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INTRODUCCIOCN

Fijacidn bioldgica de nitrdgeno:

La fijacién bioldgica de nitrdgeno, que consiste en la conver
sién de nitrdgeno atmosférico en amonio, es llevada a cabo por al
gunas bacterias y algas verde-azules. Las bacterias gue fijan
nitrégeno pueden hacerlo en vida libre y/o en simbiosis con orga
nismos superiores.

Entre los microorganismos que fijan nitrdgeno simbioticamente
se encuentran las bacterias del género Rhizobilm gque se asocian
con las raices de algunas leguminosas formando estructuras espe-
cializadas llamadas ndédulos. En los ndédulos, estas bacterias se
diferencian en bacteroides y utilizan el fotosintato proporciona-
do por la planta como fuente energética para la fijacidn de ni-
trdgeno (1). El nitrdgeno fijado en los bacteroides se exporta
al citoplasma dé la célula vegetal en forma de amonio donde es

asimilado y utilizado en una variedad de rutas biosintéticas.

Asimilacién de amonio en bacterias:

La asimilacidn de amonio en bacterias se lleva a cabo median
te la via glutamato deshidrogenasa (GDH) (reaccidén 1) & la glu-
tamino sintetasa (GS)-glutamato sintasa (GOGAT) (reacciones 2 y

3) dependiendo del organismo y de la fuente nitrogenada (2).

2-oxoglutarato + NWNH3 + NADPH ---==-- > glutamato + NADP 1)
lutamato + NH_ + ATP PO, | lutamina + ADP + Pi (2)
giu m 3 MaFF g o E F

. GOGAT -
2-oxoglutarato + glutamina + NADPH -=--=-- = 2-glutamato + NADP (3)



La via principal para la asimilacién de amonio en bacterias
fijadoras de nitrdgeno en vida libre en condiciones de exceso de
amonic es la de GDH. La ruta GS/GOGAT se utiliza en condiciones

limitantes de amonio como cuando la bacteria fija nitrdgeno (3).

Regulacidén de GS en enterobacterias:

La glutamino sintetasa en bacterias entéricas se encuentra re-
gulada tanto a nivel de actividad como de sintesis en respuesta
a la calidad y cantidad de la fuente de nitrdgeno. Asi, cuando
las bacterias entéricas crecen en exceso de amonic, la GS tiende
a adenilarse reduciendo su actividad biosintética. En cultivos
en los que la fuente de nitrdgeno es limitada, la GS se desade-
nila aumentande su actividad. En estas Gltimas condiciones,la
proporcidén glutamina/2-oxoglutarato en las cé&lulas es baja por
lo que se induce la sintesis de GS (4).

La regulacidén de la sintesis de GS a nivel genético estd dada
por un sistema de genes conocido como ntr gque es regulado a su vez
por la fuente de nitrdgeno en el med;o (5). Este sistema ntr re-
gula también genes para la degradacidn de los amino3cidos histidi-
na (hut), arginina (aut), prolina (put) y algunas permeasas. En

Klebsiella pneumoniae los genes gue codifican para la nitrogenasa

(complejo enzimidtico que reduce el nitrdgeno etmosférico a amonio)

son también regulados por el sistema ntr (6).



Asimilacidn de amonio en especies de Rhizobium en vida libre:

Se ha propuesto gue en especies de Rhizobium la via utilizada
para la asimilacidn de amonio en vida libre es GS/GOGAT, ya que

mutantes auxdtrofas de glutamato de R. leguminosarum, R. japonicum,

R. cowpea, R. trifolii, R. meliloti y R. sesbania, no asimilan

amonio. En estas mutantes la actividad de GOGAT es deficiente y
la GDH no estd alterada (7, 8 y 9). Ademds, en R. cowpea y R.

meliloti ni siquiera se detecta actividad de GDH (10) y si se en-

cuentra actividad de GOGAT. 5in embargo, en R. lgguminosarum,

R. trifolii y R. japonicum la asimilacidn de amonio procede por

la via GDH en condiciones limitantes de glucosa y en exceso de ni-
trégeno inorgdnico {11). En R. phasecoli no se detecta actividad

de GDH por lo que se concluye gque la asimilacidn de amonio en este

organismo se realiza unicamente por la via GS/GOGAT (12).

Glutamino sintetasa en Rhizobium:

Las especies de Rhizobium poseen dos tipos de enzimas glutamino
sintetasa. La GSI es similar a la encontrada en enterobacterias
pues es una enzima termoestable, compuesta de doce subunidades i-
dénticas con un peso molecular de 59 000 daltons cada una. Su
actividad se regula mediante el sistema adenilacifn-desadenilacidn
de las subunidades de la enzima. La GSII sdlo se presenta en los

genes de Rhizobium y Agrobacterium (bacterias que interaccionan con

plantas), tiene menos subunidades y es termoldbil (13). En R.
phaseoli creciendo en vida libre se ha visto que estas dos enzimas
se regulan de manera coordinada y complementaria en diferentes -
fuentes de nitrogeno. Por coordinada se entiende gque la actividad
de GSI se induce en condiciones de exceso de amonio como en NH4Cl y

glutamina, mientras gue la GSII se induce en fuentes limitantes de



amonio como en arginina y KNOaA La regulacidn de la GSI y GSII es
complementaria pues al aumentar la actividad de una G5, disminuye

la de la otra. De esta manera la GSI se induce cuando las bacterias
crecen en condiciones de limitacidn de amonio, mientras que no se
registra GSII en estas condiciones. Los niveles de GSI por el con-
trario disminuyen en medio minimo con una sola fuente de nitrdgeno

donde la GSII esta inducida (12). La regulacidén a nivel genético

de la GSI y GSII de R. phaseoli ha sido poco estudiada.

