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Resumen

Las mutaciones narC-8 y narC-78, ambasen el operon narC(narGHJI), confieren el fenotipo Nit- y bloguean la
expresion de la fusion transcripcional F(moa::lac)25, en E.coli K12. Ambas mutaciones fueron estudiadas
comparativamente en el presente trabajo e identificadas como narG-. Los andlisis de dominancia en trans mostraron
que los niveles de restauracion Nit+ fueron influenciados por el crecimiento con molibdeno, la mutacién particular y e
genotipo bacteriano. El ensayo de inmunoelectroforesisindicd diferencias en el reconocimiento de la subunidad a de
la NRA. El mapeo por ligamiento revel0 el orden secuencial .. narG-78.. narG-8 ... trp. Los andlisis genéticos con
cepas isogénicas evidenciaron que, la recombinacion sustitutiva de narG- por narG+, restaurd la expresion de la
fusion y viceversa. Los andlisis de dominancia en trans con cepas isogénicas mostraron, sorpresivamente, que la
restauracion Nit+ fue (i) mediada por el operon moa(ABCDE)+ vy (ii) condicionada por la mutacién doble
F (moa:lac)25 narG-78. Los resultados obtenidos confirmaron el papel regulador de narG+ sobre la expresion
transcripcional de moa, y sugirieron un posible papel regulador de ambos (narG,moa) en larespiracion del nitrato.

Palabras claves. F(moa::lac); regulacibn moa narG; mol; nar; respiracion del nitrato; E.coli; NRZ.
Abstract

The narG gen and moa(ABCDE) operon as possibleregulator s of the nitrate anaeraobic respiration, in
Escherichia coli K12.

In E. coli K12, both narC-8y narC-78 mutations of the nar C(nar GHJI) operon confer the Nit- phenotype and block
the expression of the F (moa::lac)25 transcriptional fusion. In the present work, both mutations were comparatively
studied and identifyed as narG-. Trans-dominance analysis showed that Nit+ restauration levels were influenced by
growing with molybdenum, particular mutation and bacterianne genotype. |mmunoelectrophoresis assay indicated
differencesin the NRA asubunit recognition. Mapped-linking reveled the sequential order ... narG-78... narG-8 ... trp.
Genetic analysis evidenced in isogenic strains that, the nar G+ substitutive recombination by nar G-, restored the fusion
expression and viceverse. Surprisingly, trans-dominance analysis showed in isogenic strains that Nit+ restoration was
(i) moa(ABCDE)+ operon mediated and (ii) F (moa::lac)25 nar G-78 double mutation conditioned. The results obtained
confirmed the nar G+ regulatory role over the moa operon transcriptional expression and suggested aregulatory role of
both (narG+,moa) in the nitrate respiration.

Key words: F(moa::lac); moa narG regulation; mol; nar; nitraterespiration; E. coli; NRZ.

INTRODUCCION

La respiracion anaerébica del nitrato en E. coli, esté
acoplada a una cadena transportadora membranal,
donde la molibdoenzima Nitrato Reductasa A
(NRA) (la apoNRA + e molibdocofactor, MoCo)
cataliza la reduccion del nitrato a nitrito (Haddock y
Jones 1977, Stewart 1988, Wootton et al. 1991). Es una
delasviasde oxidorreduccion inducibles que posee esa
bacteria entérica (Ingledew y Poole 1984, Stewart
1993) y muestragran similitud con la identificada en
bacterias desnitrificantes (Berks et a. 1995). El operdn
narC(GHJI) (anteriormente chlC) (Puig y Azoulay
1967, Puig et d. 1969b, Stewart et al. MacGregor 1982,
Shanmugan et al. 1992), mapea en e minuto 27

del cromosomade E. coli y codifica

paralaapoNRA (Bachmann,1990, Bonnefoy-Orth et al.
1981, Edwards et a. 1983, Fimmel y Haddock 1979,
Sodergren y Demos 1988). El operén nar ZYWV codifica
parala apoproteinade una segunda Nitrato Reductasa,
llamadaNRZ (Bonnefoy-Orth et al. 1987) difiere en sus
propiedades con respecto a la NRA y su sintesis
aparento ser congtitutiva (Blasco et a 1990, Blasco et a.
1992, Iobbi et al. 1987).

