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Resumen

Los métodos para aislar e identificar mutantes defectivos en la respiracién anaerébica del nitrato (Nit-) tienden a ser
mas especificos para ciertos genes mutados. En el presente trabajo se desarrollé un método denominado TNC, basado
en una modificacion del publicado por Fimmel y Haddock (1979), pero con mayores ventajas. no fue necesario incubar
en anaerobiosis estricta, permitié ampliar € espectro de genes mutados (incluyendo mol y fnr) y detectar la aparicion
de colonias rojas muy rapidamente, en sdlo 24 horas de crecimiento. La frecuencia de mutantes Nit- y la distribucion
de genes mutados fueron superiores, a usarlo comparativamente con el método de seleccion por resistencia al clorato.
El TNC resulté muy sensible y con reproducibilidad para identificar diferencialmente clones mutantes Nit- (TNC+) y
silvestres Nit+ (TNC-); ademas fue eficiente para caracterizar cepas bacterianas y en los analisis genéticos. En €
presente trabajo también se establecio y evalud un criterio de clasificacion fisioldgica para agrupar preliminarmente a
los mutantes pleiotrépicos Nit- Gas- en cuatro subclases genotipicas, a observar que las mutaciones en moe revertian
fenotipi camente con molibdato, en formatardia.

Palabras claves: Nit- Gas- identificacion; Nit- Gas- aislamiento; molibdato reversiéon; mol; fnr; narC
Abstract
A new method for the direct isolation and identification of nit-mutantsin Escherichia coli K12

The methods to isolate and to identify defective mutants in the nitrate anaerobic respiration (Nit-) tend to be
preferential for certain mutated genes. This work presents a method denominated TNC, based in a modification of
Fimmel and Haddock published in1979, but with highest advantages. it was not necessary to incubate with strict
anaerobiosis, permitted both to amplify the spectre of mutated genes (including mol y fnr) and to detect very quickly
the appearing red colonies, in only 24 hours of growth. Using it comparatively with the method of selection for
chlorate resistance, the frequency of Nit- mutants and the distribution of genes mutated were higher. The TNC showed
to be very sensitive and with reproducibility to identify differently Nit- mutants (TNC+) and Nit+ wild type (TNC-)
clones; furthermore, it was efficient for the characterisation of bacteria strains and the genetic analysis. In the present
work it was also established and evauated a criteria of physiologic classification for preliminary grouping pleiotropic
Nit- Gas- mutants in four genotypic subclass, by observing that moe mutations could be reverted phenotypically in late
form with molybdate.

Key words: Nit- Gas- identification; Nit- Gas- isolation; molybdate reversion; mal ; for ; narC

INTRODUCCION

L os estudios con cepas mutantes han representado un gran
aporte para € conocimiento de los fendmenos biol 6gicos,
de alli laimportancia de contar con métodos eficientes que
permitan € aislamiento e identificacion de las mismas. En
g caso de E. coli, la pérdida de actividad Nitrato
Reductasa A (NRA) ocasiona la aparicién de mutantes
defectivos en la respiracion anaerébica del nitrato
(fenotipo Nit-) (Showe y Demoss1968, Piéchaud et al.
1969). LaNRA es unamolibdoenzima (apoNRA +
molibdocofactor MoCo); su actividad respiratoria puede
ser afectada por mutaciones que mapean en al menostres

clases distintas de genes, y sus efectos son diversos.
Mutaciones en los operones nar C (narGHJI) y narXL,
afectan particularmente la biosintesis de la apoNRA
(Bonnefoy-Orth et a. 1981, Stewart y MacGregor 1982,
Edwards et a. 1983, Sodergren y Demos 1988, Stewart
1988, Bachman 1990, Stewart 1993). Por su parte, las
mutaciones mol (anteriormente chl) (Piéchaud et al.
1969; Shanmugan et al 1992) incluyen los operones moa,
mob, mod, moe, los genes mog Yy molR, y afectan
pleiotrépicamente la  activacion de  diferentes
molibdoenzimas, reductasas y deshidrogenasas, que
comparten el mismo MoCo, como gemploslaNRA y la
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FDH-L (fenotipo Nit- Gas-) (Johnson y Rajagopalan 1987,
Bachman 1990, Lee et a. 1990, Baker y Boxer 1991,
Rivers et a. 1993, lobbi-Nivol et a. 1995, Maupin-Furlow
et a. 1995). Mutaciones en el gen fnr también ocasionan
pleiotropia, a afectar la biosintesis de las molibdoenzimas
NRA vy trimetil amino N-6xido reductasa (TMAO),
ademas de las no molibdoenzimas fumarato y nitrito
reductasas (fenotipo Nit- Tor- Frd- Nir-) (Lambden y
Guest1976, Stewart y MacGregor 1982, Stewart 1988,
Spiroy Guest 1990, Takahashi et a. 1994).

