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INTRODlJCCION 

Fijación biológica de nitrógeno: 

La fijación biológica de nitrógen~ que consiste en la conve r 

sión de nitrógeno atmosférico en amoni~ es llevada a cabo por a~ 

gunas bacterias y algas verde-azules. Las bacterias que fijan 

nitrógeno puede n hacerlo en vida l ibre y/o en simbiosis con org~ 

nismos superiores. 

Entre los microorganismos q u e fijan nitrógeno simbioticamente 

se encuentran las bacterias del género Rhizobium que se asocian 

con las raíces de algunas leguminosas formando estructuras espe-

cializadas llamadas nódulos. En los nódulos, estas bacterias se 

di f erenc i an e n bacteroides y utilizan el fotosintato proporciona -

do por l a planta como fuente energética para la fija ción de ni-

trógeno (1) . El nitrógeno fijado en los bacte roides se exporta 

al citoplasma de la célula vegetal en forma de amonio donde es 

asimilado y utili zado en una variedad de rutas biosintéticas. 

Asimilación de amonio en bacterias: 

La asimilación de amonio en bacterias se l leva a cabo median 

te la vía glutamato deshidrogenasa (GDH) (re acción 1) ó la g l u-

tamino sintetasa (GS)-glutamato sintasa (GOGAT) (reacciones 2 y 

3) dependiendo del organismo y de l a fu e nte nitrogenada (2). 

2-oxoglutarato + NH 3 + NADPH ---~~~-.,._ glutamato + NA DP (1) 

glutamato + NH + ATP ---~~---...- glutamina + ADP + Pi (2) 3 Me++ 

2 - oxoglutara t o + glutamina + NADPH -~s>~~!~ 2 -glutama to + NADP (3) 

1 



La vía principal para la asimilación d e amonio en bacterias 

fijadoras de nitrógeno en vida libre en cond iciones de e xce so de 

amonio es la de GDH . La rut a GS/GOGAT se utiliza en cond iciones 

limitantes de amoni o como cuando la bacter i a fija ni t rógeno (3). 

Regulación de GS en enterobacterias: 

La glutamino sintetasa en bacterias entéricas se encuentra re

gulada tanto a nive l de actividad como de síntesis en respuesta 

a la calidad y cantidad de la fuente de nitrógeno. Así, cuando 

las bacterias entéricas crecen en exceso de amonio, la GS tiende 

a adenilarse reduciendo su actividad biosintética. En cultivos 

en los q ue la fuente de nitrógeno es limi tada , la GS se desade-

nila aumentando su actividad . En estas Últimas condiciones.la 

proporción glutam i na/2-oxogl u tarato en l as células es baja por 

lo q ue se induce la síntes is de GS (4). 

La regulación de la síntesis de GS a nivel genético está dada 

por un sistema de genes conocido como ntr que es regulado a su vez 

por la fuente de nitrógeno en el medio {5). Este sistema ntr re -

gula también genes para la degradación de los aminoácidos histidi

na (hut), argin ina (~), prolina (~) y algunas permeasas. En 

Klebsi e lla pneumoniae los genes que codifican para la nitrogenasa 

(comple jo enzimátic o que reduce el nitrógeno atmosfér i co a amonio) 

son también regulados por el sist e~a ~ (6). 
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As i milación d e amonio e n especies de Hhizobi um en vida li b r e : 

se h a propuesto 4 ue e n especies de Rhizobium la vía utilizad a 

para la asimilación d e amonio en vida libre es GS/GOGAT, ya q ue 

mutantes auxótrofas de g lutamato d e ª" legum i nos arum, R. j aponicurn, 

ª" cowpea , ª" tr i foli i , ª" meliloti y ª" sesbania, no asimilan 

amonio. En e stas mutantes la actividad de GOGAT es de fi c iente y 

la GDH no está alterada (7 , 8 y 9) . Además, en ª" cowpea y ª· 
me l i l oti ni s i quiera se detecta actividad de GDH (10) y si se en-

cue ntra actividad de GOGAT. Sin embargo, en ª" ~uminosarum, 
R. trifolii y ª" japonicum la asimilación de amonio procede por 

la vía GDH en condiciones limitantes de glucosa y en exceso de ni-

trógeno inorgánico (11). En ~- phaseoli no se detecta actividad 

de GDH por lo que se con c luye que la asimilación de amonio en este 

organismo se rea l iza unicamente por la vía GS/GOGAT (12). · 

Gluta mino sinte tasa en Rhizobium: 