Glutamino sintetasa durante la simbiosis:

Las glutamino sintetasas I y 1I en especies de Rhizobium cre-
ciendo en vida libre son funcionales dependiendo de las condicio-
nes del medio. En cambio, durante la simbiosis con raices de -
plantas leguminosas se ha visto que en los bacteroides estas dos
enzimas se inactivan y/o desaparecen.

En un estudio de Robertson et al (1975) (14), se midid la acti-
vidad de glutamino sintetasa durante el desarrollo nodular indu-
cido por R. lupini en su huésped. La actividad de esta enzima -
en la fraccidén proteica vegetal del nddulo aumenta entre 10 y 20

dias después de inocular las raices de Lupinus luteus con bacte-

rias. Por el contrario, la actividad de GS detectada en los bacte
roides se mantuvo muy baja durante todas las mediciones, Varios
grupos de investigacidn han observado que méds del 90% del total-

de glutamino sintetasa encontrada en los ndédulos de especies de
Rhizobium, se detecta en la fraccidn vegetal y no en los bacteroi-
des (11, 15, 16, 17). Por otro lado, los niveles de GS encontra-

dos en bacterias de R. japonicum fijando nitrdgeno en vida libre



corresponden a GSI adenilada, mientras gque la GSII desaparece (18).
Estas evidencias sugieren fuertemente gue el nitrégeno fija-

do en los bacteroides se excreta al citosocl de células vegetales

¥y €5 asimilado por una glutamino sintetasa de la planta. La

inactivacidn de la GSI y desaparicidn de la GSII en los bacteroi-

des aseguraria que el nitrdgenc fijado no fuera asimilado por los

bacterocides.

Regulacidn a nivel genético de la asimilacién de amonio y la fi-

jacidén de nitrdgeno en enterobacterias:

El sistema genético que regula la sintesis de GS en la entero-

bacteria de wvida libre Klebsiella pneumoniae se ha estudiado deta-

lladamente. En este organismo, el gen estructural de la enzima
glutamino sintetasa (glnA), se encuentra formando un operdn con
los genes reguladores ntrB y ntrC. Los productos de los genes
ntrB y ntrC junto con el producto de ntrA regulan la sintesis de
enzimas necesarias para la asimilacidn de gran variedad de com-
puestos nitrogenados entre los gue se incluye la GS y los genes
responsables de la fijacidn de nitrdgeno (genes nif) (19-22). Es
decir, los genes reguladores de glnA también participan en la re-

gulacidn transcripcional de los genes nif.

Los genes nif de K. pneumoniae se encuentran agrupados en ocho
unidades transcripcionales u operones (23, 24 y 25) gque incluyen
al operdn nifHDK gque contiene los genes estructurales de la nitro-
genasa y al operdn nifLA, gue contiene a los genes reguladores, -
siendo el producto de nifA un activador (26, 27}, y el producto de
niflL un represor (28, 29, 30).

La expresidén de los genes nif en este organismo estd regulada



en dos niveles: el primer nivel lo ejerce el sistema regulatorio
general del metabolismo nitrogenado (ntr) que estd compuestoc por

los genes ntrA, ntrB y ntrC antes mencionados. Los productos de

los genes ntrA y ntrC, en condiciones limitantes de amonio, inte-
ractian para activar la transcripcién del operdén nifLA (31, 22,
32,33) cuyos productos son responsables del segundo nivel de re-
gulacidn, ya que el producto de nifA es necesario junto con ntrhA

para activar la transcripcidén de todos los demis operones nif.

El producto de niflL controla la represidn por amonio de los ope-

rones nif (Fig. 1).

Regulacidn a nivel genético de la asimilacidén de amonio y fija-

cidén de nitrégeno en Rhizobium: .

En especies de Rhizobium los genes gque codifican para los po-

lipéptidos de la nitrogenasa nifH, nifD y nifK han sido clonados

y caracterizados (34-39). Se encontrd que en R. meliloti y en
R. leguminosarum (34, 35 y 36) estos genes estln organizados en
un solo operdn nifHDK como en K. pneumoniae.

En cuanto a la regulacidén de la fijacidn simbidtica de nitrg
geno en R. meliloti y R. leguminosarum se ha demostrado la pre-
sencia de un gen regulador andalogo al gen nifA descrito para K.
pneumoniae. El producto de este gen similar a nifA se requiere
para la activacidn del operdn nifHDK (40); ademds, este gen hi-
bridiza con los genes regulatorios nifA de K. pneumoniae y con,
ntrC de E. coli (41).