Los métodos desarrollados para aidar e identificar
mutantes Nit- de E. coli, tienden a ser preferenciales para
ciertos genes mutados, tal como se indica a continuacion:

1. Seleccidn directa por resistencia a clorato (Piéchaud et
al. 1969). Se basa en la sobrevivencia frente a la toxicidad
gue conlleva la reduccion anaerébica de este compuesto.
Fue e primer méodo desarrollado y es € més
extensamente utilizado; la gran mayoria de los

mutantes Chi® (98%) estan afectados en los genes mol,
particularmente en los operones moa (chlA) y mob (chiB)
(Puig et al. 1969, Case 1970, Glaser y Demos 1972).

2. ldentificacion por incapacidad de  crecer
anaerébicamente con nitrato como aceptor final. Se
utilizan los medios sintéticos:

i. Lactato-Nitrato, diseflado especificamente para
mutaciones en el operén narC (Venables y Guest 1968) y
ii. Glicerol-Nitrato, se usa para los Nit- en genera
(Lambden y Guest 1976).

3. ldentificacion por incapacidad de reducir
anaerdbicamente € nitrato a nitrito. Utilizando la glucosa,
se identifican los mutantes Nit- en general (Showe y
Demos 1968, Piéchaud e al. 1969), pero € formiato
tiende a ser preferencial para los afectados en € operén
narC (Glaser y Demos 1972).

4. ldentificacién por coloracion roja de las colonias,
durante e crecimiento anaerébico estricto en medio
sintético suplementado con nitrato y tetrazolio. Fue
diseflado especificamente para mutaciones en el operén
narC (Fimmel y Haddock 1980), pero usando cepas
merodiploides homocigotas para mog+ (chlG+) se
obtienen mutantes afectados en este gen (Jenkins y
Haddock 1980).

Considerando las restricciones de los métodos arriba
escritos, el presente trabajo estuvo dirigido a desarrollar
un método nuevo que, permitiera incrementar la
posibilidad de aislar e identificar la gran diversidad de
genes mutados, responsables del fenotipo Nit-. Este
método fue denominado TNC y tuvo como base €
reportado por Fimmel y Haddock (1979). Se ensay6
comparativamente con €l de resistencia a clorato, para
evauar su capacidad de ampliar la frecuencia y
diversidad de genes mutados.
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También se evalud su confiabilidad como un método
sencillo y répido para distinguir eficientemente entre
cepas Nit+ (TNC-) y Nit- (TNC+).

METODOLOGIA

1. Cepas y condiciones de crecimiento. Las cepas
bacterianas de E. coli, de fagosy plésmidos utilizadas se
describieron en la Tabla 1. Las bacterianas se incubaron
a 30° C. Los cultivos anaerébicos se prepararon
sembrando en tubos totalmente Ilenos con el medio de
cultivo, e incubando sin agitacion; la anaerobiosis
estricta se realizo bajo atmdsfera de hidrégeno y didxido
de carbono, utilizando €l sistema Gas-Pack.

2. Medios de cultivo. La composicion del medio
sintético y los suplementos adicionados fueron descritos
en la Tabla 2. La composicion de los medios ricos y
diferenciales fue reportada (Miller 1972). Cuando se
indicd fueron anadidos: 20mM de KNO; 1mM de
NaMo,, 16 mM de KCIO3; 40 mM de fumarato de
sodio, 2 mg/ml de casaminoéacidos, 0,05 mg/ml de
ampicilina, 0,1 mg/ml de 2,3,5 trifenil tetrazolio cloruro
(TTC). Como fuente de carbono en los medios sintéticos
se agregl 2 mg/ml de glucosa o lactosa'y 4 mg/ml de
glicerol, segiin € caso.

