocistos terminales contienen solamente un grdnule polar-
visiblé al microscopio de luw como un objeto redondo y altamente re -
fractivo (51).Los heterocistos intercalares contienen dos grdnulos -
polares.Micrograffas electrdnicas de heterocistos maduros muesiran a -
los grdnalos como tapones homogeneos que ocupan casi toda la regidn-
celular adyacente al‘septo (46).La composicidn de los mismos no ha -
sido conocida ocon certeza,trabajos recientes indican que‘contienen cia=~
noficina,polimero de reserva compuesto de:multi L—arginii-poli—L—as Q
pdrtico (52).Los tapones todavia no han sido purificadoe,como los gré-

nulos de cianoficina desaparecen durante la diferenciacién del hete -

rocisto (durante ayuno de nitrégeno combinado) pudie-—
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ran ger un fantdstico material de reserva acamalado,por lo qua esta~
rfa en una importante situnacidn de transporte frente al septo.

La reorganigacidén del tilacoide en el heterocisto ha sido des -
crita sobre las bases de estudios de microscopfa electrénica (46) -
todavia no ha sido posible correlacionar estos cambios con la pér -
dida de la actividad del fotosistema IY,exceptuando la eliminacidn-
de lag ficobiliprotefnas las cuales funcionan como antenas recolec: -
toras de energfa luminosa para el fotosistema II (53).

En géneral,laa membranas tilacoides son desplazadas de la regidn -
centrel de la célula y reaparecen cerca de los polos mds enrolladas—

que en las células vegetativas. -

|
Finalmente hay una importante cuestiédn acerca del ADN del hete-

rocisto.Las oélulas vegetativas contienen un tipico nucleoide de pro-
cariotes,regidn que en micrograffas electrénicas muestra fibrillas -
(46) sNinguna de estas fibrillas aparecen en heterocistos,por lo que=
ge sagiere que pueden carecer de ADN,tienen ademds significativa -
mente reducida la absorcidnm en la regidmn aultravielsta,y heterocistos~
aivlados contienen macho menos ADN que las células vegetativas;la -
cantidad precisa es diffcil de determinar porque el ADN de las célu =
las vegetatiwms tiende a unirse al heterocisto y porque los hetero -

cistos preparados mediante digestidén con lisosgima o por sonicacidne
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pueden tener algunos preheterocistos,los cnales en la etapa tempra-—

na del programa de diferenciacidn retienen su ADN (54) .

5e2 BIOQUIMICA DEIL HETEROCISTO

Machos de los trabajos sobre la bioqufmica del heterocisto to-
'man como punto de partida la hipdtesis de que el heterocisto es lag-
oélula especializada para la fijacidn del nitrégenc,Stewart y col.-
(55) mostraron evidencias que demostraron que los heterocistos BON=
el sitio de actividad de la nitrogenasa Y que el nitrdgeno fijado eg-
transportado rdpidamente a las células vegetativas asociadas,ademds~

14002 demostraron que el heterooistoL

por autoradiograffia utilizando
no fija bidxido de carbono,todo esto en Aecylindrica.

Honorde Fleming y Haselkorn,R.(56) estudiaron la incorporacidn -
de 35804' en Nemuscorum por sus dos tipos de células y observaron-
que el incremento en la actividad de nitrogenasa es debido a sfinte-
sis de novo de la nitrogenasa predominantemente en el hetarocisto~
aunque no exclusivamente.Se sabe que los requisitos para la fijacidén

de nitrdgeno sonsnitrogenasa,ATP,reductantes Y un ambiente anaerobio-

cada uno de estos a su vez tiene requisitos especiales.
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Por e jemplo,la expresidén de los genes nif en bacterias estd sujeta-
a una regulacidn compleja.los genes nif fueron caracterizados por-
Brill y col.(57) en K.pneumoniae y denominados:nifQBALFMSNEKDHJ.(fig.2)-
El anflisis de las protefnas codificadas por los genes nif =
en E.Bneumoniae,asf como su caracterizacidn efectuada por Brill -
y co0l.(58) proporciond los siguientes datoss
nifQ: Como todas las l1f{neas conteniendo mutaciones en nifQ mueg-

tran altos niveles de reduccién de acetileno in vivo e in vitro,se -

infiere que la protefna codificada por nifQ no =s absolutamente esen-
cial para generar componentes I y II activos. Las protefnas que se =
requieren para la fijacién de nitrégeno in vitro son:Nitrogenasa (com=
ponente 1) que es un tetrdmero (alfazbotag) con un peso molecular de -
54,000 (subanidad beta) y de 57,000 (subanidad alfa).El oomponentfa-
I1 (nitrogenasa reductasa) es un dimero constituido por dos cade -

nas polipept{dicas idénticas de 34,000 daltones.

El componente I contisne un cofactor constituido por Fe,Mo y S=—
(FeMoco) que es su sitio activo,este cofactor tiene la propiedad de-
restaurar la actividad in vitro de clertas mutantes defectivas -
en la habilidad de reducir nitrdgeno gaseoso.

nifB: Cepas conteniendo mutaciones en nifB mostraron bajas -
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cantidades de reduccidn de acetileno in vivo e in vitro y ésta ~
reducocidn puede ser estimulada drdsticamente mediante la adicién -
ya sea de componente I o cofactor (FeMoco).Con el antecedente de -
que las lfneas NifB~ sintetizan componentes I y II activables por—
adiocidn de FeMoco ,se sugliere un papel esencial del producto del -
gen nifB en la sfntesis del FeMooco.

nifA:Mutantes NifA~ carecen de la habilidad de reducir aceti-
leno in Xiggva in vitro.la falta de estimulacidn en la actividad -
reductiva del acetilenoc despafs de adicionar componentes I y II po-—
| rificados,as{ comojla carencia de protefnas Nif identificables por-
geles en dos dimensiones,es consistente con el modelo de que los pro-
dactos codificados por nifi padieran requerirse para dereprimir los-—
genes nif,presumidblemente juegan el papel de factor de contro posi-
tivo. .

nifLs Como todas las 1fneas NifL™ caracterizadas exhiben po —
laridad por encima de nifjp,no es una sorpresa que mutaciones en nifl-~
maestren un fenotipo pleitrdpico negativo,similar a las mutaciones-
en nifa,tanto in vivo como in vitro.

nifF:Matantes nifF tienen pequefias pero significativas cantidaw~

des de actividad reductiva del acetileno in vivo y por lo tanto-
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fud una sorpresa que su actividad in xiizg fuera comparable a la -
del tipo silvestre.Aparentemente el producto codificado por el gen-
nifF no esta involucrado en la sfntesis de los componentes I y I -
activos.C0eles en dos dimensiones indicaron que lfneas NifF sinte —
tigan todos los productos de los genes nif con excepcidn de unag -
(17k).La habilidad de extractos de lfneas nifF de reducir aceti -
leno in vitro con Ditionito como fuente de elecirones,sugiere que-
la protefna lfK paueda estar involucrada en el transporte de electro -
nes hacla la nitrogenasa in vivo .Los datos no son concluyentes de -
ﬁue la protefma 17K sea un producto del gen nifF.Permanece la posi-
bilidad de que la protefna 17K sea sencillamente inductor de altos-
niveles de sfntesis de el producto del gen nifP.

2££M:Lfnaas NifM~ presentan bajos niveles de actividad reducti-

va del acetileno in vivo.In vitro,la adicidn de componente 11 la es—

timula.

leles en dos dimensiones mostraron cantidades normales de -
componentes I y bajos niveles de componente II (especialmente el =
de 39,000 daltones) comparados con la cepa silvestre.

La presencia de cantidades significativas de componente II inac—

tiVOQ"‘"“'
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anido a la insercidn de bacteriofago Ma,en el gen nifM,apoyan la -
tesis de que nifM no es un gen estructural para el componente II,-
mas bien estd involucrado en un paso necesario para su procesamien-
to ¥y menera de esta forma un componente II activo.

BifV:—Como las 1fneas NifQ ,las NifV presentan altos niveles -
de actividad reductiva de acetileno in vivo e in vitro,el producto=-
codificado por el gen nifV no es aparentemente esencial para la =
sfntesis de componentes I y II activos,tampoco ha sido invelucra-—
db en la sintesis de otras protefnas Nif en base a los datos apor-
tados por los geles en dos dimensiones,

nifS:- Lineas nifS  mostrarpn un comportamiento irregular,apa=-
récen placas que difieren de las que carecen de la propiedad de fi -
jar nitrdgeno atmosfericoja la vez que carecen de actividad signifi-‘
oafiva de poder reductor de acetileno in vitro.El efecto regulatorio-
aparente que presentan sobre la sf{ntesis de protefnas Nif puede -
ger directo al afectar transcripcidn,o indirecto.Puesto que al =
parecer es posible que los componentes I y II puedan tener algdn -
papel en la derepresidn de varias protefmas Nif,un efecto indirecto-
gobre la derepresidn puede deberse a mutaciones las-éuales no lo =

graron producir componentes I y II capaces de producir derepresidne
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Los resultados de ensayos in vitro sugieren que las lineas-

NifS8™ conteniendo mataciones en punto tienen bajos niveles de com-
ponente 1 activo,pero carecen de componente II activo.Como los ge =
les en dos dimensiones de lfneas NifS~ revelaron bajas cantidades =
de los componentes I y II,parece posible rue el componente II inac—
‘tivo haya eido sintetigado en estas lineas.El fenotipo de Nifs~ pue-
de ser explicado si NifS codificé una protefna,la cual tiene invo =
jucrado un componente II procesado,as{ como un componente 11 sin =
procesar,el cual es inactivo y relativamente inestable,y de ests -
maners afecta la derepresidn de todo el sistema.

gigﬂszfneaa NifN~ son similares a NifB~ : las dos presentan-i
ba ja actividad reductiva del acetileno in vivo e in vitro y poseen ;
components II1 activo y un componente 1 que pueds ser activado median—
te la adicidn de FeMoco.