Las especies de Rh izobium poseen dos tipos de enzimas glutamino 

s intetasa. La GSI es similar a la encontrada en enterobac~eria s 

pues e s una enzima termoestable, compuesta de doce subunidades i-

dénticas con un peso molecular de 59 000 da ltons cada una. Su 

act i vidad se regula mediante el sistema adenilación-de s adenilación 

de las subunidades de la enzima. La GSII sólo se presenta en los 

gen e s de Rhizobium y Agrobactcrium (bacterias que i nteracc ionan con 

plant a s ), tiene menos subunidades y es termolábil (13). En R. 

pha s eoli creciendo en vida libre se ha visto que estas dos enzimas 

s e reg u lan de manera coordinada y complementaria en diferen tes -

fuentes de nitrógeno. Por coordinada se entiende q u e la activ i dad 

de GSl se i nduc e en condiciones d e exceso de a mo nio c o mo en NH4Cl y 

g l u tamina, mi en tra s que la GSII se induc e en fuen t e s l imitante s de 



amonio como en argin i na y KN0
3

. ~a regulación de la GSl y GSII es 

compl e mentaria pues al aumentar la actividad de una GS, disminuye 

la de l a otra. De esta manera la GSI se induce cuando las bacterias 

crecen en condic i ones d e limitación de amonio, mientras q ue no se 

r egistra GSII en estas condiciones. Los nivele s de GSI por el con-

trar i o disminuyen en medio m[n i mo con una sola fuente de nitrógeno 

dond e la GSII está inducida (12 J. La r egulación a nivel genético 

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

Gluta mino sintetasa durante la simbiosis: 

Las glu tamino sintetasas r y II en especies de Rhi zob ium cre

ciendo en vida libre son funcionales dependiendo de las condicio-

nes del medio. En cambio, durante la simbiosis con raíces de 

plantas legumino s as se ha vi s to que en los bacteroide s estas dos 

enzimas se inactivan y/o desaparecen. 

En un estudio de Robertson et al (1975) (14), se midió la acti

vidad de glutamino sintetasa durante el desarrollo nodu l ar indu-

cido por ~- lupini en su huésped. La actividad de esta e nzima -

en la fracción proteica vegetal del nódu l o aumenta entre 10 y 20 

días después de inocular la s raíces de Lupinus luteus con bacte-

rías. Por el contrario, la actividad de es detectada en los bact~ 

roides se mantuvo muy baja durante todas las mediciones. Varios 

grupos de investigación han observado que más del 90% del total· 

de glutamino sintetasa encontrada en los· nódulos de especies de 

Rhi zobium, se detecta e n la fracción vegetal y no en los bacteroi -

des (11, 15 , 16, 17) . Por otro lado, los niveles de GS e ncontra-

dos en bacte rias de R. japonic um f ij ando nitrógeno e n v i da libre 
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corresponden a GSI aden ilada, mientras que la GS!I desaparece (18). 

Estas evidencias sugieren fuertemente que el nitr6geno fija

do e n l os bacteroides se excreta al citosol de células v e getales 

y e s asimi l ado por una gl utamino sintetasa de la planta. La 

inactivaci6n de la GSI y desaparici6n de la GSII en los bacteroi

des aseguraría que el nitr6geno fijado no fuera asimilado por los 

bacteroides. 

Regulaci6n a nivel genético de la asimilaci6n de amonio y la fi

jaci6n de nitr6geno en enterobacterias: 

El sistema genético que regula la síntesis de GS en la entero

bacteria de vida libre Klebsiella pneumoniae se ha estudiado deta-

lladamente . En este organismo, el gen estructural de la enzima 

glutamino sintetasa {glnA), se encuentra formando un oper6n con 

los genes reguladores ntrB y ntrC. Los productos de los genes 

ntrB y ntrC junto con el producto de ntrA regulan la síntesis de 

enzimas necesarias para la asimilación de gran variedad de com

p uestos nitrogenados entre los que se incluye la GS y los genes 

responsables de la fijación de nitrógeno (genes nif) (19-22). Es 

decir, los genes reguladores de glnA también participan en la re

gulación transcripcional de los genes nif. 