3. Experimentos genéticos. (3.1) Ensayos de
ligamiento. La localizacion de la mutacion pleiotropica
Nit- Gas- de las cepas MA se determind por
transduccion generalizada con €l fago Plvir, siguiendo
e procedimiento de Lennox descrito por Miller (1972).
Las cepas MA se utilizaron como donante para
transducir a las receptoras LCB413 y LCB559, segln €
cruce. Antes de sembrar, las mezclas de transduccién
fueron lavadas por centrifugacion y concentradas diez
veces. Los transductantes Gal+ fueron aislados en medio
diferencia y los Met+ en medio sintético selectivo; una
vez purificados en ese mismo medio fueron sometidos a
los ensayos fisiologicos y fenotipicos indicados. El
grado de ligamiento de la mutacién se expresdé como €l
porcentgje de Nit- Gas- respecto a total de clones
transductantes ensayados Gal+ o Met+, segliin € caso.
(3.2) Obtencién y caracterizacién de merodiploides
heterocigotas. Una preparacion conteniendo ADN del
plasmido pSIE100 (moa+), obtenida por lisis alcalina de
la cepa SE5000, se utilizd para transformar a la cepa
RK5200, siguiendo las metodologias descritas
(Sambrook et a. 1989). Transformantes Nit+ Ap"
fueron aislados por €l método TNC aqui desarrollado y
algunos clones independientes reaislados se sometieron
a ensayos fenotipicos y fisiologicos. La presencia fisica
del plasmido fue verificada en geles de agarosa a 1%,
seguin la metodol ogia descrita (Sambrook et al. 1989).
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Tablal. Lista de cepas utilizadas. La cepa 376 es HfrP4X; las AD9y
RW420 (ti31) son HfrH. Las cepas MA son mutantes ApR inducidas
por transduccion mutagénica (Ortega de L, Orozco de S 1982)
usando €l fago Mudl (Casadaban, Cohen 1979). Los genes chi(A, B
,D, E y G) fueron renombrados como mo(a, b, d, e y q),
respectivamente (Shanmugan et a. 1992), y € operén chiC como
narGHJI (Stewart, MacGregor 1982, Sodergren, Demos 1988).
O.E.G. = Laboratorio Organizacion y Expresion del Gen. L.C.B. =
Laboratoire de Chimie Bacterienne, CNRS.

Cepa Genotipo / Fenotipo
Referenciao

relevantes
procedencia

Escherichia coli K12: PC90 A(lac-pro) A(his-gnd) gyrA
Coleccién OEG

MM78 PC90, nar-MM 78/ ChIR Nit- Ball y Ortega 1985

LCB356 thr leu pro arg ade thi hislacY Coleccion OEG
gal aramtl xyl

LCB376 metB moa A+ / Chi® Nit- Gas- J. Puig

LCB413 W604 (leu bio rpsL. lac ara Coleccién OEG
mtl xyl) gal

LCB426 thi-1 leu-6 suc-10 gal T-27 Puig et al. 1969

rpsL-129 chlC-8/ Chi® Nit-
LCB471 leu bio lacY gal T rpsL moa/ J. Puig
ChIR Nit- Gas-

LCB559 ilv met pro hislac gal rpsL Coleccién OEG

OEG46 AD9: A(gal-bio) argl argF rpsL A. Kikuchi
thi / Nit- Gas-

ES2001 MC4100, fnr-250 zcj-637::Tn10 Sodergren y Demos1988

SE5.000 MC4100 recA-56 con pSJE100 D. Boxer

OM350 RK 5200 con pSIE100/ Ap® Nit+ Gast  Estetrabajo

LCB356-16 moe Dagert y Puig,1976

Derivados ChIR Nit- Gas- de laLCB356 (J. Puig):

LCB356-16 moe Dagert y Puig 1976

LCB356-22 mod J. Puig

LCB382 moa Puig et al. 1969

LCB442 mob Case 1970

Derivados de laRK4353 (Stewart y MacGregor 1982):

RK5200  moaA-200::Mucts/ Nit- Gas- Riverset al. 1993

RK5201 moeA-201::Mucts/ Nit- Gas- Reisset a. 1987

RK5228 moeB-225::Mucts / Nit- Gas- Reisset a. 1987

Derivados Mudl(bla, lac) de la PC90:

MA14 Lac+ Ts+ Nit- Gas- Este trabajo

MA17 Lac+ Ts+ Nit- Gas- Estetrabajo

MA25 Lac+ Ts+ Nit- Gas- Este trabajo

MA31 Lac+ Tst Nit- Gas- Este trabajo

MA36 Lac+ Ts+ Nit- Gas- Este trabajo

MA45 Lac+ Tst Nit- Gas- Este trabajo

Fagosy plésmidos

Plvir Coleccion OEG

pSJE100 pUCY con 4,8 Kb Pmoa moa(A-E)+/ Riverset a. 1993
Ap® Moat

| Tabla 2. Descripcion comparativa de la|
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composicion de los medios Fimmel-Haddock
y TNC. a. Sales medio minimo (MM) de
Vogel y Bonner (1956). b. TTC = 2,35
trifenil tetrazolio cloruro.