Estos estudios sugieren gue en parte la regulacidn de la fi-
jacidn de nitrdgenoc en BPEEEELEE se lleva a cabo mediante un meca-

nismo parecidec al de K. pneumoniae. Otras evidencias de la exis
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tencia de este tipo de mecanismo regulador similar al sistema
ntr de K. pneumcniae, son las mutaciones gque alteran la sintesis
de glutamina en R. meliloti (42), R. phaseoli (43) y Rhizobium
spp. (44) y que producen un fenotipo Fix~ (incapaz de fijar ni-
trdgeno) . En Rhizobium spp. estas mutantes pierden la activi~
dad de GSII y la GSI se encuentra inactivada. Cuando estas mu-

tantes recuperan la actividad de GSI, se recupera también la ac-

tividad nitrogenasa. Sin embargo, revertantes de la actividad
GSII, no fijan nitrdgeno (45). Las mutantes Gln~ de R. meliloti

forman nédulos pequefios de color blanco que no fijan nitrdgeno y
las revertantes Glnt recuperan la actividad de nitrogenasa (46).
Sin embargo, estas mutantes no fueron analizadas geneticamente
por lo que se desconoce si sus fenotipos son el producto de una
6 de varias mutaciones. '

Aunque lo anterior sugiere la presencia de un sistema ntr en
Rhizobium estudios recientes en R. meliloti indican que estos ge-
nes reguladores no se encuentran formando un operdn con el gen
estructural de la GSI ya gque mutaciones polares (por insercidn de
un fragmento de 2.7 Kb que lleva la resistencia a tetraciclina
derivada del Tnl0) en glnA, no tienen efecto sobre nodulacidn ni
fijacidén de nitrdgeno (47). La GSI aparentemente no participa
en la regulacidn de la fijacién de nitr8geno en R. meliloti.

Sin embargo, todos estos datos afin no descartan un posible papel
de 1los sistemas regulatorios de GSI y/o GSII en la regulacién
de los genes nif en Rhizobium.

En nuestro grupo de trabajo se estudia la regulacidén de la
fijacidén de nitrdgeno en R. phaseoli y, especificamente el papel
de los sistemas regulatorios de las glutamino sintetasas.

Siguiendo la estrategia de mutagénesis al azar de R. phaseoli

S 8 =



que resulte en alteraciones en la sintesis & regulacidn de las
4lutamino sintetasas, se aislaron en este laboratorio algunas
clonas de mutantes con alteraciones en la sintesis de glutamina
v/o fijacidn de nitrdgenc. Estas mutantes se aizlaron por su
sensibilidad aumentada a metionina sulfeximina (MS) gue es un
inhibidor especifico de la actividad de glutamino sintetasa. Se
obtuvieron dos tipos principales fde mutantes (MS%):
- mutantes con niveles bajos de GSI vy GSIX incapaces de fijar
nitrdgeno
- mutantes sin actividad de transferasa de GSII capaces de fi-
jar nitrdgeno (43).

Estos resultados sugieren que en R. phaseoli existe un gen )
genes invoalucradcs tanto en la asimilacidn de amonio como en la
fijacidn de nitrégeno y gque mutaciones qgue alteran la actividad
GSII no alteran la fijacidn de nitrdgeno. Sin embargeo, no se ha

demostrado si estas mutaciones mapean en el gen estructural para

GSII.



OBJETIVO:

Los datos hasta agui presentados sugieren la presencia de
genes reguladores comunes para la asimilacidn de amonio y fi-
jacidén de nitrBgenoc en R. phaseoli.

El estudio de la regulacidn de las glutamino sintetasas en
R. phaseoli & nivel molecular reguiere de mutantes en los genes
estructurales de las dos GS. El anédlisis de los fenotipos Fix
¢ Gln de estas mutantes durante ¢l -lesarrollo nodular y la fija
cién de nitrégenc nos dard informacidn sobre la regulacién de -~
las glutamino sintetasas y de su relacién con la fijacidn de -
nitrégeno.

%1 objetivo de este trabajo es la identificacidn , clonacién
y mutaginesis del gen estructural de la glutamino sintetasa II‘
de R. phasecli para posteriormente substitulir el gen silvestre
por el gen mutado,mediante doble recombinacidn, en el genoma de

la cepa silvestre v asi, oktaner mutantes GSII™.
P ,



MATERIAL ¥ METOOSIS
Cepas y plismidos:
Las cepas uvacterianas y plismidos utilizados y construidos

en este trabajo se enlistan en las tablas 1 y 2.

Medios y condicicones de cultivo:

R. phaseoli se cultivd en PY preparade como se describe en
Noel et al (1984). Las cepas de E. coli se cultivaron a 37 C
en LB (peptona de caseina 1.0%, extracto de levadura 0.5% v
NaCl 1.0%). Para el crecimiento de K. pneumoniae se utilizd
MM preparado como se describe en Dixon et al (1977) suplementa-
do en caso necesario con glutamina (Gln) 200 ug/ml e histidina
(His) 5 ug/ml esterilizados por filtracidn. Se agregd 1.5% ds
agar a los medios de cultivo mencionados para solidificarlos.

La seleccidn de¢ ~olonias de la cepa JM83 de E. coli gue llevan
el plaszmido pRK404 con inserto se hizo en medio Mac Conkey. -
Loa antibidticos se aplicaron en la: siguientes concentraciones:
tetraciclina (T¢) 10 ug/ml, cloranfenicol (Cm) 50 ug/ml, ampici-
lina (Ap) 52 ug/ml, kanamicina (Kam) 30 ug/ml, neomicina (Neo)

25 ug/mk.

Conjugaciones y transformaciones bacterianas:

Las conjugaciones se hicieron sobre LB sdlido procurando gue
la proporcidn de células donadoras, receptoras y "ayudadoras"

fuera la misma. Después de incubar las células a 37 C toda la
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Tabla 2.