Geles en dos dimensiones y ensayos in vitro sugieren que el =

producto del gen nifN es esencial en el proceso de sfntesis del -
Feloco.

nifE:-Lfneas NifE~ son idénticas a nifN in vivo e in vitro,-
excepto que nifN~ presenta una cantidad de componente Il activo =
considerablemente mds baja.ﬁos ensayoﬁ ig vitro sugieren que la =~
protefna codificada por el gen nifE participa en an paso egencial

en la sfntesis del FeMoco.
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nifKt-Lineas NifK~ poseen cantidades insignificantes de acti-
vidad reductora de acetileno in vivo y sus extiraoctos fueron acti -
vados unicamente mediante la adicidn de componente 1 activo.lLa ma -
yorfa de las l{neas NifK carecen de ambas subunidades del componen—
te 1 (6OK y SYK),caracterizadaa en geles de dos dimensiones,solamen-
te una lfnea NifK~ mostrd una protefna 60K alterada,se piensa qde -
‘nifK aparentemente es un gen estructural para esta protefha ( la -
subunidad acfdieca del componeante I).

Como mutaciones en nifK dieron como resualtade una reduccidn -
en los niveles de las protefnas Nif,se cree que la protefna codifi-
cada por este gen estid involucrada en el mecanismo de derepresidn-
de los genes nif,

nifd:-Lineas NifD~ son similares a las NifK con la dnica ex -
cepcidn que la insercidn del bacteridfago Mu en NifD da como resal-
tado una disminucidn del componente II demostrada en ensayos in vitro-
y en geles de dos dimensiones.

La existencia de lfneas NifD con alteraciones en la carga de-
la subunidad (56K) es evidencia concluyente de que nifD codifica -
para la subunidad bdsica del componente I (56K).Como en el caso de—
lag lfneas NifK~ 1la disminucidn de las cantidades de protefnas Nif-

en geles de dos dimensiones y en ensayos sugieren que el componente:]
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paeda tener alguna intervencidén en el m;canismo de derepregidén .
nifHs-Lineas NifH tienen baja actividad reductora de -

acetilens Ef 1&39 y presentan una variedad de fenotipos en gelege
pere fodas carecen de componente I1I activo.lLos fenotipos pueden -
explicgrse an base a dos modelossUno que implica observaciones de -
un componente 11 en funcidn regulatoria ya sea a nivel de traduceidn—
¢ transcripcidn de los genes que codifican para la sfntesis del -
componente 1 o an segundo modelo en &l cual el componente II es =
nedesario para la estabilidad del componentel y a la vem este 1~
timo de alguna forma es necesario para la derepreeidn de los genesg—
Hif.

En el primer modelo esta funcidn regulatoria podrfa ser s¢ira -
actividad del componente II unida a su funcidn catdlitica.Un compoe
nente Il,el cual de alguna forma alterado pierda su fancidn regula-

toria puede ser detectado en geles pero es incapaz de intervenir =

Para elevar loz niveles del componente I,presumiblemente esta accidne |

del componente II tendrfs la forma de un bloqueador del ARNm entre-
los genes NifH y NifD.E1 comntrol de la sfntesis del componente I -
mediante el componante II podrfa ser un mecanismo dtil por el cusd-

se produciridn relaciones correctas de los componente I y 1T,

|



se sabe que un exceso del componente I puede inhibir la fijacidn ~
de nitrdgzeno. (59). |

El dl1timo modelo tiene mds apoyo por el resultado de gelesg =
en dos dimensiones practicados a extractos de lfneas nifH que no -
presentan componente 1 visible (ein utiliszar marca rpdiactiva),mian-
tras que en extractos con marca radjactiva 81 se encuentra componen—
te I,estos hallazgos sugieren que la egtabilidad es el problema del-
componente I en las lfneas nifH.

nifJ:-Lineas NifJ™ al igual que NifF  presentan bajos,pero de -
tectables niveles de amctividad reductora de acetileno in vivo y =
muy alta actividad in vitro.

El fracaso al adicionar componentes I y II para tratar de es -
timular la actividad,acompafiado con resultados de alta actividad -
sin la ndicidn de estos componentes sugiere que el producto nifJ,-
no es esencial para generar componentes I y II activoge.

A pesar de que el producto del gen nifJ no es necesario para -
la rﬂduccidn del acetileno in vitro,y no es raqueride para la for-
macidn de los componentes I y I1 activos,este estd presente en -
altos niveles en la célula,y es un elemento indispensable para la -

£ijacién de nitrégeno atmosferico in vivo.
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Virtualmente todas las lfneas NifJ carecen de cantidades -
significativas de una protei{na (17K),se piensa que la protefna -
(120k),producto del gen nifJ pueda actuar como regulador o esta-
bilizador de la protefna (17K).

Andlisis de complementacidn efectuados con el bacteridéfago ~
Mu indicaron que existen % operones policistrdnicos,y dos mono =

cistrénicossnifqQ nifB,nifA nifL,nifF,nifM nifV nifS,nifN nifgE, -

nifk nifD nifH,y nifJ.Ademds:

le=Que los productos de 3 genesstnifB,nifE,nifN.Estdn involu =

crados en la sfntesis del FeMoco.

2.~El1 producto del gen nifM (y tal vez el de nifS),partici -
pa en la formacidn del componente II activo.

3.~Las funciones reguladoras estdn tentativamente asignadas
atnifA,nifL,(nifk-nifD),nifH y nifJ.

4.-Los productos de nifJ y nifF son requeridos para la re -

duceidn del acetileno in vivg pero no in vitro.
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Klebsiella pneumonise,al parecer,ha evolucionado un elaborado -
sistema para regular la expresidn de los genes nif,

Eate sistema modulador de la fijacidn de nitrdgeno,involocra a -
la enzimz glutamino sintetasa.

La glutamino sitetasa realiza dos funciones:enz?ma y protefna -
reguladora.fn la figura 3A se moestra una de las 12 subunidades de -
la glutamino sintetasa y a lo largo de €sta,hipotéticos sitios de unidn-—
de varias mol€culas pequefias que funcionan como sustratos y cofactores.

Por la sofisticada forma como es reguiada a la glutamino sinteta-
sa se le ha llamado,"81 cerebro nitrogenado de la c&lula® .

Estudios realizados por Staldtman y Holgzer (27c) en K.aerogenes -
demostraron gue la habilidad de la glutamino sitetasa de formar gluta -
mina,poede decrecer rdpidamente mediante la unidn de gruvos adenililog=~
a gra~os hidroxilo de residuos de tirosina especificos de cada una de-
las 12 subunidades de la glutamino sintetasa.

Por el contrario,la habilidad de formar glatamina se incrementa -

répidamente al eliminarle estos grapos¢fig.3C).
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Ambas formas de la glutamino sintetasa (adenilada y deade -
nilada) tienen actividad de transferasa,que es la habilidad de =
transferir el grupo glatamino de la glutamina a la hidroxilami-—
na en presencia de ADP.

Las reacciones de adenilaciéﬁ y deadenilacién son cataliza =
das por la misma enzima:ATasa (ATP:glutamino sinta{asa adenil] =
transferasa).la reaccién que cataliza la ATasa estd regida por #
la protefna regulatoria (PII> y efectores metabdlicos comosalfa w
cetoglutarato ATP,glutamina y fosfato inorgdnico.

La forma inmodificada de P ;PHA,estimula la adenilacidn,mien+

IT
tras que una forma uridilada (pHB) se requiere para la deadenila =
cidn.la interconversidn de PRA a PHD es consumada por una tercera =

enzima:la Uridiltransferasa (UTasa)'

La UTasa ez activada por 2-cetoglutarate e inhibida por glu-
tamina,consecuentemente,una relacién alta de 2~cetoglutarato a -
glutamina caracteristica de células creciendo en un medio defi-
clente en amonio estimularf la deadenilaciédn de la glutamino sinte
tasa,y al contrario,una relacién bajas2-cetoglutarato a glatamina_

caracteristica de células creciendo en medios con un exceso de amo-

nio,estimalard la adenilacidn.
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Desde hace mucho tiempo se sabe que el NH,' (primer pro -

4
duocto de 1a fijacidn de nitrdgeno) reprime los genes que sinte—

tigan la nitrogenasa.Robson (60) determind que el oxfgeno y nllis

amonio son represores de la sintesis de los componentes I y II -

ADali2
SO4

de la nitrogenasa,al no observar incorporacién de ” y acti-

vidad de nitrogenasa.
Eeto aparentemente asegura que la nitrogenasa e;a producida -
dnicamente cuando no exista otra fuente de nitrdgeno utilizable.
Un models de trabajo propuesto para la regulacidn de los ge ~

nes nif por medio de NH +,ccn base en conceptos sctuales,se ilos-

4
tra en la fig.3B.En este modelo,tiene relevancia la existencig de =
un sistema enzimdtico conocido como"sistema enzimftico de ade -
nilacidn en cascada".Bl cual bdsicamente ya fué descrito.

Este modelo muesira que 10-20 seg despuds de la adicidn de -

nu,* al medio de cultivo cuya fuente de nitrdgeno era el atmos-

4
férico,se presenta una marcada perturbacién en los niveles de -
glutamina,glutamato y otros metabolitos relacionados.La sdbita =
elevacidn o diesminucidn de estos compuestos activan el sistema -

de adenilacidn en cascada,el cual cataliza la modificacién co-

valente de la glutamino sintetasa por la unidn o eliminacién-
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de la mitad de las 12 unidades de adenina unidas a residuos es -
pecificos de tirosina distribuidas sobre cada una de las 12 sub-
anidades protefcas idénticas.

Le glutamin® gintetasa con sus 12 residuos de adenina tiene-
enormementa reducida la actividad biosintética de glutamina sin-
tetasa en comparacidn con la enzima no adeniladayinclusive una va=-
riedad de pardmetros catal{ticos de la enzima son influencia;::::
por la modificacidn de los residuos de tirosina.

Siguiendo a este efecto bioquimico de cascada,la expresi&n ge;
né€tica de la nitrogenasa es de alguna maners bloqueada.

La idea mds simple fundamentada ampliamente en experimentos-
afectundos an los laboratorios de Magasanik sobre sisiemas enzimd-
ticos relacionados;es que la adenilacidn de los residoos de tiro -
sina,sugiere que se bloquea la unidn de la glutamina sintetasa al-
operador de los genes nif,una pequefia regién del ADN esencial pa=
ra la expresidn de los genes que codifican para la sfntesis de la =
nitrogenasa.(61).