Composicion  (g/l) Fimmel-Haddock®
TNC

Sales MM:

MgS0,. 7 H,0 0,2 0,31
Acido citrico. H50 2,0
Citrato de sodio. 2 H,O 1,12
K,HPO, 10,0
K,HPO,. 3 H,0 10,18
KH,P0, 5,98
NaHNH4P0, 35
(NH4)2S04 --- 2,0
Suplementos:

TTC 0,05 01
Glucosa 2,0 2,0
KNO3 10,1 2,0
Aminoacidos 0,4
Casaminoécidos 2,0
VitaminaB1 0,04 0,04

4. Ensayos fisiolégicos. (4.1) Crecimiento por
resistencia a clorato (Chl®), se modific6 e método
origina (Piéchaud et al. 1969) sembrando las bacterias
en superficie o por rayado (Ortega de L. 1982). (4.2)
Crecimiento utilizando nitrato como aceptor final de
electrones, se sembré en superficie sobre medio
sintético conteniendo glicerol y nitrato, e incub6 en
anaerobiosis estricta por 4 a 5 dias (Lambden y Guest
1976). (4.3) Reduccién del nitrato a nitrito (Nit+), se
determind espectrofotométricamente  agregando
reactivo de nitritos a cultivos crecidos anaerobicamente
en caldo nutritivo glucosado conteniendo nitrato
(Showe y Demos 1968); en medio solido se utilizaron
colonias crecidas por rayado sobre agar nutritivo
conteniendo glucosa, luego se colocd un papel filtro
impregnado con nitrato y, después de 20 a 30°C, se
reemplazd por otro impregnado con reactivo de
nitritos. (4.4) Reversion fenctipica por molibdato, se
procedid igual a punto anterior pero suplementando €
medio con molibdeno (Glaser y Demos 1971). (4.5)
Reduccion del nitrito (Nir+), se procedi6 igual que en
4.3 pero € nitrato se reemplazd por nitrito para
verificar su desaparicion con €l crecimiento del cultivo
(Abou-Jaoude et al. 1978). (4.6) Aparicion de colonias
rojas (TNC+), se evalué durante € crecimiento usando
el método TNC aqui desarrollado. (4.7) Liberacion de
gas (Gast), se evidenci6 durante € crecimiento
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anaerébico en tubos durham conteniendo caldo nutritivo
glucosado (Puig et al. 1969). (4.8) Crecimiento utilizando
fumarato como aceptor final de electrones (Frd+), se
sembré en superficie sobre medio sintético conteniendo
glicerol y fumarato, e inocubd en anaerobiosis estricta por
4 a5 dias (Lambden y Guest1976).

5. Ensayos fenotipicos. Los requerimientos nutricionales,
fermentacion de azlicares, resistencia a drogas, inmunidad
a fagos y termosensibilidad fueron ensayados segin
Miller (1972).

6. Ensayos enzimaticos. La actividad NRA fue
cuantificada espectrofotométricamente en células enteras
inducidas crecimiento en anaerobiosis con nitrato),
siguiendo la reaccion de oxidacion del donador artificial
bencil violégeno (BV-H), dependiente del nitrato y bajo
las condiciones descritas (Jones y Garland 1977); la
concentracién de nitritos producidos se cuantificd usando
una curva de calibracion. Las proteinas totaes se
determinaron segin Lowry et a. (1951), y se usO una
curvade calibracién elaborada con albumina bovina.

RESULTADOSY DISCUSION

Desarrollo y estandarizacién del TNC como método
nuevo para identificar mutantes Nit- afectados en
cualquiera delos genesnar, mol y fnr.