Plasmido

pFE6162

pRK404

pSUP20S

pMW4

pMW202

pMUW5

EMW7

PRK201:

pJB3

Caracteristicas

Derivado de pACYCl84 con glnT

de R. meliloti clonado en BamHI
Derivado de pRK252 con "polylin-
ker" de pUCY y lac Z

Derivado de pRK404 clonado en
BamHI con ginT de R. phaseoli
Tcl

Derivado de pBR325 con MOB de
RP4 y cos de 1 cmfTeTAp®
derivado de pSUP205 con glnT de
R.phasecli clonado en BamHI
CcmfTcSap®

derivado de pSUP205 deletado en
cos cmTapfTc® (andlogo a pSUP202)
derivado de pSUP202 con glnT de
R.phaseoli clonado en BamHI
cmfap¥rcs

insercidn in vivo de Tn5 en glnT
de pMW5 glnT~ Km¥cm®apfTcs
derivado de ColEl con la regidn
tra de RK2

derivado Km® de R68.45 IncPY

cmTApY

Pldsmidos utilizados y construldos en este trabaju.

Referencia

de Bruijn,et al (1984)

Ditta, 5. (1985)

este trabajo

Simon et al (19g3 !

este trabajo

este trabajo

este trabajo

este trabajo

Guiney et al (1979)

Brewin et 3£ (12980)



noche se resuspendieron en 3 ml de MNaCl 0.85% y se platearcn en
medio selectivo. Las transformaciones se hicieron de acuerdo

a Maniatis et al (1982).

Purificacidn de ADN total y condiciones de digestidn:

Para la purificacidn de ADN total de R. phaseoli se centri-
fugaron 1.5 ml de un precultiveo en fase estacionaria. Las cé-
lulas se lisaron al agregar 100 ul de Sarkosyl al 5% en TE (Tris
50 mM, EDTA 20 mM pH8) y 100 ul de pronasa 2.5 mg/ml incubadas
a 37 C por una hora. El lisado se pasd por una jeringa para
reducir la viscosidad vy se hicieron dos extracciones con fenol
equilibrado en TE y cloroformo. Se precipitd el ADN con 0.25 M
de NaCl concentraci<n final y dos voliimenes de etanol. Después
de congelar la solucidn a -70 C se centrifugd 5 min a 4 C, se
secd por evaporacidén y se resuspendid en agua estéril. Las -
condiciones de digestidn fueron las mismas gue las reportadas

por Quinto et al (1982).

Manipulacidn de ADN:

Las técnicas emplecadas para el aislamiento de pliAsmido (lisis
alcalina), purificacidn ds bacteridéfagos, purificacidén de frag-
mentos de ADN (condiciones de digestidn y gel preparativec) asfi -

como las condiciones de clonaciin estim ampliamente descritas

en Maniatis et al (1982).



Condiciones de hibridizaciodn:

El pldsmido utilizado como detector (pFB6162) se marcd con
32p mediante “"nick-translation" (Rigby et al 1977). El ADN de
R. phaseoli se hibridizd contra el pFB6162 radiactivo por el mé
todo de Southern descrito en Maniatis et al (1982) bajo condi=-
ciones de baja estringencia idnica a 65 C para detectores homd-
logos. La hibridizacidn de las placas de fagos se hizo como
se describe en Benton et al (1977).

Determinacidn de las actividades enzimidticas de glutamino sinte-

tasa:
Las actividades de las GS se determinaron por método "trans-
ferasa" y "sintetasa" (Bender et al 1977). Se colectaron por
centrifugacidén 50 ml de un cultivo en MM glu; la pastilla se la-
vd dos veces con solucidn de extraccidn (imidazol 10 mM, MnCl,
1.0 mM, pH 7.0) y se determinaron las actividades de GS en cé&lu-

las totales permeabilizadas a 30 C y 50 C.

Determinacidn de proteina:

Para calcular las actividades especificas de las GS se deter-
minaron las concentraciones de protefna de acuerdo al m&todo de
Lowry et al (1951).

Seleccidn de cepas resistentes a altas concentraciones de Neomi-

cina y Kanamicina:

La seleccidn de estas cepas se llevd a cabo en placas de LB
Kmyn y LB Neojzs a las que se adiciond una gota de Kml50 y Neoigg

respectivamente. Se dejd difundir el antibidtico durante 4 hrs.

- 15 -



antes de platear un precultivo en fase estacionaria de la cepa

5605 :: Tn5 pMW4 para seleccionar inserciones de Tn5 en el pMW4.



RESULTADROS

L=

Identificacién de la secuencia homdloga a pFB6162:

El pldsmido pFB6162 construido por F.J. de Bruijn (1984), -
lleva clonada una secuencia de ADN gue codifica para la enzima -
glutamino sintetasa II {(glnT) de R. meliloti. Esta secuencia -
se encuentra en un fragmento de restriccidn BamHI de 10 kilobases
{kb) clonado en el plismido pACYCl84. El pFB61l62 complementa la
auxotrofia por glutamina en una cepa de E. coli deletada en el o-
perdn glnA-ntrBC.

Para identificar a un gen gue codifique para actividad de glu-
tamino sintetasa en R. phaseoli CFN42, se hibridizd el ADN total
de esta cepa digerido con las enzimas de restriccidn BamHI. y EcoRI
contra pFB6162 marcado radiactivamente en un experimento de trans-
fecrencia en Southern (fig. 2). Se encontraron tres fragmentos de
restriccién BamHI de 12, 5.7 y 3.5 Kb y cinco fragmentos RcoRI -
de 3.3, 2.8, 2.3, 1.7 y 1.0 Kb de la CFN42 con homologia a -
pFB6162 ., En este laboratorio se ha hibridizado ADN de la éFN42
contra pACYClB4 y no se encontrd homologia (5. Moreno, no publi-
cado) por lo gue las bandas de hibridizacidn de la figura 2 se -

deben a homologia entre RADN de R. meliloti y R. phaseoli.