A la inversa,la deadenilacidn de la glatamin, sintetasa,que~

se efectua cuando las oflulas fijadoras de nitrdgeno estdn cre -

ciendo en un medio de cultive que contiene nitrégeno combinadoy,
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Yy son colocadas en un ambiente donde deben obtener su nitrége -
no de la atmdsfera,permite la unidn efectiva de la glatamina -
sintetasa y la subsecuente activacidn de la transcripcidn de los~
genes nif.

Se postula la interaccidn entretglutamine sintetasa y ADN=-

ARN polimerasa al nif operador = promotor para producir el ARN -
mensa jero para la expresidn de los genes nif,

El me jor apoyo experimental para este modelo de control de la -
expresidn de los genes nif,proviene de estudios realizados con mu =
tantes en las cuales la expresidn de los mismos est{ permanente
mente conectada como consecuencia de ana mutacién estructural =
en la glataming sintetasa.(61).Estas mutantes prodancen continua -
mente nitrogenasa adn en presencia de iones amonio,en ellos se ha -
encontrado que tienen catalf{ticamente inactiva la glutamin, sinte-
tasa,pero 4sta puede ser detectada inyunol&gicamento.

De este modo,alteraciones genéticas de la glutaming sinteta-
ga pueden tener dramfticos efectos sobre la expresidn de los ge -
nes nif.%n este caso la continua expresidn de los mismos fué per -
manente.(61).

Que la glatamino sintetasa de alguna manera estd involucra -
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da en el control de la expresidn de los genes nif ems apoyada por—
otros hallazgos experimentalest

le~Ciertas 1fneas que requieren glutamino sintetasa para sa -
crecimiento,y que al mismo tiempo no pueden sintetizar nitrogenasa-
readquieren la habilidad de producir nitrogenasa despu€s de recibir-
por conjugacidn un pldsmido que ileva los genes para la sfntesis -
de la glutamino pintetasa.(61).

29~ La introduccién de pldsmidos que acarreen los genes nif,-
a ana bacteria no fijadora de nitrdgeno relacionada (E.aerogenes),-
la cual tiene alterada la produccidn de glutamino sintetasa y es-—
producida en cantidades elevadas.En este receptor,los genes nif-
transportados se expresan y son regulados en presencia de iones—

amonio.(61).
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5¢2:10= ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DNEIL HETEROCISTO

Las Cianobacterias contienen dos sistemas fotosintéticos se -
me jantesa las plantas verdes.

El fotosistema II produce un débil reductor y un fuerte oxidan-
te al romper la molécula de agua y generar ox{geno,el reductor 4§ —
bil sme combiné con un oxidante d€bil producido por el fotosistema-
I,por medic de una cadena de transporte de electrones que fosfori-
1a ADP,este proceso es conocido como fotofosforilacidn nocfclica -

Cuando el fotosistema II no funciona (por destruccidn coms en -
el heterocisto) o por estar bloqueaddb con el herbicida DCMU (3(3,4~
diclorofenil)=1,l-dimetilarea),el reductor fuerte y el oxidante dé-
bil producidos por el fotosistema I se combinan a través dé una ca-
dena de transporte de electrones (acortada) fosforilando ADP,a - '
este proceso se le danomina:fotofosforilacidn cfclica.

Loa compuesntos encargados de meparar la producciédn de oxidan-
‘tes y reductores en cada fotosistema son los centros de reaccidn(e-
xisten dos centros de fotorreaccidn:el correspondiente al fotosis-
tema I,que o8 el centro de reaccién que provee los electrones pa-

ra la reduccidn del bidxido de carbono,y el fotosistema II,que =



es @l ceniro de reaccidn que genera el poder oxidante necesario -
para la abstraccidn de electrones del agua.Bstdn compuestos de pa-

re jas de moléculas de clorofila en distintos estados de excitacidn-
las cuales pueden ser fotooxidadas,propiedad que reside en complejos~-
protefna - clorofila y aceptores primarios de electrones.

Estos grupos estdn asociados con antenas recolectoras de enere
gfa,las ocuales estin formados de comple jos protefna -~clorofila y —
su fancidn es absorber energfla y transferirla a los centros de rea-
- ccidn.

En Cianobacterias,los comple jos ficobilipigmentos—prote{na -
que constituven mds del 407 de las protefnas soluﬁles de la céla -
la fancionan como pigmentos recolectores de energfa exclusivamente-
para el fotosistema 1I,la secuencia que se propone es :(ficoeritri -

clorofila(a670) cen-

na ficocianingw——-—alloficocianina

tro de reaccidn.) (53).

La transferencia de Cianobacterias fijadoras de nitrdgeno a =
un medio ambiente libre de nitrdgeno combinado da por resultade la -
pérdida de 1la ficocianina en un 50-70% de todas las células.(53) -

(63)(64).

La sfntesis de ficocianina se reanada en las células vegeta -
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tivas cuando las cianobacterias se convierten en fi jadoras de nitrd-—-
geno.lLa reanadacidn de la sf{ntesis de ficocianina en heterocistos -
vie jos ha sido reportada por Thomas (65).Los heterocistos aislados=
carecen de la caracteristica banda de absorcidn de la ficocianina -
(m€ximo a 620 nm) cauando fueron analizados por microespectrofoto -
metrfa.(53)(66)(67).

La pérdida del espectro de absorcidn de la ficocianina se co =
rrelaciona con la degradacidn de la protefna,las.bandas de ficobi-
liprotefna estan ausentes en geles de poliacrilamida efectuados a =
extracton de protefnas totales de heterocisto (56)(68).La degrada-
cidn es efectuada por una proteasa cuyo sastrato especf{fico son

las ficobiliprotefnas.(69)(70).

La ausencia de ficobilipigmentos sugiere que el heterocistec -
carece de actividad de fotosistema II lo cual desde un punto de vis-
ta teleoldgico podrfa ser una ventaja,ya que el ox{geno generado -
por el fotosistema II inactivarfa a la nitrogenasa.

La presencia de clorofila (a6éB0) y carotenoides es indicador -
de que el fotosistema I estd activo en el heterocisto.Ooelheer mos-—

tré que en algas azal-verde la transferencia de energfa de carotenos-
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a clorofila acontece exclusivamente en el fofosistema T 53

Claram=nte,la carencia de ficobiliprotefnas no es suficiente-
para explicar la ausencia de actividad ie fotosistema II en el he -
terocisto.Existen mutantes de cianobacterias en las cuales la fico=-
bilinas estan ausentes y las células retienen la actividad de foto-
sistema II (62).Igualmente existen mutantes de plantas verdes Q18-
no tienen sus grupos andlogos recolectores de energia pero son fo -
tosintéticamente competentes.(62).Por lo tanto es claro que se -
vrequieren modificaciones en el fotosistema 1] para eliminar el «
desprendimiento de oxf{geno.

A esta respecto se conoce que la maqainaria que libera oxige-~
no esg dependiente de la bremencia de Mn++ unide,la relacidn de wntto
anido a clorofila en el heterocisto es solamente del 10% que el de-
las células vegetativas.(71).(72).

Hay discrepancias en cuanto a la valencia del manganeso pe-
ro por su alto potencial el par : ién mangdnico/manganoso (Mn++*/~
Mn*t),ES = 1.5 v (PH = 7.0),o0frece ana base atractiva para la -
teoria (73).

La relacidn de dtomos de manganeso a moléculas de clorofila=-

en organismos generadores de oxfgeno es de : 1:50-100.1L08 tilacoi-
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des de algas deficientes en manganeso,presentan numerosas malfor -
macionea.
La reorganizacidn de la unidad fotosintética en el hetero -

cisto es sefialada por mediciones del contenido celular de P el -

T00
tamafio de la unidad fotosintética (relacién clorofila (a)/P

700) ¥ =
por el nimero de estas unidades por célula.

En el fotosistema I los centros de rejccidn se caracterizan-
por tener una clorofila especial fotboxibable denominada P?OO'

ra r:lacién de P?OO a clorofila nos da el tamafio de la uni -
dad fofosintética:que es de 170-180 en células vegetativas y de 1 -
a 60=90 en el heterocisto.(74)(75).E1 ndmero de estas unidades -
por célula es de 506 mds alto en el heterocisto que en células ve=
getativas (74),por lo tanto el decremento en el contenido de cloro-
fila en el heterocisto (66)(67) debe atribuirse al tamafio y ndmero-
de anidades fotosintdticas.Queda por resolver si el incremento en -
unidades fotosintéticas estd acompafiado por sfntesis de nuevos-
componentes o por modificacién de las unidades viejas.(62).

La cadena de transporte de electrones fotosintdtica de las -

cianobacterias se conoce,al menos posee un componente (cit.b563) dis-

tinto a ambos sistemas de fotofosforilacidén (cfclico y no-cfclico)-

(76).
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La cadena no cfclica de transporte de electrones incluyesci-
tooromo b559,plastoquinona,citocromo 0554 (cit.f) ¥y plastocianina ;-
todos estdn presentes en el heterocisto,pero las cantidades en re -
lacién con las células vegetativas se desconocen (72).

La cadana ofclicé de transporte de electrones utilizasciteo -
cromo b563 (cit.b6) que transfiere los electrones a plastoquino -

na o plastocianina,el citocromo b tambidén estf{ presente en al .

563
heterocisto (72) (fig.4).

Por “1timo,los heterocistos pueden efectuar fotofosforilacidn-

i vitfo en rangos saficientes para proporcionar el ATP necesario -

Py

para la fijacién de nitrdgeno (12ATP/molécula de NZ)(TZ)(TT)(BI).

Estos resultados son consistentes con estudios efectuados en-—
células enteras que sugieren que el ATP para la fijacidn de nitrd -
geno puede ser proporcionado totalmente mediante la fotofosforila -
cidn cfeclica (78)(79)(80).La actividad de nitrogenasa en Anabaena -
cylindrica es mdxima solamente en presencia de luz.Bsto indica una-
clara dependencia del fotosistema I1.(82).

Otro punto a considerar es recspecto a la naturaleza del re -
ductante que es producido por el fotosistema I bajo condiciones -

no cfclicas.Bn las células vegetativas,uno de los aceptores pri-
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marios del fotosistema I es ana ferredoxina unida a membrana (83) —
detectable por un espectro caracteristico de RPE abajo de 30°K,-
otros transportadores de electrones involucran a una ferredoxina-
soluble y nucledtidos de piridinajestos dltimos proporcionan -
reductantes para la fijacidn del CO2 via ciclo de Calvin.Las dos-
ferredoxinas han sido purificadas de Nostoc sp,la mds grande po -
see un centro activo constituido por :2Fe-2S por molécula,con un -
potencial (E; ) de -406 mV (84).