Los genes mol, incluyen moa, mob, mod, moe, mog
(anteriormente chl) y molR (Puig y Azoulay 1967, Lee
et al. 1990, Shanmugan et a. 1992, Puig et al. 19693,
Dagert y Puig 1976), determinan la biosintesis del
MoCo (Miller y Amy 1983, Johnson y Rajagopalan
19873, b, Stewart 1988, PFitterle y Rajagopalan 1989,
Santini et a. 1989, Giordano et al. 1990, Johnson €t al.
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1990, Lee et al. 1990, Santini et a. 1992, Rivers et al.
1993).

Estudios con fusiones transcripcionales mostraron
guela expresion del operén narC fue inducida en
anaerobiosis con nitrato y sensible a los niveles de
molibdato (Stewart 1988). Las proteinas NarL NarX y
sus equivalentes NarP NarQ, en presencia del nitrato,
inducen la expresion transcripcional del referido
operén (Stewart 1982, luchi y Lin 1987, Li y Demos
1988, Rabin y Stewart 1992, Chiang et a. 1992,
Stewart 1993, Li et a. 1994, Walker y Demos 1994),
pero contrariamente reprimen la biosintesis de otras
vias de oxidorreduccion, cuyo potencial redox es
inferior a generado durante la respiracion del nitrato
(Li et a. 1994, Stewart 1993, Waker y Demos 1993).
Losgenes mol, parecen eercer un papel negativo,
mediado por la accién del MoCo (Pascal et a. 1982,
Baker y Boxer 1991).

Con respecto a operén moa, la expresion de fusiones
transcripcional es/traduccionales en medio LB, acanz6
niveles elevados en anaerobiosis y pudiera ser sensible
a la represién por e MoCo (Baker y Boxer 1991).
Contrariamente, en nuestro laboratorio, se observé que
los niveles de expresion de una fusion transcripcional
F (moa::lac) fueron relativamente bajos, en los medios
sintéticos, e incrementaron durante € crecimiento
aerobico en fase exponencial (Ortega de L. 1985),
similar ala biosintesis del MoCo (Miller y Amy 1983);
el genotipo de la cepa bacteriana (Diaz y Ortegade L.
1989), la edad del cultivo (Diazy Ortega deL. 1989),
el estado fisioldgico de las células (Ortega de L. 1985,
1995) y la composicion del medio de crecimiento
(Ortegade L. 1994a, Meza et a. 1995) actuaron como
moduladores; la expresion fue sensible a la represion
transitoriay catabdlica por glucosa (Ortega de L. 1985,
1994a, 1995) y a concentraciones variables de nitrato,
azida y nitritos, respectivamente (Ortega de L. y Diaz
1995); las mutaciones chlC-8 (Puig et al. 1969b) y
narC-MM78 (Ball y Ortega 1985), bloquearon
totalmente la expresién de la fusién confirieron el
fenotipo Lac- (Diaz y Ortega de L. 1988, 1992,
Ortega de L. y Diaz 1995, Ortega de L. resultados
inéditos).

La posible participacion acoplada de circuitos de
control genético que, permitirian un balance adecuado
entre la biosintesis de la NRA y del MoCo (Ortega de
L. y Diaz 1995), fue estudiada en e presente trabajo.
Las mutaciones narC-8 y narC-78 se analizaron
comparativamente, ademés se evaluaron sus efectos
sobre la expresion transcripciona de la fusion
F (moa::lac)25 y la respiracion anaerdébica del nitrato,
utilizando cepas isogénicas construidas para tal fin.

METODOLOGIA

1. Cepas y condiciones de crecimiento. Las cepas se
describen en la Tabla 1. Las bacterias se incubaron a
30°C.

Los cultivos aerdbicos se crecieron con agitacion fuerte,
en fiolas de 250 ml conteniendo 10 ml de medio, y los
anaerobicos sin agitacion, en tubos totalmente llenos
con el medio.