Clonacidén del fragmento de restriccidén BamHI homdlogo:

Una vez identificados los fragmentos de ADN de la cepa CFHN42
gue contienen homologia con el plismido pFB6162, se procedid a
aislar v clonar estos fragmentos. Para aislarlos se hibridizd

el plédsmido pFB6162 contra un banco de genes de la cepa CFN42.



Ezte banco se construyd clonando digestiones parciales de BamHI
del ADN total de la cepa CFN4. en el colifage lambda 1059 (dona-
do por E. Calva y col.).

Para localizar los fages del banco con homologia a pFB6162
se hicieron impresiones en filtros de nitreocelulosa, de las pla-
cas de lisis formadas por los fagos en un cZsped celular. Los
filtros se hibridizaron contra pFB6162 marcado radiactivamente.
El resultado de este experimento fue la identificacidn de dos fa-
gos (5 y 45) que contenian secuencias homdlogas al pFB6162. Es-
tos fagos resultaron idénticos en el patrén de restriccidn con
las enzimas EcoRI y BamHI y se encontrd que contenian los frag-
mentos EcoRI de 3.3 y 1.7 Kb, y los fragmentos BamHI de 12 y 3.5
Kb previamente identificados (fig. 2). se decidid trabajar con
los fragmentos BamHI del fago 5 ya que el banco de la CFN42 de -
donde proviene, esti clonado en BamHI vy dos de los fragmentos
EcoRI del fago 5 deben contener también secuencias del fago lambda
1059 utilizado como vector. Utilizando sblo los fragmentos -
BamHI se tiene la seguridad de gqgue las secuencias de ADN con las
gque se trabaje sean exclusivamente de R. phaseoli. Los fr;gmen—
tos BamHI del fago 5 se reclonaron in vitro en el sitio BamHI -
del plasmido pRk404. Este plasmido resistente a tetraciclina -
es capaz de ser movilizade y de replicarse en R. phaseoli. Ade-
mds lleva una secuencia "polylinker" (sitioc mltiple para clona-
cidn) después del promotor del operdn para la utilizacidn de lac
tosa (lac). Asi, cuando el pRK404 lleva alguna secuencia clona-

da en el"polylinker", guedasn interrumpidos los genes para la uti-



Fig. ?  Hibridizacidn vs 32p pFB6162 del ADN total de la cepa CFN42 digerido
con BamHI (1) y EcoRI(3) y del fago 5 digerido con BamHI (2) y EcoRI (4). El
ADN sesepard por electroforesis (carriles A), se transfirid a filtros de nitro-

celulosa e hibridizd vs 32p pFB6162 (carriles B).



lizacidén de este carbohidrato.

Los plédsmidos clonados se transformaron a la cepa de E. coli
JM83. Esta cepa lleva una delecidn lac que no le permite meta-
bolizar lactosa a menos gue haya complementacidn en trans con el
pRK404 sin inserto. La identificacidn de transformantes incapa
ces de metabolizar lactosa (Lac”) en medio Mac Conkey con tetra-
ciclina permitid aislar una clona que llevaba el fragmento BamHI
de 3.5 Kb del fago 5. Este plidsmido pMWl se movilizd a la cepa
UNF1751 de K. pneumoniae auxdtrofa de glutamina e histidina (Gln~™,
His™) usando el plidsmido pRK2013 como "movilizador" en la trans-
ferencia. La cepa UNF1751 pMWl es incapaz de crecer en MM His,
Tc, lo gue podia indicar lo siguiente:

- gque la secuencia de 3.5 Kb de R. phaseoli no llevara genes gue
codificaran para glutamino sintetasa.

- gque esta secuencia sI codificara para glutamino sintetasa de R.
phaseoli, pero gue el gen no se transcribiera por tratarse de
un gen interespecificoc, & bien, gue s7 hubiera transcripcidn de

este gen pero gue la GS sintetizada no tuviera actividad en ce-

pas de K. pneumoniae.

Se decidid tomar 100 de las tranformantes JM83 Lac , Tch v

conjugarlas masivamente con la cepa UNF1l751. Aguellas transcon
jugantes que fueran capaces de crecer en MM His, Tc, posiblemete
llevarian el pRK404 con la secuencia deseada. Después de cinco
dias de incubacidn empezaron a crecer unas colonias peguefias vy

blancas gue contenian el plasmido pRK 404 con el fragmento BamHI
de 12 Kb. A este plismido capaz de complementar a la UNF1751 -

se le llamd pMW2. Para checar si el fenotipo Gln* de esta cepa



estaba dado por el pMW2, se movilizd este plidsmido a otra cepa
auxdtrofa de glutamina (UNF1811). La cepa UNF1811 pMW2 también
es capaz de crecer en ausencia de glutamina. ﬁste resultado in-
dica que la secuencia de 12 Kb de R. phaseoli clonada codifica
para alguna enzima gue permite el crecimientc de cepas de K.

pneumoniae Gla~ .