Los heterocistos retienen la sefial caracteristica de RPR de -
la fe‘,ui.xina anida a membrana con otros valores de g de : 2.05 -
1.94,1.92 y 1.89 (85).Se cree que la ferredoxina es el dltimo aca-
rreador de electrones hacia la nitrogenasa,sin embargo en bacte -

rias el operon nif incluye un gen que se sapone codifica para un -

transportador de electrones para la nitrogenasa (45).
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5eRe26~ METABOLISMO DRL CARBONO

Las modificaciones del aparato fotosintético de los hetero=—
cistos estdn estrechamente ligadas a cambios drédsticos en el me -
tabolismo del carbono.

En las odlaulas vegetativas,los dos fotosistemas cooperan-—
para producir ATP y reductantes para la fijaci&q del carbono.

En el capftulo anterior hemos analizado que en el hetero -
cisto la actividad del fotosistema I estf centrada hacia la foto =
fosfo .. cidn cfclica y por lo tanto no es posible que sea capaz -
de proveér reductantes para la fijacidn de-Co2 .Por otra parte,si =
la fijacidn de CO2 continuara en el heterocisto,el proceso competi-—
rfa con la fijacidn de nitrdgeno por reductantes y ATP.

La incapacidad del heterocisto para incorporar coz,rué dg =
mostrada primero por autoradiograffa,después de exponer por un tiem—

14

po breve a filamentos intactos de algas azul-verde a = 'CO 'sin em-—

2
bargo la marca mostrd un rdpido movimiento de las c€lulas vegetati-
vas vecinas hacia el heterocisto como maltsosa y glutamato prin -

cipalmente,la naturaleza de egte transporte se continda estudiando-

(62)(86)(87) .
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Beta incapacidad del heterocisto para incorporar Co2 tiene -
sus causas directamente demostrabless

La actividad de ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa agtd ausen-
te del heterocisto (88).La ausencia de esta actividad que normal -
mente adiciona CO2 a la ribalosa 1,5 bifosfato para producir 2 -
moldculas de fosfoglicerato,estd correlacionada con la ausencia de =
cuerpos poliddricos (carboxisomas) en el heterocisto de cianobacte-—
rias (89) y con la ausencia total de antfgenos de carboxilasa en -
extractos de heterocistos de Anabaena (62).

lvdf;lo tanto,sin an ciclo de Calvin oberativo,el heteroccisto-
puede dedicar auficiente ATP producide mediante la fotofosforilacidn-
cfclica para fijar nitrdgeno y nara la afntesis de protefnas,que -
lo conduzcan hacia la diferenciacidn (56)68) .

La fuente de raductantes para la f1jacidn de nitrdgeno atn-
no estd perfectamente {dentificada.Existe evidencia que indica -
que la acividad de hexocinasa en extractos crudos es dos veces =
mdes alta en el heterocisto que en océlulas vegetativas y que la acti-
vidad de las enzimassglucosa 6-fosfato deshidrogenasa y de 6-fos -

fogluconato deshidrogenasa son al menos 6 a B veces mds alta.

(88)(90)(91) .
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En estas células,esta secuencia de reacciones enzimfticas-
partiendo de glucosa,producirdn dos moles de NADPH por cada mol -
de glucosa.los nucledtidos de piridina redacidos podrdn entrar -

a la cadena respiratoria y producir ATP o alternativamente podrdn-

ser empleados para reducir a la ferredoxina.(91).Fig. 5 .

S5eRe3e= METABOLISMO NITROGENADO.

Los heterocistos maduros difieren de: las células vegetati -
vas,con respecto al metabolismo nitrogenado en 3 importantes as-—
pectos:

l.~Contienen nitrogenasa.

2.-~Altos niveles de glutamino sintetasa.

3.~Bajos niveles de glutamina oxoglutarato amide transferasaw

Retos aspectos representan un nivel mas de diferenciacidn que—
en neany;io analizar por separado para pefcibir la funcionalidad -

que implican.
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S5e2ede LA NITROGENASA

Bste sistema enzimitico responsable de la reduccidn del =
nitrdgeno atmosférico a amonio,consiste deldos protefnasjla protef-
na mds grande (peso molecular 210,000~242,600) contiene Mo,fe y -~
Azafre Scido-1£bil,mientras que la protefna pequefia (peso molé -
calar 55,000-66,000) contiene Fe y azufre dcido 14dbil.Como ningu=-
na protefna exhibe actividad catalftica cuando son separadas,se =
describen como an complecjo enzimdtico cataliticamente competente.

Una exvlicacidn aliternativa al comportamiento de las dos -
protefnas es que la protefna mds pequefia funciona como una re =~
ductasa especifica para la protefna mds grande y de esta forma =
1la protefna mds grande reduce al nitrdgenojde aguf que a la pro-
tefna grande se le denomine con mas exactitud nitrogenasa (equi =
velente a MOFe—proteIna,compoﬁ;nte Iy molibdoferredoxina) y a la=
protefna pequefiatnitrogenasz reduct. 2 (equivalente a componente~
1T ,Fe—protefna y azoferredoxina) (94).

El componente I del sistema de la nitrogenasa tiene un co=
factor que contiene:Mo,Fe y s” en una relacidn 1:8:6,este ha sido-

purificado (95) (96).

los siguientes datos apoyan la teoria de gue el FeMoco =
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e o]l eitio activo de la nitrogenasa y probéblemente e] msitio~
de unién del nitrdgeno atmosfdrico para que sea subsecuentemante-
reducido.(95).

1.-Es capaz de catalizar la reduccidn del acetileno in vitro-—
en presencia de borohidruro de sodio aunque su actividad (34 nmoleg—
de etileno formado/min/nmol de Mo) tan solo representa el 8% en =
relacidn a la actividad de la nitrogenasa (in vivo}

2.~-Mutantes de K.pneamoniae,que prodacen un componente I -
inactivo puede ser activado in vitro mediante la adicidn del cofaw—~
ctor de fierro y molibdeno (Fenooo) purificado a partir de compo=
nente I activo.(95).

La reiccidn de nitrdgeno atmosférico a amonio,requiere de la-
adicidn de 6 electrones,como no se han establecido ejemplos en -
tre iones simples,Atomos o moléculas en las cuales se transfieran-
simaltaneamente 2 o mds equivalentes reductores,es razonable asu-
mir que esta reaccién debe consistir de varios pasos,cada uno-
probablemente involucra la transferencia de no mds de 2 equiva=
lentes .

E]1 mecanismo mds simple requerird de 3 sucesivas adiciones-

de 2 equivalentes reductores para producir primero:diimina -
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(HN=NH),luego hidraocina (H,N-NHZ) y finalmente amonio.

2
Bl amoniaco y la hidracina son compuestos estables,la dii-
mina por otro lado es un compuesto may inestable,aaunque se han-
reportado comple jos sdlidos en las dos formas isoméricas (cis—
trans) conteniendo diimina ya sea,en forma ionizada o neutra.(96).

Loe calores y energfas libres de formacidn en Kcal/mol (en -

el caso del amoniaco por 2 molee) que se muestran a continuaciédn -

(96).

Molécula Es tado nel gr®
N2H2 gas. 48.7 —
N2H4 liqg. 12.0 —
ale B.1 ‘ 30.5
JNHB gas. ~22.0 -Te9
age -38.6 -12.7

Muestran que la redaccidn de N2 a NH3 es termodindmicamente =~

favorable,sin embargo la formacidn de hidracina libre es desfa -
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vorable y la de la diimina es extremadamente desfavorable,por -
lo que el problema real de la fijaciSn de nitrégeno por los microor—
ganismon es poder salvar la adicidn altamente endotérmica de los -
dos primeros electrones,

Termodindmicamente el primer paso: esto es,H2 + 2H -—rNQHQ
puede efectuarse utilizando un agente reductor mds poderoso que =

el H, y/o mediante la estabilizacién de la diimina.(96).

5e2e5.~ MECANISMO DS REACCION D% LA NITROGENASA.-

Tso y Burris (97),demostraron que el complejo:MgATP se une -
espec{ficamente al componente II (nitrogenasa reductasa).Como resul=—
tado de epta unidn,el potencial del componente II baja y le con-
fiere la propiedad de reducir a la nitrogenasa (componente 1).

Bs diffcil medir el potencial del comple jo Fe-protefna-Mg-ATP-
pero se cree que es de aproximadamente -400 mV,el componente II -
reducido puade ahora reducir al sustrato.

Los reductantes fisioldgicamente funcionales incluyen prine-
cipalmente a la ferredoxina y en otros microorganismos ,la fla -

vodoxina.
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@xieten evidencias (94) que indican que el ATP es requeri -
do para la transferencia de electrones y no para la reducoidn de-

saustratos (la nitrogenasa puede reducir)s

H3o+ (1) »H,
N2 =NH3
NB‘ SNH,
N20 —Nz + HQO
RCHN >RCH3 + NHB
C2H2 =C2H4
Ciclopropeno »Ciclopropano.etc.(97).

Y que la nitrogenama redaotasa nse dimoola de la nitrogenana deg -
pués de cada electron que ge transfiere,fendmenoc que es acompalia=
do por 1la hidrdlisis de ATP (94).

Otro papel que desempefia el ATP,es el implicado con el es =
tablecimiento de interacciones heterotrdpicas(MgATP-MgADP) con el
comple jo de la nitrogenasa para el control de la reduccidn de =
sustrato,la estrecha unidn MgADP a la nitrogenasa en comparacidn-
con la del complejo MgATP,asegura una rdpida inhibicidn de la re =

ducoidn del sustrato por una pequefia disminacidn de la relacidn=—
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MgATP : MgADP,la débil unién del complejo MgATP a la nitrogenasa -
presumiblemente facilita el selectivo control del cogtoso sigtema-
(en términos de exigencia de ATP) de la nitrogenasa,a la vez que -
permite que otras enzimas dependientes de ATP continuen fancionando.
(107).