2. Medios de cultivo. La composicion de los medios
minimos, ricos y diferencidles (DOC) fue descrita
(Miller 1972, Ortega de L. 1994a). El medio diferencial
semisintético TNC contenia (/1): sales de medio minimo
agarizadas y suplementadas con 0.1 g de cloruro de
2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC), 2 g de KNOg3, 2 g de
casaminoécidos, 2 g de glucosa yvitamina B1 (Ortega
de L. 1994b). Como fuente de carbono se utilizaron 2 g/l
de glucosa olactosa. Cuando fue necesario se adiciond
(/ml): 20 mg de triptofano, 15 ng de tetraciclina (Tc) y
50 g de ampicilina(Ap).

3. Técnicas genéticas. La transduccion mediada por
el fago Plvir se reaizd por el procedimiento de Lennox
previamente descrito (Miller 1972). Los andlisis de
dominancia en trans, se realizaron con cepas
merodiploides obtenidas por transformacién con ADN
plasmidico, extraido por lisis alcalina y su presencia
verificada en geles (Sambrook et al. 1989).

4. Caracterizacion de cepas bacterianas. Los ensayos
fenotipicos se realizaron segun lo descrito Miller 1972).
La reduccion fisiologica del nitrato (Nit+) (Puig y
Azoulay 1967) y lareversion fenotipica por molibdato
10° M (Glaser y Demos 1971), fueron valoradas
espectrof otométricamente por la acumulacién de nitritos
en cultivos de una noche. Las colonias rojas (TNC+) se
detectaron creciendo en medio agarizado TNC y fueron
Nit- (Ortega de L. 1994b), las incoloras (TNC-) fueron
Nit+. La liberacion de gas (Gast) se verificd en tubos
Durham (Puig y Azoulay 1967).

5. Inmunoelectroforesis. Células inducidas una noche
(anaerobiosis + nitrato) fueron rotas en una prensa
French, obteniéndose fracciones solubles vy
membranales (Blasco et a. 1992). Se utilizd suero de
congjo anti-subunidad a delaNRA deE. coli (Blasco et
al. 1992). La técnica "rocket" se aplicod (Graham et al.
1980), adicionando el antisuero a la agarosa, y bajo las
condiciones descritas (Blasco et a. 1992).
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Tabla 1. Lista de cepas utilizadas. Todas |as cepas son F-, excepto
laOM86. En e presente trabajo, las mutaciones narC-8y narC-78
fueron identificadas como narG-8y narG-78, respectivamente.

LCB = Laboratoire de Chemie Bacté&rienne (CNRS, Marsdla,
Francia)

OEG = Laboratorio Organizacion y Expresion del Gen.

Cepa Genotipo / Fenotipo Procedencia
relevante

Escherichia coli K12

MM78  PC90 narC-78/ ChIR TNC+ Ortegadel,
Nit- Tc® Diaz1995

OM86 CSH41 F (moa::lac)25/ TNC+ Ortegadel,
Nit- Gas- Lac+ 1985

LCB238 metB-1lacY-1 malA-1rpsL-134 Colecc. LCB
zch237::TnL0(TcR)

LCB239 metB-1lacY-1 trpA-43 malA-1 Colecc. LCB
rpsL-134 zch2-39:Tnl0(TcR)

LCB426 thi-1 leu-6 suc-10 gal T-27 Puig et d.

rpsL-129 chiC-8/ ChIR Nit- 1969b

RK5265 D(argF lac)lacU169 araD139 V. Stewart
rpsL gyrA mon narG-202 Tn10 /
TcR Nit-
PK27 Prototrofa J. DeMoss
MC4100 D(arg Flac)lacU169 araD-139 Silhavy et d.

rpsL-150 relA-1 ptsF rbsR fibB 1984
M120 D(lac pro) ilv met histrp gal rpsL | R Ortegade L
M121  M120 trp+ narC-8/ TNC+ Nit- OrtegadelL.
M128  M120 trp+ F (moa::lac)25 / OrtegadelL.
Gal+ Trp+ TNC+ Nit- Gas-
Lac+ (termoestable)
M141  M121 F (moa::lac)25/ Ga+ Gas- Lac- OrtegadelL.
M1 M120 trp+ narC-78 / TNC- Nit- Ortega L, Diaz 1995
M5 JM1F (moa::lac)25/ Ga+ Gas- Lac- Ortegal,