Los genes nif de ~- pneumoniae se encuentran agrupados en ocho 

unidades transcripcionales u operones (23, 24 y 25) que incluyen 

al oper6n nifHDK q u e contiene los genes estructurales de la nitro

genasa y al oper6n nifL~, que contiene a los genes reguladores, -

s iendo el prod ucto de nifA un activador (26, 27), y el producto de 

ni f L un r epresor (28, 29, 30 l. 

La e xpres i6n de l os genes nif en este organismo está regulada 
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en dos niveles: el primer nivel lo ejerce el sistema regulatorio 

general del metabolismo nitrogenado (~) q ue está compuesto por 

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

los genes ntrA y ntrC, en condiciones limitantes de amonio, inte

ractúan para activar la transcripción del operón nifLA (31, 22, 

32,33) cuyos prod uc tos son responsables del segundo nivel de re

gulación, ya que el producto de nifA es necesario junto con ntrA 

para activar la transcripción de todos los demás operones nif. 

El producto de nifL controla la represión por amonio de los ope

rones nif (Fig. 1). 

Regulación a nivel genético de la asimilación de amonio y fija

ción de nitrógeno en Rhizobium: 

En especies de Rhizobium los genes que codifican para los po

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

y caracterizados {34-39). Se encontró que en ~- meliloti y en 

R. leguminosarum {34, 35 y 36) estos genes están org a nizados en 

un solo operón nifHDK corno en K. pneumoniae. 

En cuanto a la regulación de la fijación simbiótica de nitró 

geno en ~- meliloti y ~- leguminosarurn se ha demost r ado la p r e

sencia de un gen regulador análogo al gen nifA descrito para X. 

pneumoniae . El producto de este gen similar a nifA se requiere 

para la activación del operón nifHDK (40); además, este gen hi

bridiza con los genes regulatorios nifA de K. pneumoniae y con . 

ntrC de ~- coli (41) . 

Estos estudios sugieren que en parte l a regulación de la f i

jación d e nitrógeno en Rhiz~bium se lleva a cabo mediante un meca-

nismo par e cido al de K. pne umoni ae. Otras evidencias d e l a ex i s 
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(glnG) (glnL) 

ntrC ntr B gin A (glnF) 

ntrA ,--. 
~----------PI 

otros operones 
bajo control n.!r 

p -------P2 

activodor ___ .... represor 
bojoN 

nifA 
---- --P 

1 

L::::~~J 
' 1 
1 
1 
1 

operones nlf 
-------P 

- - - ""' _ __..¡ ____ ..... ., - -

octivador re pre sor --<1----------------
bojo N 

F i g. l. Modelo para el co n t r ol nit r ogenado de la fijació n 

de n i tróg eno en ~ - pneumoniae (22). 
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tencia de este tipo de me~anismo regul c dor similar al sistema 

ntr de K. pneumoniae, son las mutaciones que a lteran la síntesis 

de glutamina en ~· meliloti (4 2 ), ~- phaseoli (43) y Rhizobium 

spp. (44) y que producen un fenotipo Fix- (inca~az de fijar ni-

trógeno). En Rhizobium spp. estas mutantes pierden la activi-

dad de GSII y la GSI se encuentra i nactivada. 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 nitrógeno (45). Las mutantes Gln- de R. meliloti 

forman nódulos pequeños de color blanco que no fijan nitrógeno y 

las revertantes Gln+ recuperan la actividad de nitrogenasa (46). 

Sin embargo, estas mutantes no fueron analizadas geneticamente 

por lo que se desconoce si sus fenotipos 

ó de varias mutaciones. 

son el producto de una 

Aunque lo anterior sugiere la presencia de un sistema nti en 

Rhizobium estudios recientes en ~· meliloti indican que estos ge

nes reguladores no se encuentran formando un operón con ~l gen 

estructural de la GSI ya que mutaciones polares (por inserción de 

un fragmento de 2.7 Kb que lleva la resistencia a tetraciclina 

derivada del TnlO) en glnA, no tienen efecto sobre nodulación ni 

fijación de nitrógeno (47). La GSI aparentemente no participa 

en la regulación de la fijación de nitrógeno en R. meliloti. 

Sin embargo, todos estos datos aún no descartan un posible papel 

de los sistemas regulatorios de GSI y/o GSII en la regulación 

de los genes nif en Rhizobium. 

En nuestro grupo de trabajo se estudia la regulación de la 

fijación de nitrógeno en ~- phaseoli y, específicamente el papel 

de los sistemas regulatorios de las glutamino sintetasas. 