El esjuema para el mecanismo de catdlisis de la nitrogena -
sa ep el niguientet

1.-Redacoidn de la Fe-protefna por un donador de electrones.

Fe-protefnaox 4+ € mmm——pFe~protefna.

5.~ Tnsamble de un complejo que contiene ambas protefnas ( Fe=

proteina y MoFe-protefna) y MgATP.

MoFe-protefna + Fe-proteina + MgATP <« hFenproteIna.-

.2Mg&TP.MoFa-pr5te£na.

3.~ La transferencia del electron de la FPe-protefna a la -

MoFe-protefna acoplada a la hidrdlisis de ATP.
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Fe—protefnnMgATP.MoFe-protefna——-—»Fe—protefnaox (MgADP) JMoFe—
SR
Pi

protefna rod.

4e~Transferencia de electrones hacia las sustancias reducibles.

3 gt
Fe—protefnaox.(MgATP).MoFe—proteInared. N2 ——p
o o
(MgADP + Pi) gt
o
02H2
Fe-protefna (MgATP) MoFe—-protefna + NHy
o o
(MgADP + Pi) H,
o
02H4

(Ref.107).
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5e2460~ ASIMILACION DE NITROGENO ATMOSFERICO.

13

Al adicionar N a filamentos intactos de A.cz]indrica pPOT an -
periodo de 120 seg y analizar el extracto del cultivo por electro -
fordsis de alto voltaje en capa delgada,el flujo de la marca fueg -

de N, a amonio, de amonio al grupo amido de la glutamina,luego al -

2

grapo alfa ;mino del glutamato y posteriormente a ptros aminodcidos.-
(98).Cuando se adiciond un inhibidor de la glutamino sintetasa (metio=-
nina aulfoximina),unicamente se marcd el NHZ vy 21 adicionar azaseri -
na (inhibidor de la glutamina=oxoglatarato amido transferasa),la mare
ca se acumuld en la glatamina.(98).

Estoa resultados son consistentes con la asimilacién del amo -
nio via:glutamino sintetasa/glutamina~oxoglutarato amido transferasa.

La glutamino sintetasa tiene un doble papel en bacterias fijg -
doras de nitrdgeno,uno de ellos,la incorporacidn de NH: a glutamato,-
este proceso estd regulado por la deadenilacidn de la glutamino sinteta-
sa,reaccidn que la transforma en un regulador positive del operon de-
los genes nif. .

Beta engima ha sido estudiada en extractos crudos de Anabaena -
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ae{ como purificada de los mismos (82)(101)(102).Sin embargo no -
existen evidencias de que la enzima sea adenilada en clianobacterias.
(103).

Los dltimos estudios (101)(108) sugieren que in vivo,los nive -
les intracelunlares de cationes divalentes (Mg*+,Co+T),la intensidad -
de luz e inhibidores por retroalimentacién (AMP,CTP,carbamil fosfato-
triptofano),tienen un papel dominante en la regulacidn de la activi -
' dad de la slutamino sintetasa y en consecuencia en la asimilacién -

de amonio y la fijacidn de nitrdgeno.



CAPITULO 6

PARTE EXPERIMENTAL

l.-Se sometieron cianobacterias a cantidades crecientes de antibidtico.
2,-Bvaluacidn cualitativa de la actividad de nitrogenasa de cianobacte-

rias no tratadas con antibiftico y tratadas con antibidtico.
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MATERTALES Y METODOS

Gule ] CTANOBACTERTAS

Para efectuar este trabajo,se ntilizaron las Cianobacterias Ana -~
basna e¢p y Nostoc sp.Donadas por el Dr. Greff del Limnology Department-

JUniversity of Wisconsin.Madison,Wis.USA.

6e20 MATERIAL DF VIDRIO

Todo el material de vidrio emplesado para los experimentos fue-

lavado con datergente y enjuagado con agua deasionizadae

B

630 APARATOS

3¢ utilizaront Campana de flujo laminar "Hitachi®
Espectrofotdmetro "Carl Zeiss PM Q iI"
Cromatdgrafo de gases "Varian aerograph series 2700n
Graficador “Varian pA-25"
Columna:DEGS (Dietilenglicolsuccinato)20% sobre Chro
mosordb W,AW,DCMS.80/100 3.5 m x 1/8 in (acero inoxida=-

ble.)
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Microacopio de luz "Olympuc"
Detectortlonizacidn de flama.

Autoclavee

Homogeinizador "Potter"

Equipo para filtracidn "MILLIPORE™ (Utilizando—
membranas de 0.%/()

Centrifuga clinica.
6elom REACTIVOS

Los reactivos empleados fueron de grado analitico y se obtu-
vieron de las casas comercialessMerck y J.T.Baker.lLa Actinomicina-D-
fue adquirida de Sigma Chemical Co.St.Louis,Mo.UéA.,Acetileno,Eti-
leno y Nitrdgeno de AGA de México,5A de CV.E1l Helio de Newtown -
Industries Inc.Island City,N.Y. y el Hidrégeno para el detector -

fue generado por medio de un hidrogenador "Varian",

6.5 ESTERILIZACION DEL MATERIAL

£1 material,y el medio de cultivo empleado para sfectuar el -
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crecimiento de las cianobacterias fue esterilizado en autoclave -
durante 15 min a 121°.La Acinomiciha =D se esterilizé mediante —
filtracidn en un equipo "MILLIPORE" empleandosMalla de Nylon,

prefiltro y membrana de 0.2 .

6460 MZDIO DE CULTIVO
CONCENTRACION FINAL.
NaNo, 5.58 x 1075 M
K PO, 1.55 x 1074 x
M50 , - TH,0 3,04 x 10”4
Cacl,.2H,0 1.83 x 1074 ¥
Na$10,.9H,0 2.22 x 1074 ¥
Naco, . 1.88 x 1071 ¥
Calentar hasta disolucidn la mexcla:
Citrato férrico 9.80 x 10"6 M
Ac.oftrico 1.82 x 1072 ¥
EDTA.sal disddica 6.00 x 1071 N

y adicionar C.1l ml a un litro de medioe.
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Mezclar hasta disolucidn:

MnS0,,.H,0 1.00 x 1077 ¥
ZnSOl.THOO 4.00 x 10.-6 M
CuSO4.5H20 1.00 x 1o~6 M

y adicionar 0.1 ml a an litro de medio.

Mezclar hasta disolucidn:

X6l 9.90 x 10"5 M
HXBOB 5.00 x 1072 ¥
Na,MoO4.2H20 4.00 x 10-? M

y adicionar 0.1 ml a an litro de medio.

CoCl, 1.76 x 107" M

ph ¢ intervalo (9.00-9.50)
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6eTe= CONDICIONES D3 CRECIMIXNTO

Iluminacidn ¢ continua (sin fotoperiodo)

Temperatara : ambiente (10° - 28°)

Para la determinacidn de la actividad de nitrogenasa se suprimid -
del medio de cultivo el NaNO3 .

6.8.~ EVALUACION DEL CRECIMIENTO

Determinacidn de clorofila (a):
La ecuacidn que se empled para cuantificar clorofila (a) en -

extractos acetdnicos de los cultivos.(mezcla acetonatagua 80:20)~

fué:
11.63(Rgg5)-2+39(Ag q)=p1 & de clorofila (a)/ m1 (104) .
Procedimiento:

10 ml de la suspensidn del cultivo se someten a -
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cantrifugacidn en un taubo cdnico de vidrio de 15 ml,se elimina el -
gsobrenadants y al sedimento se le adiciona 10 ml de la mezcla -
acetona : agua,se homogeiniza durante 90 seg,se sometle a centrifu-
gacidn y se lee la absorcidn a 665 y a 649 nm en una celda de -

1 cm de paso de lauz .(104).
Ndmero de célalas (cdmara de Neabauer)

Procedimientos a).—se hace una dilucién 1:200 con pipeta de -
Thomae
b).-Se llena la cdmara y se cuentan las célu -
las existentes en % ocuadros pequeilos.

C4lculon:

Datont a).-Saperficie de 80 cuadros pequefioss

(80)(040025 mn2)=0.2 mm°

b)e~Volumen de 80 cuadros pequefioss
(80)(0.0025 mn?)(0.1mm)= 0.02 mm>

¢)«=Dilucidn (1:200)

d)e~ R = Ndmero de células contadas en 5 cua -

dros pequefiose

Bouacidns (R)(200)(6%52)-3(200)(50)-10,000 (R)= Nim.cel/ml.
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6090 CURVAS D% CRECIMIENTO

(Cianobacterias no tratadas con antibidtico)

Se cnltivaron Anabaena sp y Nostoc sp en matraces de 500 ml =
(matraz de fondo plano) con un volumen de 250 ml de medio y 10 -
ml de indculo,se procedid a determinar su densidad celular y la =

concentracidn de clorofila (a) con respecto al tiempo.(dias).