Diaz1995
OEG285 M121 pSIE100/ ApR Este trabgjo
OEG286 JM1 pSJE100/ ApR Este trabgjo
OEG280 M141 pSIE100/ ApR Este trabajo

OEG281 JM5 pSJE100/ ApR TNC- Nit+ Gast+ Este trabgjo

OEG309 M141 pVA70/ AER Este trabgjo
OEG310 JM5pVAT70/Ap Este trabagjo
OEG314 OEG281 Plas-(espontanea)/ Este trabgjo

Ap°®° TNC+ Nit- Gas-
OEG326 JM1pVA70/ApRTNC- Nit+ Gas+ Estetrabgjo
OEG327 M121 pVA70/ApR TNC- Nit+ Gast+ Estetrabgjo
OEG328 LCB426 pFB71/ ApR TNC- Nit+ Gast Este trabgjo
OEG331 MM78pFB71/Ap" TNC- Nit+ Gast+ Estetrabgjo
OEG333 JM1pFB71/ApR TNC- Nit+ Gas+  Este trabgjo
OEG334 M121 pFB71/ ApR TNC- Nit+ Gas+ Estetrabgjo
LCB2044 LCB333 [thr-1 leu-6 thi-1 Colecc. LCB

lacY-1rpsL supE-44 tonA-21

(P/O narG-H)25 Tn5]pVAT0/

KnR ColBR Nit- ApR
LCB2072 LCB325 (prototrofaLac-) pFB71/ CmR Colecc. LCB
SE5000  MCA4100 recA pSJE100 / Sm® NxR ApR D Boxer

Plasmidos

pVA70  pJF119EH narGHJI(Ptac PnarA) V. Augier
lacl?/ ApR

pFB71  pACYCI184 narG(PnarA) / CmR ApR®  Colecc. LCB

pSJE100 pUCY moaA-E(Ppmoa) / ApR S. Hinton

Fagos

Plvir Colecc. OEG

6. Ensayos enziméticos. La actividad bgalactosidasa
(bGal) se determiné siguiendo la hidrolisis del ONPG en
células permeabilizadas (SDS+cloroformo)  (Miller
1972), previamente tratadas con cloranfenicol (50
ng/ml) y mantenidas en frio. La actividad especifica
Glu-NRA se estim6 cuantificando la reduccion
fisolégica del nitrato (Puig y Azoulay 1967) y la
concentracion de proteinas (Lowry et a. 1951). El valor
obtenido (mmoles de nitritos/ml/mg proteinas) se utilizo
para cadcular € porcentgje de restauracion Nit+,
respecto a la cepa silvestre M120: 100 x (Actividad
Glu-NRA/378).

Tabla2. Restauracion Nit+ mediada en trans por € operén
narC(narGHJI) y € cistron narG, respectivamente.L as cepas
bacterianas LCB426 y MM 78 son portadoras origindes de las
mutaciones bgjo estudio. Las M121 y IM1 son derivados
isogénicos delaM 120 (Tabla 1). El porcentaje de restauracion
se calculé segiin Metodol ogia (Ensayos enziméticos).

Cepa Restauracion mediada por
receptora narGHJI (pVA70) narG (pFB71)
narG-78 27% 20%

(MM78) (OEG311) (OEG331)
narG-78 93 53

(IM1) (OEG326) (OEG333)
narG-8 50% 40%

(LCB426) (OEG312) (OEG328)
narG-8 80% 69%

(M121) (OEG327) (OEG334)

RESULTADOSY DISCUSION

Caracterizacion genética, fisiologica e inmunoldgica
delas mutaciones narC-78 y narC-8.

Los operones nar XL narC(GHJI) y &l gennarK mapean
en el minuto 27 del cromosoma de E. coli K12 (Stewart
y MacGregor 1982, Stewart et al. 1989). Las mutaciones
bajo estudio fueron clasificadas como narC-8 (Puig et
al. 1969b) y narC-78 (Ball y Ortega de L. 1985), por
conferir el fenotipo Nit- (Puig y Azoulay 1967), ser
defectivas en la actividad BV-NRA y mostrar
ligamiento contrp (Puig et a. 1969b, Stewart y
MacGregor 1982, Bachmann 1990, Ortega de L. y Diaz
1995).