Andlisis de restriccidn del pMW2:

Como se alcanza a apreciar 2n la figura 3, el pMW2 digerido
con la enzima de restriccidn BamHI resulta en dos fragmentos -
correspondientes al pRK404 de 10.6 Kb y a la secuencia clonada
de 12 Kb de H. phaseoli. El patrdn de restriccién del fragmen-

to de 12 Kb digerido con EcoRI tiene tres bandas de 3.9, 3.5 vy

3.1 Kb.

Actividad de glutamino sintetasa:

El fenotipo Gln~ de la cepa UNF1751 estd dado por una muta-
cidn puntual en el gen glnA inducida con etil metano sulfonato
y enriqueciendo con penicilina para auxbtrofas de glutamina. -
Se ha observado gue esta mutante no revierte hasta frecuencias
de 1 x 10'% (e Espin, comunicacidn personal). La cepa UNF1811
deriva de la UNF1751 y lleva la misma mutacidn puntual en Eiﬂﬁ-
y frecuencia de revercidn para este gen'que la UNF1751. Para
gque estas cepas puedan crecer en ausencia de glutamina es nece-

saria la presencia de geres que codifiguen para actividad de GS.

El producto 4: los genes clonados en 21 pMW2 tiene, aparentemente,



Cepa Sintetasa Transferasa

UNF 1811 0.003

UNF 1811 pMW2 0.110 0.008
(4 50 € 0+115)

Tabla3d

Actividad especifica de las

enzimas GSI y GSII de la
cepa UNF 1811 pMW2.

Actividades de sintetasa y transferasa
medidas por el método de Bender et al, 1977.
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Fig. 3 A. Plasmido pMW2 (pRK404 + 12 Kb) digerido con la enzima

de restriccidn BamHj}. B. Fragmento BamdI de 12 Kb digerido con

EcoRI.



actividad de GS de R. phaseoli . Esta actividad se manifiesta
en las cepas de K. pneumoniae Glr~

Para caracterizar mids detalladamente la clona pMW2 construi-
da y verificar que las 12 Kb de R. phaseoli clonadas codifican
realmente para glutamino sintetasa, se procedid a la medicifn
de. actividad de sintetasa y transferasa de la GS en la cepa =
UNF1811 pMW2. Se determind gque la cepa UNF181ll pMW2 tiene acti
vidad de sintetasa estable al calor (tabla 1l); sin embargo, no

se detectd actividad de transferasa.

Construccidn del plismido pMW4:

Para obtener mutantes de R. phaseocli GSII~ es necesaria una
mutagénesis sitio dirigida v asi substituir el gen glnT silves-~
tre por el mutado. Por lo tanto e: necesario mutagenizar la se-
cuencia glnT clonada y que el vectcr que lleva clonado glnT no
se repligque en R. phaseoli para poder seleccionar el evento de
doble recombinacién.

Entre los pldsmidos gue no se replican en R. phaseoli estd el
pSUP205 derivado de pBR325, multicopia, gue contiene el sitio -
cos del fago lambda y la regidn Mob del pldsmido RP4 gue le per-
mite ser movilizado. El pSUP205 lleva genes de resistengia a
los antibidticos cloranfenicol y tetraciclina. Los genes de re-
sistencia a tetraciclina tienen un sitio de restriccidédn BamHI en
donde se reclond el inserto de 12 kb del pMw2 (fig. 4). El
pldsmido resultante pMW4, complementa a la cepa UNF1811 (Gln™)
después de 7 dias de incubacidn en MM Cm. Esta complementacidn
es pobre debido probablemente a la orientacidén invertida del inser
to con respecto a la del pMW5 (ver adelante).
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Fig. 4 Construccién de los plédsmidos

PMW2 y pMW4.
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Mutagénesis del pMW4 con el transposdn Tn5:

Para mutagenizar al pladsmido pMW4 en el gen glnT que lleva
clonzio , se utilizd el transposdn TnS debido a que confiere re-
sistencia a kanpamicina y neomicina en E. coli y R. phaseoli y a
gque la insercidén de Tn5 ocurre casi siempre al azar provocando,
por lo general, mutaciones polares por insercidn (54).

Se transformd el pMW4 a una cepa de E. coli gque lleva inser-
tado el Tn5 en el cromosoma (S605 :: Tnd). Debido a gue el -
pMW4 es un plismido multicopia, inserciones de Tn5 en este pléas
mido aumentarian el grado de resistencia a kanamicina y neomi-
cina.

Se observd gque en Neogpg (0.5 mg/ml) era posible distinguir
claramente posibles mutantes gue llevaban Tn5 en el pMwd. ° El
andlisis de restriccidn de los plasmidos contenidos en estas co-
lonias S605 :: Tn5 pMW4 indicd gque siI hubo inserciones de Tn5 en
plasmido. Sin embargo, todas las inserciones analizadas conte-
nian al transposén en el mismo sitio del vector (fig. 6).

Estos resultados indican gue la insercidén de Tn5 es locali-
zada en este caso. Mediante andlisis de restriccidon del pMW4a::
Tn5 se determind que el sitio preferencial de insercidn del Tn5

podria ser el sitio cos del fago lambda gque lleva el pSUP205.

Construccidn del pMW5:

Para poder mutagenizar la secuencia glnT clonada, se decidid
sequir las siguientes estrategias:
1. Utilizar el transposdn Tnl0 gue confiere resistencoa a tetra

ciclina.



T Utilizar un vector sin el sitio cos de lambda.

1. Mutagénesis con TnlO:

Se movilizd el pMW4 (pSUP205 + 12 Kb) a una cepa de E. coli
w3ll0 lac :: TnlD gue lleva insertado el Tnll en cromosoma. La
cepa resultante w3ll0 lac :: Tnl0 pMW4 se usoc como donadora en -
una cruza donde se selecciond la cotransferencia del pMW4 (CmT) y
TRld {(Tef)s Las colonias resistentes a cloranfenicol y tetraci-
clina aparecieron a una frecuencia muy baja y ninguna resultd ser
inserciones de Tnl0 en pldsmido; posiblemente debido a la baja -

frecuencia de transposicifén de TnloO.