6.10.~ CURVAS D& CRECIMIENTO

(Cianobacterias previamente tratadas con antibiético)

9¢ cultivaron en las minmas condiciones que las no tratadas -
Pero,las caracteristicas del indculo fueront
Para Anabaena sp 310 dias en un medio con una concentracidn fi -

nal de Adinomicina~D = O.A/Mg/ml adicionada en fase exponencial¢-

clorofila = 10.52/Mg/m1.
Para Nostoc sp & 10 dias en an medio de cultivo con una concentra -
0idn final de Actinomicina =D -O.AS}’g/ml adicionada en fase expo-

nencialjclorofila = 5.45/Hg/m1 .
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6ell.e~ TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICO

Para Nostoc sp

Volumen matraztl? ml (Erlenmeyer)

Volumen de m2dio:50 ml (medio con NaNO3)

Pasos. Clorofila ConceAnti- dias de Observaciones.
al adicionar bidtico. creéimiento
antibidtico con el anti
U g/ml Meg/ml bidtico. ~
le= Indculo procedente de-

un cultivo en fage-
egtacionariascloro-

fila-4.52ﬂg/ml

o e 4.38 0.41 4 1 Clorofila al pasar -
a medio frescos

4.23 pg/ml

Jem 3.36 4ol 4 Clorofila al pasar
- a medio fresco:

1.6 fg/ml

i - 4.75 4.1 1k Sgtos cultivos =
perdieron sus pigmen—
tos al 72dia de perma-
nencia en medio-
fresco,recuperando=-
los hastagl 168,
gse les determind-
actividad de nitro-
genasa.
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6412 TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICO

Para Anabaena sp

Volumen matraz:125 ml(Erlenmeyer)

Volamen del medio:50 ml (medio con NaNO3)

Pasos. Clorofila Conc.Antibid- Dias de Observacionesg-
21 adicionar tico. crecimiento
. tibidtico con el anti-
- pa/ml /Jg/ml bidtico
1o~ Indculo procedente—
de un cultivo en-
fase estacionarias
clorofila=10.74/%g/m1
24 6.64 0.38 4 clorofila al mo -
mento de.pasar a -
medio frescot
3.63 Mg/ml
Yo 2.88 245 5 Bstos caultivos -

perdieron sus -
pigemntos al T2

dia de permanencia-
en medio fresco,recu-
perdandolos el-

168 dia.Se: les =
determind acti-~
vidad de nitro-
genasa.
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6el3e~ DETERMINACION D&% LA ACTIVIDAD DE NITROGENASA
Procedimicntos (ref.105)

Preparacidn de la muestrat
Con una jeringa de 50 ml,se colocaron 20 ml de la suspensién -
de cianobacterias en frascoa viales de 50 ml provistos de tapén -
de hule y sello de aluminio,conectandose (2 frascos) en aun sistema-

de aereacidn que a continuscidn so describeg

Longitud: A8 cm
Didmetrot 3 om (interno)
Al extremo una llave de paso que conecta a la bomba de vacio,y a -
1o largo 5 conexiones de vidrio con una longi tud de 6.0 ¢cm y un =
didmetro de O.7 om distribuidas cada 9 cm que comanican al siste-
ma consHelio,Acetileno,mandémetro de Mercurio y los 2 frascos via -
las conteniendo las cianobacterias.

Una vez instalado el sistema anteriormente descrito se some-—
tfa a vacio (100 torr) por 60 seg,la presidn atmosférica se resta-
blecfa con helio (esta operacidn se repetfa 3 veces),pero en la 61;

tima se ajuataba a la presidn atmosférica con una presidn parcial=-
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de 200 torr ds acetileno y el reato (286 torr con helio),
Condiciones de operacidn

Temperatura de la columna : 40°

Oas acarreadors Nitrégeno (flujo:30 ml/min)

Detectorslonizacidn de flama (Hidrdgeno 30 ml/min ; aire 300 ml/min)
BElectrdmetros 10-9A/mv ' 107#0 A/mV.

Velocidad del papel:0,25 in/min

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente (25-270),bajo ila=-
minacidn,ne inyectaron muestras de 5 A1 con una jeringa de 10/1 -
a diferentes tiempose.

Bl blanco;in&eccién de aire,el control:sistema con cianobacterias-

pero sin acetileno.
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Cdlcalos:

1 método mis fdcil es la normalizacién de Areas,no re =
quiere calibracién y se usa para una determinacidn rdpida de la =

composicién aproximada.(106).
Etapas del cdlculos

l.~Sumar las dreas.

?.~-Bxpresar cada drea de pico como un porcenta—
je del total.

j.~Egtablecer que el % de drea es el mismo que=-

el % de composicidn.

Para este casos

(Area del etileno/drea del acetileno) x 100 = % de -

conversidne.
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Tel o= Curva de crecimiento

Anabaena 8p (no tratada con antibidtico)

Diae— Clorofila (M g/ml ) Células/ml x 108
Qv 0.0097

o 0.57 0,38
4om 0.57 0.56
He= 1.26 1.36
6o 2.02 1.88
Tom 2449 2,09
10 431 2.66
13~ 4434 2,80
140 4.86 3,07
17 - 542 3022

Ordfica “&mc 1 o=
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Te2e=~ Curva de crecimiento
L 4

Nostoc sp ( no tratada con antibidtico).

Dia,- Clorofila g;4g/m1 ) Células/ml x 106
0o | 0.0067

Jom 0.42 1.22
4o 0.89 1.71
Sem 1.14 2.53
Gom 2.95 3.75
Tom 2412 2.07
10.- 4237 3.45
13e= - 3.27 3,11
14~ 4435 3.58
174= 4.69 3497

Ordfica Ndme2 .~
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Tede— Curva de crecimiento

Anabaena sp (tratada con antibidtico)

Diacw Clorofila g /ml
0 \ 0,001
4 0.23
5 < 0437
6 0.86
7 0.91
11 1.20
14 1435
18 1.52
21 1.88
25 230
26 233

Ordfioa Ndm.3
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Ted o= Carva de crecimiento

Nostoc sp (tratada con antibidtico)

Dia Clorofila  g/ml
0 0.0017 '
4 0.66

5 0.98

6 1.09

1 1l.23

11 1.54

14 1.89

18 2,10

21 2425

25 3.23

26 3.27

Oréfica Ndm. 4
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N= Normal (no tratada con antibidtico)

Tw Tratada ( tratada con antibidtico)

Teb o DOTERMINACION D% NITROGHNASA.
Clorofila  tiempo de drea etileno drea actividad de ~
‘ incubacidn (mm?) acetileno nitrogenasa -
( eg/m1 ) (min) (mm©) (7 de conver -
rango. rango. rango . sidn prome -
diO)'
Anabaens N.0.97 18<25 0.5 172-187 0.0027
Anabasna T.1.30 2228 0.125 94-103 0.00063
Nostoc N. 1.90 10-22 1-1.5 179-218 0.0062
Noatoc T 1.63 10-20 0.TH 141-144 0.0026
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CONCILUSIONES

De los resultados preliminares reportados en egte trabajo pueden -
derivar las siguientes conclusiones:
le=La adicidn de actinomicina=D a lor cultivoa de gnabaena op y Nostoos
8p a las concentraciones usadas en estos experimentos,afectan su pa -
trén de crecimiento,haciendo mds lento su desarrollo.
2e= Las adiciones mecuenciales de antibidtico no bloquean la activi ~
dad de nitrogenasa,ya que las cianobacteri;s son capacaes de crecer -
en medio sin nitrégeno combinado (NuNOB),ndnméa sa puede detactar -
produceidn de etileno en el sistema despufs del tratamiento con -
el antibidtico.
3.~ Las cianobacterias recuperadas despuds del tratamiento con anti -
bidtico y de la etapa de pdrdida de clorofila,parscen ser resistent
tes a actinomicina-D,puesto que pueden crecer en presencia de:2.5ﬂ7m]
de medio de cultivo (Ananaena sp) y 4.1)lg/ml de medio de cultivo (Noe
toc sp),sin embargo es necesario realizar otros experimentos para
confirmar 8i efectivamente son resistentes a actinomicina~D,funda -

mentalmente,estudiar el efecto del antibidtico sobre indculos toma-

dor en diferentes etapas del crecimiento.



-3

BIBLIOGRAFTIA.

l.=Ledoox,L.,Huart,R.1969.Fate of exogenous bacterial deoxyribo -
nucleic acide in barley seedling.J.Mol.Biol.43:243~262 .

2e=Bandich,A.J.,Filner,P.1971. Uptake of exogenous DNA by pea =
geedlings and tobacco cells. Mutat.Res. 13:199-214 .

3e

Kado,C.1.,Lurquin,P,F, 1975.Studies on pgrobacterium tumefaciens.

1V.Nonreplication of the bacterial DNA in mung bean (Phaseclus=
gggggijwﬂiochen.niophys.Ree.Coumnn.54sl75-183 o

4e= Kloinhofa,AsyBehki,Re197T.Prospects for §1ant genome modifica-
tior by nonconventional methods.Ann.Rev.0enet 1179101,

54 Thos ¢ K.,Davey,N.R. From single cells to plants.pdg.7¢-79 -~
Wykeham Publications.l197% .London y Winchester.

Gew Carlson,P.5. 1973.The use of protoplast for genetic research =
Proc.Natl.pAcad.Sci.USA T0:598=602.

Tow Kung,SeDe0ray JCo,Wildman,8.0. Carlson,P.S. 1975ePolypepti =
de composition of fraction I protein from parasexual hybrid =
plants in the genas Nicotiana. Science.l87:353=355.

Bem Chan,P.H.,Nildman,S.0s 1972 » Chloroplast DNA codes for the -
primary structare of the large subunit of fraction I proteine.-

Biochim.Biophys.Acta 2771677=680.



=g

9 o Kawashima ,N.,Nildman,3.0. 1972.Stadies on fraction I protein.l1lV -
mode of inheritance of primary structure in relation to whe -
ther chloroplast or nuclear DNA contains the code for a chloro -
plast protein.Biochim.Biophys.Acta. 262342-49 «

104~ Bonnett,ﬂ..Eriksson.T.1974.Transfer of algal chloroplast into -
protoplasts of higher plantse. Planta«120871~79

11e~Bonnett,H.Te 1976.0n the mechanism of the uptake of Vaacheria = =
Chloroplasts by carrot protoplasts with polygthylene glycole -
Planta 131¢229=33 .

12.~ Davey,M.R.,Cocking,E.C. 1972 . Uptake of bacteria by isolated -
h! plant protoplasts o Natare 2391455=456 «

136 Holla&nder,‘.denetic engineering for nitrogen fixation.pdg. =
213-229.Plenam Press.1977. New York and London e

14 ¢ Giles,K.L.,Hhitenheand,H.1976.Uptaka and continaed metabolic acti-
vity of asotobacter within fungal protoplasts. Natare 193 :1125~
1126 .

15+~ Street,H.E. Plant tissue and cell cultare .pég.103=135.Blackwell -
§ciantific publicationa.1977.0Iﬂord,London,Adinbnrgh,Melbourne.

164 Cocking,E.C. 1972.Plant cell protoplast - isolation and deve =

lopment.Ann.Reve.Plant Phyeiol. 23¢29=50 .



170"

18 pm

190‘”

200“

21 @ o

23 oo

-0

Carlﬁon,P.S..Snith,H.H.,Dearing,R.D, 1972.Parasexual inters -
pecific plant hybridization.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 69:2292+94 -,
Kao,K.N,,Hichaylak,M.R.1974.A method for high-frequency inter -
generic fusion of plant protoplasts.Planta 115:355-67 .
Ahkong,Q«F.,Howoll,J.I..Lucy,J.A.,Safwat.F.,Davay,N.R.,Cocking -
E«C.1975.Fusion of hen erythrocytes with yeast protoplasts in -
duced by polyethylene glycol.Natare 255366=67 .