Fimmel y Haddock (1979) desarrollaron un método muy
eficiente para aidar, en forma directa y sdectiva,
mutaciones en chlC (operon narGHJI). Las cepas
bacterianas mutantes se coloreaban de rojo, a diferencia de
las silvestres y mutantes pleiotrépicas Nit- Gas- afectadas
en chlA(moa) y chiB(mob) que permanecian incoloras
después de 6 dias de crecimiento en anaerobiosis estricta,
en cgjas de medio sintético (Vogel-Bonner) conteniendo
glucosa, nitrato y tetrazolio (TTC).

En & presente trabgjo, e método anterior fue sometido a
una serie de modificaciones para ampliar su espectro de
especificidad y lograr identificar una mayor variedad de
genes mutados. Los cambios més importantes fueron los
siguientes:

1. La composicion del medio de cultivo. En laférmula del
medio sintético de Vogel-Bonner (Vogel y Bonner 1956),
los aminoacidos fueron reemplazados por una solucion de
casaminoacidos libre de vitaminas. Se ensayaron
concentraciones crecientes de tetrazolio (0,025 hasta 0,250
mg/ml), nitrato (1 hasta 2 mg/ml) y glucosa (1 hasta 4
mg/ml).

2. Las condiciones de aereacion. Las cgas fueron
incubadas con y sin anaerobiosis estricta, durante tiempos
crecientes (1 hasta 6 dias).

Cada modificacion fue valorada comparando €l
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comportamiento de capas de E. coli Nit-, seleccionadas
por resistencia a clorato (Tabla 1, coleccion J. Puig) y
sus respectivas isogénicas silvestres. Tres métodos de
siembra fueron ensayados:

i. Agotamiento; ii. Rayado; iii. Siembra en superficie de
una mezcla preparada a partir de dos cultivos de igua
concentracion celular, correspondientes a una cepa
mutante y otrasilvestre Nit+.

La mgor condicién fue denominada TNC (tetrazolio
nitrato casaminoacidos) (Tabla 2) y se escogié porque
permitié evidenciar, mas répida y claramente, la
coloracién roja de las colonias (fenotipo TNCH),
indistintamente de la mutacién llevada por cada una de
las cepas mutantes ensayadas, las cepas silvestres
utilizadas como control permanecieron incoloras
(fenotipo TNC-). Los resultados obtenidos fueron
totalmente reproducibles en mas de diez ensayos
independientes. Esto también fue observado cuando se
utilizaron mutaciones de delecion y de insercion en
diferentes genes (Tabla 1).

Por lo tanto, e método TNC aqui desarrollado resulté
ser més sencillo y presentd las siguientes ventgjas
adicionales. i. Es eficiente para detectar directamente
mutantes Nit-, en cualquier gen nar, mol y fnr; ii. El
color rojo de las colonias puede observarse
tempranamente, a partir de las 24 hr. de incubacion; los
mejores resultados en la siembra de superficie son
obtenidos con cantidades maximas de 2.000 colonias
por cgja; iii. No es necesario incubar bajo condiciones
de anaerobiosis estricta.

Los resultados aqui obtenidos dejan sin validez la
hipétesis de trabajo propuesta por Fimmel y Haddock
(1979), para explicar bioguimicamente la no reduccién
del TTC en las cepas con mutaciones diferentes a chlC-.
Seglin esos autores, la citocromo oxidasa es inhibida por
el bgo pH resultante de la acumulacion del &cido
formico producido durante el crecimiento anaerébico,
en ausencia de un sistema Formiato Hidrogeno Liasa
(FHL) funcional.

Todos los mutantes aqui utilizados (Tabla 1) se
cheguearon previamente para los fenotipos Nir, Nit,
reversion fenotipica por molibdato y Frd, a tiempos
crecientes de incubacion en los medios de cultivo: 24,
48y 72 horas. Los resultados se correspondieron con lo
esperado (Stewart 1988), excepto para los mutantes
afectados en el operon moe (chlE) que fueron capaces
de revertir con molibdato después de las 48 h de
incubacion. Esto Ultimo permitié establecer un criterio
preliminar de clasificacion fisiol6gica para los mutantes
Nit- Gas- basado en cuatro subclases genotipicas (Tabla
3).
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Tabla 3. Criterio de clasificacion fisioldgica
preliminar de los mutantes pleiotrépicos Nit- Gas-, en
diferentes subclases genotipicas. Mob = molibdeno.