2. Construccidn de un vector sin atrapador de Tn5:

El plasmido pSUP205 lleva clonada la secuencia cos de lambda
en el sitio Pst I quedando interrumpido el gen gue codifica para
resistencia a ampicilina (fig. 2}. La digestidn de pSUP205 con
la enzima Pst I seguida de una ligacidn con ligasa T4 permitié -
la eliminacidn del sitio cos regenerdndose la resistencia a ampi-
cilina. En este vector (pMW202) se reclonad el fragmento BamHI
de 12 Kb purificado a partir del fago 5 del banco de la CFN42, -
resultando en el PMW5. Este plidsmido complementa a K. pneumoniae

Gln~ en dos dias.



Fig. 5 Construccidn de los plasmidos pMW5 y pMW7.
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Mutagénesis del pMWS5S con el transposén TnS:

Una vez construido un plismido_sin sitio cos y gue lleva clo-
nado glnT de R. phaseovli, se procedid a mutagenizarlo. Se movi-
1izd el pMW5 a la cepa 5605 :: Tn5 usando el pldsmido pJB3 como
"movilizador" en la transferencia. Las transconjugantes analiza-
das llevaban también resistencia a tetraciclina que es el marca-
dor del pladsmido"movilizador".

La cepa resultante S605 :: Tn5 pMW5 pJB3 se conjugd con la -
UNF1811 para movilizar al pMW5 y seleccidnar inserciones de Tn5
en glnT. Se seleccionaron transconjugantes incapaces de crecer
en ausencia de glutamina y gque llevaran pMW5. Se obtuvieron cin-
co colonias con inserciones de Tn5 en glnT del pMWS. Se observd
cque la secuencia responsable de la complementacidn (glgzjsc encon-
traba en un extremo del inserto (fig. ) S Inserciones de Tn5 de

0.8B a 1.1 Kb de distancia del sitio BamHI del inserto de 12 Kb re-

sultan en la pérdida de la capacidad de complementar (fig. - ).



inserto Bam HI de |2 Kb
A

7 7

— pMW5

l sitios Bam HI

{ sitios Eco RI

Fig. 6 A.Electroforesis en gel de agarosa que muestra la insercidn localizada del
transposén Tn5 en el pldsmido pMW4 digerido con BamHI. B. Inserciones al azar de
Tn5 en el pldsmido pMW5. ADN digerido con BamHI. La banda superior corresponde -

al pJB3 linearizado. C. Modelo del plidsmido pMW7 {(pMW5 glnT :: Tn5).



DISCUSION Y CONCLUSIONES

La regulacidn de la glutamino sintetasa es de gran interés
en Rhizobiaceae, ya gue se piensa gue la asimilacidn de amonio
se encuentra inhibida en bacteroides. El nitrdgeno recién fi-
jado se exporta al citoplasma de las células vegetales cn forma
de amonio donde es asimilado por una glutamino sintetasa esPeCE
fica de nddulo codificada por el genoma de la planta. Para
estudiar la regulacidn de la glutamino sintetasa a nivel mole-
cular, se ha aislado el gen glnT (gen estructural para GSII) de
R. phaseoli.

La obtencidn de mutantes de Rhizobiaceaes en glutamino sin-
tetasa se complica por el hecho de poseer por lo menos dos ge-
nes para GS. En este laboratorio, se ha tratado de aislar mu-
tantes auxdtrofas de glutamina de R. phaseoli a través de la -
mutagénesis con nitroso guanidina seguida de enriguecimientos
con penicilina para cepas Gln-. Posiblemente debido a la nece
sidad de mutar dos genes para obtener este fenotipo y ya gue la
frecuencia con la gue se obtendrian dichas auxbtrofas es muy
baja, no se logrd aislar estas mutantes gln~ de R. phaseoli.

Otra estrategia gue se ha seguido para la obtencidn de es-
tas mutantes ha sido la mutagénesis al azar de R. phaseoli con
el transposén TnS. Estas mutantes se aislaron por su sensibi-
lidad aumentada a metionina sulfoximina (inhibidor especifico

de GS). Se obtuvieron asi mutantes con niveles bajos de GSI



y GSII incapaces de fijar nitrdgeno y mutantes sin actividad de
transferasa de GSII capaces de fijar nitrdgeno (43). Estos da
tos sugieren que en R. phaseoli existe un gen & genes involucra
dos tanto en la asimilacidn de amonio como en la fijacién de ni
trdgeno y que mutaciones gue alteran la actividad GSII no alte-
ran la fijacidn de nitrdgeno. Sin embargo, no se ha demostra-
do si estas mutaciones mapean en el gen estructural para GSII.
Se decidid entonces seguir la estrategia de mutagénesis si-
tio dirigida que consiste en la substitucidn, mediante doble -
recombinacidn, de secuencias de ADN en cepas silvestres por se-
cuencias homdlogas mutagenizadas con el transposdn Tn5. Pa-

ra obtener mutantes glnT- de R. phaseoli mediante mutagénesis

sitio dirigida es necesario aislar, clonar y mutagenizar el
gen glnT . En este trabajo, se siguieron los pasos enlistados

a continuaciodn:

1. Identificacidn en el genoma de R. phaseoli del gen gue codi-
fica para la GSII utilizando un plasmido gue tiene clonado este
gen de R. meliloti (49).