Preliminarmente se consideraron como posibles narG-
(Ortega de L. y Diaz 1995), a comparar con e valor
deactividad BV-NRA que caracteriza cada gen nar
mutado (Stewart y MacGregor 1982).

La localizacion de las mutaciones nar78 y narC-8,
dentro del operon narC(GHJI), fue corroborada
mediante los andlisisde dominancia en transcon el
pldsmido pVA70 (narC+). Se seleccionaron
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merodiploides Amp® y todos resultaron TNC-. La
restauracion Nit+ fue superior en los OEG326 y
OEG327, derivados de las receptoras isogénicas (Tabla
2). Diferencias notorias, entre las mutaciones narC-, se
observaron en los OEG311 y OEG312, derivados de
las receptoras no isogénicas. El crecimiento con
molibdeno favorecio la restauracion, pero en este caso:
(i) los valores méximos correspondieron a los
merodiploides OEG311 (142%) y OEG312 (67%) y
(i) no hubo diferencias notorias entre los merodipl oides
OEG326 (32%) y OEG327 (25%).

La localizacién particular de las mutaciones, dentro del
cistron narG, se demostr6 primeramente a través de los
andlisis de dominancia en trans con el plasmido pFB71
(narG+). Todos los merodiploides AmpR resultaron
TNC- y los porcentajes de restauracion Nit+ fueron
inferiores a los obtenidos con e operon narC+
completo (Tabla 2). Un argumento a favor se obtuvo al
evaluar, por inmunoelectroforesis, la presencia de la
subunidad a de la apoNRA, codificada por € cistron
narG (Stewart y MacGregor 1982, Bachman 1990).
Contrario a las cepas narG+ (Blasco et al. 1992), €
reconocimiento de las fracciones soluble y membranal
con el antisuero, fue ligeramente visible en la cepa
haploide narG-8 y no detectable en la narG-78. Esto
altimo, podria indicar un efecto particular de la
mutacion narG-78, bien sea por (i) disminucion en la
concentracion  intracelular  dela subunidad a
(biosintesis deficiente o nula, mayor degradacion
proteolitica) o (ii) inactivacion inmunoldgica (cambio
de configuracién o pérdida de | os epitopes respectivos).
El orden relativo de las mutaciones se determind a
través de mapeo por ligamiento. La cepa receptora
(LCB239) presentaba € transposdn Tn10 (TcF) entre
narC+y trp- (Tabla 1). Como se esperaba, todoslos
Trp+ que, resultaron TNC+, fueron Tc® Nit-. Los
porcentajes de cotransduccion (Tabla 3) indicaron que
(i) la mutacion narG-78 (20%) estd més proxima al
inicio del operén narC(GHJI) y (ii) la narG-8 (29%)
més distal (Fig. 1).

Tabla 3. Ligamiento de las mutaciones narG con €l operon trp.
Los fenotipos y genotipos fueron descritos (Tabla 1). Los TNC+
y TNC- fueron Nit- y Nit+, respectivamente. Se utilizo la cepa
receptora LCB239 con e Tn10 insertado entre narC+y trp-
(TNC- Gas+ TcR Trp-).

Cepa Marcador de Porcentajede
Donante seleccion cotransduccion
F (moa::lac)25 narG-78 Trp+ 20% TNC+ Gas+ Tc®

TNC+ Gas- Tc® Trp+ (40/200)
(VI5)
F (moa::lag25 narG-8  Trp+ 29% TNC+ Gas+ Tc® TNC+
Gas- Tc® Trp+ (57/200)
(M141)

e | |_»

ok Tall irp

rarl-TH ol B{ekiC-R)

— 3

Fig. 1. Orden secuencid de las mutaciones narG. La posicion
relativa de las mutaciones sobre e cromosoma de E. coli K12 fue
determinada por ligamiento con trp (Tabla 3). Las unidades del
mapa se expresaron como: 100 - (% de cotransduccidn). La
dissancia de Tnl0 d operén trp fue determinada por
cotransduccién en lacepa LCB109 (M.-C. Pascal, comunicacion

personal).

Efectos de las mutaciones narG sobre la expresion
dela fusion F (moa::lac)25.