Jones  C.W. Hastrangelo,Tohe SmithHoH, yLin HeZe yMeckyReAe 1976 =
Interkingdom fusion between human (HelLa) cells and tobacco hy ==
brid (0GLL) protoplasts.Science 193: 401-3 .,

Sch. [1:ryPeyCami,B.,Hotchkiss,ReDe1976.Pusion of bacterial pro -
toplasts.Froc.Natl.AcadoSci USAT3:2151=55

Smith,H.H« Ka0oyKeN.yCombatti,N.C.1976.Interspecific hybridization-
by protoplasts fusion in Nicotiana.Confirmation and extension. -
JoHered.6735123=128 .

Melchers,l.,Labid,0.1974.Somatic hybridization of plants by fa =
sion of protoplasts.I.Selection of light resistant hybrid of =

"haploid® light sensitive varieties of tobacco.Mol.Gen.Genet, =

135227794



- 9’] -

24 .~ Power,J.B. Frearson,E.M.,Hayward,C.,George,D.,Evans PeKe, =
Berry,S.F.,Cocking,E.C.1976.Somatic-hybridisation of Petunia -
hybrida and P.parodii.Nature 2633500=2

25 e KQNEZ ¢S eDe s OTay yJ oCeyWildman,S.G.,Carlson,PeS. 1975.Polypepti =
de éomposition of fraction I protein from parasexanal hybrid
plants in the genus Nicotiana . Science 187:353~55 .

26 o~ Sacristdn,M.D.,Melchers,(.1969.The caryological analysis of =
plants regenerated from tamorous and other callus cultares of -
tobacco.¥ol.0ens0enete 105:317—33.

27e= Melchers,J.,Labid,0.1974.Somatic hybrization of plants by fu -
siv. o protaplasts;I.Selection of light resistant hybrid of #-
“hawlo;d" light sensitive varieties of tobacco.Hol.d0en(enet.~
1351277-94 »

278e~ Leber,B.,Hemleben,V.1979.Uptake of homologous DNA into naclei of -

geadlings and by isolated nuclei of a higher plant.Z.pflanzenphy-
sicl.Bd.305-316,

27be= Jain,5.C.,S0bell,H.1972.5tereochemistry of actinomycin binding to-

DNA.J .Mol.Biol. 6811-20,
270e= Foor,F.,Magasanik,B.1975.Regulation of synthesis of glutamine synthe-

tase by adenylylated glutamine synthetase.PﬂAS.7234844-4848.



-98

28+~ Davison,B.E., 1971. The alignments of cyanogen bromide frag =

ments from the flagellin of Salmonella adelajide.Eur.J.Biochem,-

18:524-29.

29,~ Constabal,F.,Dudite,D.,Camborg,0oLe ,Kao,K.Ne 1975, Nuclear -
fusioen in intergeneric heterokaryons.A note, CansJ«Bot.53¢2093 =
95

30e= Power,J.B,,Frearson,E.M.,Hayward,C.,Cocking,EeC+1975.30me con =
pequences of the fasion and selective caltare of‘petunig and -
parthenocissos protoplasts,.Plant.Sci.lett.5:197-207 »

3lo= K80 KeNo19T77eChromosomal behavior in somatic hybrids in soy -
bean-N.glsaca.Hol.0en,Oenet,1502231~35 &

12~ Wetter,L.R.,1977.1s0enzyme patterns in soybean~Nicotiana soma -
tic hybrids.¥ol.Uen.Cenet,1508231=35.

33ee Kumar,HeD.1964b.Streptompcin=and penicillineinduced inhibition -
of growth and pigment production in bluew-green algae and pro =
doction of strains of Anacystis nidulans resistant to these -
antibiotics.Joarnal of Bxperimental Botany 153 232~250 .

34« XKumar,H.D. 1962.Apparent genetic recombination in a bluevgreen-

alga.Nature 196:1121-1122 .



_99 -

35~ Kumar,H.De 1964a. Effects of radiations on blue-green algae.II -
Effects on growth. Annals of Botany 28:555-564 .

36.~ Ladha,J.K.,Kumar,H.D. 1978 . Genetics of blue-Oreen algae-
533355-386.

3T7ew Gu; ., .Se,Kumar,H.D. 1970 .Action of matagenic chemicals on -

Anacystis nidulans.V.Diethyl sulphate.Archiv fiir Mikrobiologie -

T703313-~329.

384~ Luria,S.E.,Delbrack,H. 1943.Mutations of bacteria from virus -
sensitivity to virus resistancs .Oenetics. 28:491=511 .

39e= Van Baalen,C.196%a.Quantitative surface plating of coccoid blue-
green algae.Journal of Phycology 1,19-22 .

40 o=~ Da?iea Julian.,Smith,D.1.1978.~-Plasmid~determined resistance -

~ to antimicrobial agents. Ann.Rev.Microbiol.32:469-518.

4l .~ Melinshi ,D.Re,1973.Plasmid determined resistance to antibiow
ticsiMolecular properties of R factors.Ann.Rev.Miorobiol .«
2T1437-469.

42.~ Van Den Hondel,C.A.M.J.J.,Keegstra,W.,Borriae,W.BE,.,Van Arkel-
G.A. 1979.Homology of plasmids in straine of unicellular cya

nobacteria,Plasmid 2,323-333 ,



- 100 w

436~ Goldberg,] sHe Friedman,P.A.1971.Antiblotics and nacleic acids.
Arnn.Rev.Riochem.40:775-809.

44 o= Sch.bert,KeRs,Evans,HoJ. 1976.Hydrogen evolutiontimajor factor-
affecting the efficiency of nitrogen fixation in nodulated -
symbionts.Proc.Nat.Acad.SciUSA.T311207-1211.

45.= Brill,W.Je 1975.Regulation and genetics of bacterial nitrogen -
fixation.Ann.Rev.¥iorobiol «29:109~129.

46 4~ Wilcox ,M.,Mitchison,G.J.,Smith,R.J.1973.Patiern formation in =
the blue-green alga Anabaenm 11.Controlled proheterocyst re -
gression.J.Cell Sci.13:637=49.

47~ Lambein,F.,Wolk,C.P.1973.5tructaral stadies on the glycolipids =

from the envelope of the heterocyst of Anabaens cylindrica -

Biochemistry:=12¢791-98.

48 o Bryce,T.Ao,welti,D.,Walaby.A.E.,Nicholl,B.w.1972.lonohcxoaida-
derivatives of long chain polyhydroxy alcoholsja novel class -
of glycolipid specific to heterocystoas algae.Phytochemistry-
112295302,

49 .~ Walsty,h.E.,Nichols,B.W. 1969.Lipid composition of heterocyats,

Hature 221s 673«~T4.



50~

510—

52w

93em

54 o

L G

Winkenbach,F. Wolk,CeP.,Jost,H.1972.Lipids of membranes and -
of the cell envelope in heterocysts of a blue-green algm.-
plan :a fO?t 69=-80 4

Fay,Pe1973.The Heterccyst.In the biology of blue-~green algae-
ed.N.G.Carr,B.A.Nhitton,pp 238-59.0xfordsBlackwell .
Simon,R.D.1971.Cyanophycin granales from the blue-green alga-

Anabaena coylindricasa reserve material consisting of copoly -

mayas of aspartic acid and arginine.Proce.Natl.Acad.Sci.USA=-
681265-67.

Thomas,J.19T0.Absense of pigments of photoaystem IY of photo -
gynthesis in heterocysts of a blue-green alga.Natare 258:715~
16 .

Kulasooriya,S.A.7 Lang,N.J.,Fay,P.1972.The hetrocysts of blue -

green algae lIl.Differentiation and nitrogenase activity.Proo.

ReB00.London Ser.B.181!199—209.

Ss-uFay,P.Stewart,w~D.Po,W&ISby,A.E.,Pogg,G»E.1968‘Is the hﬁteroaystﬁ

the site of nitrogen fixation in blus~green algae? Natare 2203 -

810~12.

56~ Pleming,H.Haselkorm ,R. 1973, Differentiation in Nostoc musco -

rams¥itrogenase Is synthesiged in heteroscysts.Proc.Nate.Acad.~

Sci.USAe. 70' 2727“2731&



102

5T e= lacNeil,T.,laoNeil,D.,Roberts,G.,Supiano,n.A.,Brill@H.J. 1978~
Fine—structare mapping and complementation analysis of nif -

(nitrogen fixation) genes in Klebsiella pneamoniae.J.of Bacte -

riology.1363253=266.
58 o= Roberta,G.P.,lacNoil,T.KacNeil,D.,Brill,H.J. 1978.“agu1atioa—
and characterigzation of protein products coded by the nif =

(Ritrogen fixation) genes of Klebsiella pneamoniae.J.Bacteriolo-

gy. 1361267=279.
59.- EIdy,R.R. ,B.E.Smlth,K.A.Cook,and JoRoPOﬂi&BtO019720Nitm80n380 -

of Klebsiella pneamoniae purification and properties of the com -

ponent proteins .Biochem.J+128: 655=6T5.

604~ Robson,R.Ley 1979, OQ-Repraasion of nitrogenase synthesis in -
Aechroococcum o FENS Kicrobiology Letters 5: 259=262.

61.~ Pye,B.K.,Weetall ,H.H. Enzyme Engineering.pdg.193-205.Plenum ~

Press.1978.New York and London.



- L0 o

62 ¢e Haselkorn,R.1978.Heterocysts.Ann.Rev.Plant Physiole29¢319=44 -
63, Bradley,S.,Carr,N.G.1976.Heterocyst and nitrogenase develop =

ment in jgnabaena oylindrica Jeden.Microbiol.96:175-84 .

64 e~ Neilson,a..Rippka,R..Kunisawa,R.1971.Heterocist formation =
and nitrogenase synthesis in Anabaena sp.:a kinetic study =
Arch.Mikrobiol.761139-50.

65+= Thomas,J.1972.Relationship between age of culture and ocurren -
ca of the pigments of photosystem II of photosynthesis in hete-—
rocysts of blue-green alga.J.Bacteriol.110392-95 .

66e= Pay,P.1969.Cell differentiation and pigment composition in =

Anabaena cylindrica JArch.Mikrobiol.673562=T0.