Gen mutado Caracteristicas fisiol6gicas
adicionales

moa 0 mob ir+, No revierte fenotipi camente con

Mab

mod  Nir+, Revierte fenotipicamente con Mob alas
24 h

moe Igual a mod, pero revierte después de
las48 h

fnr Nir-, Frd-, no revierte fenotipicamente con
Mob

Tabla 4. Distribucion de los mutantes Ap” aislados por
dos métodos aternativos. Un centenar de mutantes
independientes, aislados por cada método indicado,
fueron ensayados para los fenotipos Nit-, TNC+ y ChIf,
respectivamente. La frecuencia corregida de mutantes
verdaderamente Nit- fue 6,2 x 10° paa TNC+y 26
x10% para Chl®.

Método de Porcentgje  Distribucion de los aislamiento
de mutantes fenotipos

Nit-  TNC+ ChI®
TNC+ 1,2% 52% 100% 89%

Chi® 0,4% 66% 80% 100%

Comparacion del método TNC con € de resistencia al
clorato, para aislar mutantes Nit.

La resistencia a clorato (ChlF) es un método de alta
eficiencia que, permite seleccionar directamente mutantes
Nit-, por su capacidad de crecer en agar nutritivo con
glucosay clorato, en un lapso de 4 a 5 dias de incubacion
en anaerobiosis estricta (Piéchaud et al. 1969). Es
tradicionalmente utilizado parata fin, pero la mayoria de
los mutantes ChI® llevan mutaciones en los genes mol
(moa, mod o moe) y preferencialmente en moa o mob
(Piéchaud et d. 1969, Case 1970, Glaser y DeMoss
1972).

Sin embargo, € méodo TNC agui desarrollado ofrece
otras ventgjas: i. Se basa en e uso de un medio
semisintético diferencial, lo cua evita la presencia de
compuestos bacterianos téxicos como manera de gercer
una presion selectiva, ii. Los resultados se observan una
presion selectiva, ii. Los resultados se observan

Tabla 5. Clasificacién fisiologica preliminar de los
mutantes ApR aidados, en diferentes subclases
genotipicas. Los mutantes independientes Nit- fueron
agrupados preliminarmente segun € posible gen
mutado, aplicando €l criterio de clasificacion
fisiol6gica descrito enlaTabla 3.
Método de Subclase genotipica
aislamiento moaomob moe mod fnr
nar
TNC 17% 22% 39% 1%
21%

79% Nit- Gas
21% Nit
chi® 80% 8% 10% 0,5%
1,5%

98,5% Nit- Gas
1,5% Nit

tempranamente, durante € crecimiento de las colonias,
iii. No se requiere anaerobiosis estricta.

Con € propésito de valorar la aplicacién del TNC,
como un método nuevo y alternativo al de resistencia al
clorato, ambos fueron utilizados para aislar mutantes
ApF previamente inducidos por mutagénesis biol6gica
(Ortegade L. y Orozco de S. 1982) usando € fago Mudl
(Casadaban y Cohen 1979).

El porcentasje de clones Ap® TNC+ fue
considerablemente superior a de Ap® Chi®: 1,2% vy
0,4%, respectivamente (Tabla 4), y, es posible atribuirlo
ala presién selectiva gjercida por € clorato. Cientos de
clones independientes aislados por cada método fueron
retenidos y relacionados como MA. Se escogieron
aquellos que cumplian con las caracteristicas de la
receptora, y se examinaron los fenotipos Nit-, TNC+ y
Chl®. La correspondencia observada entre esos tres
fenotipos fue inferior a 100% (Tabla 4), por lo tanto,
ninguno de los dos métodos fue totalmente especifico
para aislar mutantes Nit-. Sin embargo, € valor
corregido de la frecuencia de mutantes Nit- TNC+ fue
6,2 x 10° que, es aproximadamente 3 veces superior a
2,6 x 10° obtenido con & método ChiR.

Valoracion del TNC como método que per mite aislar
un mayor espectro de genes mutados.