Las mutaciones bagjo estudio, renombradas como nar G-
8 y narG-78 en € presente trabgjo, ocasionan un
bloqueo en la expresién de la fusion transcripcional
F (moa::lac)25, evidenciado por la incapacidad de
crecer y fermentar la lactosa, asi como la ausencia de
actividad enzimética bGal (Diaz y Ortega de L. 1988,
1992, Ortega de L. y Diaz 1995). El bloqueo
transcripcional fue confirmado por inmunotransferencia,
con antisuero bGa (Meza et a. 1995), asi las
mutaciones narG afectarian la activacion del promotor
Pmoa.

El papel regulador fue corroborado por transduccion,
utilizando cepas donantes con e Tnl0 adyacente d
operdn narC (Tabla 1). El andlisis de los clones Tc®
indico que (i) con la recombinacién sustitutiva de nar G-
por narG+ se perdia € fenotipo Lac+, pero (ii) la
sustitucion reciproca lo restauraba (Tabla 4).

Tabla 4. Expresion transcripciona de la fusion F (moa::lac)25 en
presencia de los genotipos narG- y narG+, respectivamente.Los
fenotipos y genotipos fueron descritos (Tabla 1). La RK5265
contiene un Tn10 ligado a operén narC (M-C Pascal, comunicacion
personal). Todos los transductantes Tc™ conservaron € fenotipo
TNC+ (Nit-).

Cruce Marcador de
Seleccion

Por centajede
cotransduccion
Donante Receptora

RK 5265 OoM86 TR 4% Lac- TNC+ Gas-
narG- T&®  F (moa::lac) (3/70)

TNC+ TNC- Gas- Lac+ Tc®

LCB23 M141 TR 9% Lac+ TNC+ Gas-
NarG+ TcR narG-8F (moa::lac) (6/70)

TNC+ TNC- GaS- Lac- Tc®
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Efectos mediados por |os oper ones silvestr es moa(A-
E) y narGHJI, en posicion trans, sobre la expresion
delafusion F (moa::lac)25.

Como hipétesis de trabajo, se propuso que |os operones
narC y moa participan en un circuito de control
genético queregularia la expresion del operon moa
(OrtegadeL. y Diaz 1995).

Para evidenciar ese supuesto mecanismo, se realizaron
estudios de dominancia en trans con los plasmidos
pVAT0 (narGHJI) y  pSIE100 (moat),
respectivamente. Cepas receptoras, con la doble
mutacion  F (moa::lac)25 narG-, se utilizaron para
obtener los merodiploides ApR.De cien clones
ensayados en cada cruce, todos continuaron Lac- , por
ser incapaces de crecer y fermentar el azlcar, durante
una noche de crecimiento; ademés, cinco fueron
valorados enzimédticamente y no se detecté bGal. Como
se esperaba, la presenciade lafusion F (moa::lac)25 en
los merodiploides, les confirié el fenotipo Gas- (Tabla
1) e impidio la restauracion Nit+ (Tabla 5), mediada
por el operon narGHJI en trans (Tabla 2). Ese efecto
pleiotrépico se debe a la ausencia de un MoCo
requerido simultaneamente en la activaciéon de la
apoNRA y de otras apoenzimas como la FDH-H de
sistema Formiato Hidrégeno Liasa (responsable de
Gast) (Puig y zoulay 1967, Puig et al. 19692, Miller y
Amy 1983, Johnson y Rajagopalan 1987a, b, Stewart
1988, Pitterle y Rajagopalan 1989, Santini et al. 1989,
Giordano et a. 1990, Johnson et a. 1990, Lee et 4.
1990, Santini et al. 1992, Rivers et a. 1993).

Tabla 5. Restauracion Nit+ mediada en trans por |os operones
narC(narGHJI) y moa(ABCDE), respectivamente. Los fenotipos y
genotipos fueron descritos (Tabla 1). El porcentaje de restauracion
se caculd segln Metodologia (Ensayos enziméticos). ND = no
detectable.