2. Aislamiento en un banco de genes de la cepa CFN42 construido
en el fago lambda 1059 de la secuencia homdloga identificada.
3. Reclonacidn del fragmento de restriccién homdlogo.

4. Complementacidn con el pldsmido gue lleva clonado este frag-

mento de restriccién homélogo, del fenotipo Gln~ en cepas de K.
]

pneumoniae,

5. Mutagénesis de este plismido con el transposdn Tn5.



Los datos aqui presentados demuestran que los pldsmidos gue
llevan clonado ADN de R. phaseoli homdlogo a glnT de R. meliloti
(pMW2, pMW4 y pMW5) son capaces de Complementar.cepas de K. -
pneumoniae auxdtrofas de glutamina y permitir su crecimiento en
medio minimo con (NH4) 2,50, como finica fuente de nitrdgeno. Sin
embargo, el pMW4 tiene una capacidad pobre para esta complementa
cidn ya que se reguieren 7 dias para la ap&ricién de las colonias
de K. pneumoniae, mientras que la UNF18ll pMW5 crece en dos dias.
Una posible explicacidn para esta diferencia seria que el promo-
tor a partir del cual se expresara el glnT clonado estuviera en
el vector. La orientacidn del fragmento BamHI de 12 Kb clonado
en el pMW4 no permitiria gue el promotor del vector fuera funcio-
nal para glnT. En el pMWS dicha orientacidn podria estar inver-
tida con respecto a la del pMW4 permitiendo gue el promotor del
vector guedara en fase con glnT mejorandose asi la complementa-
cién notablemente. Un andlisis de los fragmentos de restric-
cidn producidos por alguna enzima daria informacidn sobre la o-
rientacidn del inserto clonado en el pMW4 y pMWS5.

Al mutagenizar el pMW4 con TnS se encontraron resultados muy
interesantes ya que la transposicidn de Tn5 en este caso es loca-
lizada. Se determind que el sitio preferencial de insercidn del
Tn5 era el sitio cos del fago lambda que lleva el pSUP205 pues
al eliminarlo la insercidn es al azar. Este es el primer repor-
te de gque el sitio cos del fago lambda sea un atrapador de Tn5.

Se determind luego gue el gen glnT se encuentra situado en un
extremo del fragmento BamHI de 12 Kb clonado, yva gque inserciones
de TnS5 entre 0.8 y 1.1 Kb de distancia de uno de los sitios BamHI

del inserto resultan en la pérdida de la capacidad de complemen-
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tacidn para crecimiento de cepas de K. pneumoniae Gln . La cerca-
nia de glnT al extremo del inserto apoyaria la hipbtesis de que

el promotor gue se estd utilizando para su expresidn se encuentra
en el vector.

La actividad de glutamino sintetasa que se detectd en estas -
cepas conteniendo pMW2 es estable al caleor como la GSI. La ter-
mosensibilidad de la enzima glutamino sintetasa es una caracterig
tica de la GSII, sin embargo, esta sensibilidad podria no expre-
sarse en K. Eneumoniae.. Es decir, gue la GSII clonada en este
trabajo podria ser termoestable debido a gue el gen glnT se estu
viera expresando en un organismo distinto a Rhizobiaceas.

En cuanto a la falta de actividad de transferasa de glutami-
no sintetasa de la UNF18l11 pMW2, no se ha podido determinar por
qué existe actividad biosintética mientras gue no se detecta -
actividad de transferasa. Sin embargo, este fenotipo GSII
transferasa” también se presenta en las mutantes de R. phaseoli
antes descritas gque fueron mutagenizadas al azar con Tn5 y se-
leccionadas por su sensibilidad aumentada a metionina sulfoxi-
mina. Esta similitud en fenotipos, si se explora detallada-
mente, podrfa sugerir que la GS clonada en el pMW2 sea la GSII.
sin embargo, una evidencia concluyente seria el andlisis de la
actividad de GSII en mutantes glnT :: Tn5 de R. phaseoli que se

obtuvieran por doble recombinacidn con el pMW7 (que lleva -

glnT :: Tn5).



La estrategia de mutagénesis sitio dirigida para la obten-
cidén de mutantes glnT™ de R. phaseoli es aplicable también para
mutantes glﬂﬁf (gen estructural para la glutamino sintetasa I).
En este laboratorio Soledad Moreno aislé el cdsmido p240 de un
banco de la cepa CFN42 de R. phaseoli constrxuido en el vector
pSUP205. Este cdsmido complementa la auxotrofia por glu£amina
de cepas de K. pneumoniae y les confiere actividades de sinte-
tasa y transferasa de glutamino sintetasa. El pldsmido pSM240
lleva clonados dos fragmentos EcoRI derivados del césmido p240.
Estos dos fragmentos constituyen la secuencia minima indispen-
sable para gue haya complementacidn con cepas de K. pneumoniae
Gln~.

Los plismidos pMW2 y pSM240C no tienen secuencias homélog;s
entre si por lo gue es posible gue en estos dos plismidos es-
tén clonados los genes que codifican para las dos GS de R. -

phaseoli: glnT en el pMW2 y glnA en el pSM240.

La obtencién de mutantes glnT y/o glnA~ de R. phaseoli
y el estudio de su fenotipo simbidtico proporcionard valiosa
informacién sobre el papel de estas enzimas y/o de sus siste-

mas regulatorios en la fijacidn de nitrdgeno.
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