Los mutantes MA que resultaron Nit-, se clasificaron
preliminarmente en diferentes subclases genéticas
(Tablab), aplicando €l criterio descrito en la Tabla 3.
Efectivamente, el método de resistencia a clorato fue de
mayor especificidad para aislar mutantes pleiotrépicos
Nit- Gas- (98,5%). Por su parte, el TNC permitié aislar
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eficientemente mutantes no pleiotrépicos (21%) vy
pleiotrépicos (79%), con una mayor distribucion de genes
mutados. Con ambos métodos se aislaron posibles
mutantes en fnr, pero el TNC mostré el mayor porcentgje.
Todos los mutantes pleiotropicos ensayados conservaron
la capacidad de crecer anaerdbicamente en medio
sintético a expensas de glucosa, lo cual descartd la
presencia de una mutacién ana (30). Doce mutantes
pleiotropicos, excluyendo los posibles mod-, fueron
ensayados bioguimicamente y todos resultaron defectivos
en laactividad enzimética de laNRA. Seis de ellos fueron
anadizados genéticamente transduciendo la mutacion a
una cepa receptora que presentaba un marcador de
aislamiento (gal o met, segln € cruce), ligado a posible
gen mutado (Tabla 6).

Clones recombinantes para el marcador respectivo fueron
aisados y caracterizados. todos los TNC+ fueron Nit-
Gas- y todos los TNC- permanecieron Nit+ Gast+. El
valor de cotransduccién de Nit- Gas- se compard con
criterios previamente establecidos: entre 20% y 32% con
gal+ indicaba mutaciones moa (2,18,31), entre 9%y 17%
con met+ eran mob (15) y un 3% con gal+ eran moe
(2,18,32,33). Los vaores obtenidos en |os distintos cruces
redizados (Tabla 6) mostraron una estrecha
correspondencia con el tipo de mutacion estimada segiin
la clasificacion fisioldgica preliminar (Tabla 3), lo cual
aportaba confiabilidad a este criterio.

Las cepas donantes MA14, 31 y 45 habian sido aisladas
4como mutantes Ap® TNC+, entonces fue posible
proponer a TNC como un método aternativo pero que
permite alcanzar una mayor frecuencia y distribucion de
genes mutados, detectando simplemente la aparicién de
coloniasrojas.

Aplicacion del método TNC para otros fines genéticos.
Clones merodiploides heterocigotas moa+ / moa- se
construyeron transformando una cepa mutante moaA-
200::Mugs (RK5200) con & pldsmido pSJE100 que porta
€ operon moa+. El fenotipo TNC- (colonias incoloras) se
utilizé en combinacién con € marcador ApR del plasmido,
para aislar transformantes silvestres Nit+ Gas+. De doce
clones independientes reaislados, todos ellos mostraron
restauracién en trans de ambos

fenotipos; la presencia del plasmido fue comprobada
fisicamente.

Transformantes merodiploides heterocigotas para €
operén narC, se han aislado aplicando el méodo TNC,
observandose ademés que, la intensidad del color de las
colonias variaba, segiin e porcentaje de restauracion del
fenotipo Nit+ (datos no presentados).
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Tabla 6. Cotransduccion del fenotipo pleiotropico
Nit- Gas- de agunos mutantes Ap® clasificados
fisiolégicamente. El fago Plvir se utilizd para
cotransducir el fenotipo pleiotrépico Nit- Gas- con
los marcadores de seleccién directa, Gal+ o Met+,
seglin el cruce. Todos los transductantes Gal+ Nit-
Gas- adquirieron el fenotipo Bio+ (Bachman 1990).

Clasificacién Cepas
fisiolégica  donante receptora

Porcentgje de
cotransduccion

moa- MA25 LCB413 20% con gal
MA31 LCB413 28% con gal
MA17 LCB413 32% con ga
mob- MA36 LCB559 9% con met
MAA45 LCB559 17% con met
‘moe- MA14  LCB413 3% con gal

El método TNC se ha valorado ampliamente con fines
genéticos diversos, obteniéndose muy buenos resultados
(Ortega de L. 1982,1985, Ortega de L. y Ball 1985,
OrtegadelL. y Diaz 1995).

CONCLUSIONES

1. El méodo TNC aqui desarrollado es recomendable
por su sencillez, eficiencia y confiabilidad para aidlar,
identificar y cotransferir fenotipos Nit+ (TNC-) y Nit-
(TNC+) de procedencia gendémica o plasmidica.

2. Por lo tanto, puede ser utilizado con diferentes
propésitos, entre otros:

Construir simplemente cepas bacterianas nuevas,
Estudios de ligamiento dirigidos a mapear mutaciones
TNC+ recién aisladas;

Estudios fisiolgicos y de regulacion;

Andlisis de estructurafina
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