67 om Holk,C.P.,Sinon.R.D.1969.Pigmenta and lipids of heterocysts. =
Pilanta 86:192=9T.

684~ Fleming,H.,Haselkorn,R.1974.The program of protein synthesis -
daring heterocist differentiation in nitrogen-fixing blue -
green algae. Cell 31159~70 .

 69.~ Foalds,I.J.,Carr,N.0.1977.A proteclytic enzyme degrading phy -

cocyanin in cyanobacteriam Anabasna cllindrica.FElS Hicrobiole~ !

Lett.21117=21 .



T0 0w

Tlew

T2e~

T3em

T4dem

15

T6 o

- 108 o

Wood ,N.B.,Haselkorn,R.1977.Protein degradation during hetero -
cyast differentiation in the iblue~green alga Anabaena 7120 -
Fed.Proc.36:886 .

Tel-Or,E.,Stewart,W.D.P,1975.Manganese and photosynthetic oxy-
gen evolution by algae.Nature 258:715-16 .
Tel-Or,E.,Stewart,N.D.P.1977 .Photosynthetic components and
activities of nitrogen-fixing isolated heterocysts of Anabaena=-
oylindrica.Proc.R.Soc.London Ser.B., 198:61-86 .

Gregory,R.P.,Fs Biochemistry of photosynthesis .pdge.132-144 -
segunda edicidn.John Wiley and Sons LTD .Londres 1977 &
Alberte,R.Se,Tel=0r,£.1977.Characteristic of the photosynthe -
tic apparatas of heterocyst and vegetative cells of Nostoc -
and Anabaena .Plant Physiol.593129 .
Donzn,mf,Havaman,J.,Schiereck,P.1972.Abaenca of photosystem =
11 1n'heterocysts of the blue~green alga Anabaena.Biochim.Biophys~
Acta ,2561157=61 .

Lae,S.S.,Young,A.N.,Krogmann,n.w.1969.31to specific inactiva =

tion of the photophosphorylation reactions of Anabaena varia -

bilis.BiochimBiophys.Acta 180:130-36 .



= LOSES

TTe= Lel-0r,E.,Stewart,W.D.P.1976.Photosynthetic electron trans =
port,ATP synthesis and nitrogenase activity in isolated he =~

terocysts of Anabaena cylindrica. Biochim.Biophys.Acta. -

4231189-9%5 .

78~ CoxyReMe,Fay,Pe1969.3pecial aspects of nitrogen fixgtion by =
blue~green algaeProc.R.Soc.London Ser.B,172:357-66

79e=~ Pay,Pe1970.Photostimulation of nitrogen fixation in jnabaena -~

¢ylindrica,Biochim.Biophys.Acta. 2163353=56 «

80." Lﬂx,l.,Stewart,\i.D.P.l973.A13&1 nitmgenaae,rednctant pools

and photosystem T activity.Biochim.Biophys. Acta 2921436=43

L3

81~ Barris,R.H. Nitrogen fixstion.Plant Biochemistry.(Bonner,J.
y Varner,J.E. BEditores).Capftulo 2 .pdgs.887=907 .
Academic Press.E.U.A. (1976).

8.~ Hallenbeck,P.Ce.,Kostel,P.J,,Benemann,J.R. 1979.Purification =
and properties of nitrogenase from the Cyanobacteripmyjnabas-

ha cylindrics sEureJsBiochem.981275=-284 .



83e~

84 .~

85 o

86 ¢~

87 e~

88,

106

Evans M.C.W.,Reeves,5.G.,Telfer,A.1973.The detection of a -
bound ferredoxin in the photosynthetic lamellae of blue-green-
algae und other oxygen-evolving photosynthetic organisme.-
Biochem.Biophys.Res.Commun.51:593-96,
Hall,D.0.,Cammack,R.,Ra0,K.Ke,Evane ,M.C.W.Mullinger,R.1975 .
Ferredoxins,blue-green bacteria,and evolution.Biochem.300, =
Trans. 3:361=68 .,

Cammack,R.;Tel-Or,E.,Stewaré,w.D.P.1977.EPR spectra of photo =
syntem I constituents in heterocyst preparations from Anabaena-
eylindrica. FEBS Lett.70:241=44 .

Wolk,C.P.1968.Movement of carbon from vegetative cells to =

heterocysts in Anabaens cylindrica.J.Bacteriol.963:2138-43.

WeD.P.Stewart,,A.Hayastead. ,PearsonH.N.1969.~-Nitrogenase pActi-
vity in heterocysts of blue-green algaa.Nature 224:226~228,

Winkenbach,F.,W0lk,C.P.1973.Activities of engymes of the oxi-
dative and the oxidative and the reductive pentose phosphate-
pathways in heterdcysts of a blue-green alga.Plant Physiol.-

52:480.83 ,



89 e

90e~

91e~

924w

93~“

94 o=

954

e ML

Codd jA.A.;3tewart W.,D.P. 1976.~Polyhedral bodies and ribulose-

1,5~diphosphate carboxylase of the blue-green alga Anabaena -

cylindrica Planta 130:323-326.

Lex,M.,Carr,NeG+1974.The metabolism of glucose by heterocyste-

and vegetative cells of Anabaena cylindrica.Arch.Mikrobiol. -~

1013161-167 .

Apte ,S.X.,Rowell,P.Stewart,W.D.P.1978.Electron donation to -

ferredoxin in heterocysts of the Nz-fixing alga Anabaena cy -

lindrica.ProceReS0c.lond¢B+200,1=25 &

Smith,R.V.,Noy,ReJ. Evana ,MeCeW.1971.Physiological electron -~
donor systems to the nitrogenase of the blaue-green alga Ana -

baena cylindrica.Biochim.Biophys.Acta.253:104~9.

Codd yGeAe Rowell P, ,Stewart ,W.D.Ps1974.Pyruvate and nitrogena-
se activity in cell free extracts of the blue~green alga Ana -

baena cylindrica Biochem.Biophys.Res.Commun.61l:424~31,

Hageman,R.V.,Barris,R.H.,1978-Nitrogenase and nitrogenase re -
dactase associate and dissociate with each catalytic cycle =
Proc.Natl.Acad.Sci.USA.T5:2699=-2702.
Shah,VcKe,Chisnell,J.R.,Brill,WeJ.,1978.Acetylene rddaation -
by the iron-molybdenum cofactor from nitrogenase.Biochem.-

Biophys.Res.Commun,B81¢232-235.



97 e

98 o

29 e~

100 4

- 108 =

Bowden,F.L.The biochemical function of molybdenum.en Tech -
niques and topics in bioinorganic chemiistry.(Mc.Auliffe,C.-
A.Editor).Parte 3 .207-67 Te Mac Millan Press L.T.D.

Londres (1975).

Hardy ,R.W.F.,Barns,R.C.,Stasny,J.T.;Parshall GeWe~The nitro -
ger-ae reaction.The Biochemistry of nitrogen fixation.Cap.24.=
351-?6"(Stewart W.D.P., Editor) Cambridge University Press.1975.
Wolk,C.P.,Thomas,J,,Shaffer,P.W.,Austin,S.M.,0alonsky ,A.1976~
Pathway of nitrogen metabolism after fixation of 13N-label.ed-

by Anabaens oylindricg.J.Biol.Chem.25135027-34.

Thomas,J.,Meeks ,J.C.,Nolk,C.P.,Shaffor,PcW.,Austin,S.M.,Chien-
WeS:1977.Formation of glutamine from 13N-ammonia,13n—dinitro—
gen,and 14C-g1utamate by heterocysts isolated from Anabaena -
cylindrica.J.Bactariol.12911545-55.
Strecher.S.L.,Shanmugan,X.T.,Ausubel ,F. ,Morandi ,C.,0oldberg,R.B.

1974 .Regulation of nitrogen fixation in Klebsiella pneumoniae:-

evidence for a role of glutamine sybthetase as a regulator -

of nitrogenase synthesis.J.Bacteriol.120:815-21.



= 1098 o

101.~ Stacey,G.,Baalen,C.V.,Tabita,R.l979.-Nitrogeh and ammnonia -
assimilation in the cyanobacteriasRegulation of glutamine -
synthetase.Archives of Biochemistry and Biophysdcs 1341-
457=-467.

102.~ Dh: ... adene ,M.W.N.,Haystead,A.,Stewart,N.D.P.1973.01latamine~

synthetase of nitrogen-fixing alga gnabaena Cylindrica.Arch-

Mikrobiol.90:281~95.
103.- Stewart,¥.D.P,,Rowell,P.1975.Effets of L-methionine-DL-sul -
foximine on the assimilation of newly fixed NH3.acotylene -

redaction and heterocyst production in Anabaena oylindrica-

Biochem.Biophys.Res.Comman.65:846-56.

1044~ Strain,H.H.,y Svec,A.H.Extraction,Separation,Estimation,and-
Isolation of the Chlorophylls (Vernon,P.L.,and Seely,(.Re=
Bditores).Cap.2.pdge.21-65.A0ademic Press.BUA.1966 .

105.« Dilworth,M.J«,1966.Acetylene reduction by nitrogen-fixing: pre-—

parations from Clostridiam pasteurianam +Biochim.Biophys.Acta=~

127 $ 285"294 .



110

106 .= Stambuck,J.De 1970.-Manual prictico de cromatografi; de -

gases .~The Perkin-Elmer Corp. pdg. 31

107 ¢~ Mortenson,LeB.,Thorneley,ReNeF¢1979. Structare and fanction of =
nitrogenase.Ann,Rev.Biochem.48:387-4a8.

108.~ Rowell,P.Sampaio,MsJeAs¥.,Ladha,J«K.,Stewart,#.D.Ps 1979.41te~
ration of cyanobacterial glatamine synthetase activity in vivo»

in response to light and NH4+ .Arch.Microbiol.1205195-200.



	Portada
	Contenido
	Capítulo 1. Antecedentes
	Capítulo 2. Objetivo
	Capítulo 3. Introducción
	Capítulo 4. Importancia de la Fijación del Nitrógeno
	Capítulo 5. El Proceso de Fijación de Nitrógeno en Cianobacterias Heterocisticas. 

	Capítulo 6. Parte Experimental
	Capítulo 7. Resultados
	Conclusiones 
	Bibliografía