Plasmido Receptora Restauracion Nit+
narGHJ  F (moa::lac)25 narG-8 ND
(PVAT0) (M141) (OEG309)
F (moa::lac)25 narG-78 ND
(IV5) (OEG310)
moa F (moa::lac)25 narG-8 ND
(PSIEL00) (M141) (OEG280)
F (moa::lac)25 narG-78 37%
(IV5) (OEG281)
F (moa::lac)25 100%
(M128) (OEG270)
narG-8 ND
(M121) (OEG285)
narG-78 ND
(™MD (OEG286)

Sorprendentemente, se observé la restauracion
simultdnea Gas+ Nit+ mediada por € operon moa+,
siendo ademés alelo-especifica narG-78 y dependia de
lafusion F (moa::lac)25 (OEG281). El valor acanzado
para Nit+ fue sdlo del 37% (Tabla 5) y no incremento
con molibdeno. La accion doblemente restauradora de
moa+ se corrobord al obtener derivados espontaneos
Ap® que, ademés perdieron (i) los fenotipos Nit+ Gas+
y (ii) e pSIEL00.

Por lo tanto, los resultados obtenidos permitieron
evidenciar un papel posiblemente regulador de moa+
sobre la manifestacion del fenotipo Nit+. La accion
condicionante de la mutaciondoble narG-78
F (moa::lac)25, permite sugerir la participacion de
diferentes factores que se conjugan. Si bien las dos
mutaciones narG bajo estudio, mapean dentro del
cistrén que codificada para la subunidad a de la
apoNRA donde se une el MoCo), (i) la narG-78 et
mas proxima a inicio del promotor PnarC y (ii) no se
detectd reconocimiento inmunol égico con el suero anti-
subunidad a.

La accion conjugada de la mutacion doble narG-
78 F(moa::lac)25, en la restauracion Nit+ Gast
mediada por moat+, pudiera estar indicando la
presencia de mutaciones compensadas. De ser ciertatal
consideracion, permite sugerir la formacion de
agregados hetero-oligoméricos (a-/Moa) capaces de
reconocer al MoCo (sintetizado en presencia de moat)
y, junto con las subunidades dela apoNRA,
conformarian una NRA parcialmente activa. En una
cepa haploide moa+ narG-78 (IM1) (Tabla 5), se
formarian agregados (a-/Moat) incapaces de conformar
una NRA activa (Nit-); tal agregacién molecular pudiera
ocasionar un cambio conformacional que explicaria el
reconocimiento inmunol 6gico no detectable con el suero
anti-subunidad a.

Como modificaciones del modelo anterior, se proponen
dos mecanismos basados en las consideraciones
siguientes:

i. La subunidad a de la apoNRA estaria totalmente
ausente y pudiera intercambiarse con aquella
equivalente en laNRZ (Blasco et a. 1992). El hetero-
oligbmero contiene entonces la subunidad codificada
por €l cistron narZ (equivaente a narG). LasNR
heter6logas son activas, pero mas sensibles a la
protedlisis (Blasco et a. 1992).

ii. El MoCo reprime la expresién transcripcional de los
operones narGHJI (Pascal et al. 1982), moa (Baker y
Boxer 1991) y mod (Maupin-Furlow et al. 1995), pero
con la fusion F(moa::lac)25 se disminuiria la
biosintesis del mismo. Entonces, la biosintesis de la
subunidad a incrementa y se favorece la formacion de
agregados homo (a-/ a-) y no hetero-oligoméricos.
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CONCLUSIONES

1. Las mutaciones bagjo estudio mapean dentro del
mismo cistron, pero la narG-78 esta mas proxima al
inicio del operon narC(GHJI) que lanarC-8.

2. Las mutaciones variaron, con respecto a (i) los
nivelesde restauracion Nit+, (ii) las influencias
gjercidas por el molibdeno y & genotipo bacteriano; (iii)
el reconocimiento inmunoldgico de la subunidad a de
[aNRA.

3. Laaccion en trans del operon moa(A-E)+ (pSIE100)
restaurd Nit+ Gas+, especificamente en presenciade la
mutacion doble F(moa::lac) 25 narG-78 (cepa
OEG281).

4. El papel regulador transcripcional positivo del cistrén
nar G+, sobre la expresiéon de lafusion F (moa::lac)25,
fue comprobado mediante andlisis por recombinacion.
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