Sig u iendo la estrategia de mutag éne sis al azar de R. phaseoli 
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que r •s ult a en alteraciones en la síntesis ó req ulación de la s 

~lutamino sintetasas, se ais l a~on en este laboratori o a l q una s 

clonas de mutantes con alteraciones en la s[ntesis de q luta mi na 

v/o f ii ación de nitróqeno. Estas mu t antes se a i s l aron ~or su 

sensibilidad aumentad a a metionina s ulfoximina (MS) que es un 

inhibidor específico de la actividad de qlutamino sintetasa . Se 

obtuvieron dos tipos prinCl.pales dP. mutantes (MSS): 

- mutantes con niveles baios de GSI v GSII incapaces de fiiar 

nítróqeno 

- mutantes sin actividad de transferasa de GSII capaces de fi

jar nitrógeno (43). 

Estos resultados sugieren que en !· phaseoli existe un gen ó 

gene • involucrados !anto en la asimilación de amoni o como en la 

fijación de n itiógeno y que mutaciones que alteran la actividad 

GSII no alte ran la fijación de nitrógeno. Sin embargo, no se ha 

demos t rado si estas mutaciones mapean en el gen estruc t ural para 

GSII. 
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OBJETIVO : 

Los da tos hast a 1guí presentados s ug ieren la presenci a de 

genes reguladores c~munes pa ra la a simila ción de amon i o y fi

jación de n itrógeno en ~ · phaseoli. 

El estud i o de la regulación de las g lu ta mi no sin tetasa s en 

R. phaseol i a n i vu l molecular req~ie r e d e mutactes en l os genes 

es tructura le s de las do s GS . El análisis de los fenotipos Fi x 

¡ Gln de ast aG mutantes durante el ·: • sa rro llo nodu l ar y la fij~ 

ción de nit róge n o nos dará info r mac i S n sobre la r egulació n d e -

l as glutamin o sintetasas y ce su relacién con la fijación d~ -

nitrógeno. 

~ l objetivo de este t rabajo es la i denti f icación , c lonación 

y m~caginesiE de l gen es c ructural d a la glutam i no n intetasa II 

de ! · phasec l i para ~ o ster ior~e1:c a subs c itui r el ge n si lve st r e 

p0r e l gen mutado,mediantc doble recomb i na c i ó n , en e l ge n oma de 

la cepa silvestr& y aEi , obt~ncr m ut ant~ s GSII 
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MAT ER l AL Y METO~~S 

Ce p as y plismi do s: 

La s =e pas uac ter i anas y plismiaos u ti l izado s y const rui~oe 

en este trabaj o se enl istan en l as ta b las l y 2. 

Med i os y condiciones d e cultivo: 

R. phaseoli se cultivó en PY preparado como se describe en 

Noel ~al (198.;). Las cepas de ~- coli s e cultivaron a 37 e 

en LB (peptona de caseina 1.0\, extracto de levadura 0 .5% y 

NaCl 1.0~). Para el crecimiento de ~- pneumoniae se utilizó 

MM p reparado como se describe en Dixon et al (1977) suple men ta 

do en cas o necesario con glutamina (Gln) 200 ug/ml e histic ina 

(Hisl 5 ug/ml e sterilizados por filtración. Se a gregó l .S i d e 

agar a los medios de cultivo men c ionados para sol idif icar los . 

La 5 elección d o =o l o n ia s de la ce p a JM83 d e E . coli que llevan 

el pli ~mido pRK4 0 4 c o n in se rto s e h izo en medio Ma c Conkey . . 

Loa an ti bióticos se aplicaro n en la ~ sig u iente s c on=e n t r acion ~s : 

tetraciclina (Te) 10 ug/ml, cloran f enicol (Cm) 50 ug/ml, amp ic i

lina (Ap) 5 0 ug/ml, kanamic i na (Km) 30 ug/ml, neom i cina (Neo) 

25 ug/ml. 

Conjugaciones y transformaciones bac te rianas: 

Las conjugaciones se hicieron sobre LB sól i do p rocurando que 

la proporc ión de cllulas donad ora s , receptoras y "ayudadoras" 

fuera la misma. oespuis de incubar la s cllula s a 37 e tod6 la 
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BacterLa ~ t:tilizeda s &~ c ~te t r~ba jo 

Cepa Ca!"act e ríst ica ::. 

P.hizobi;; m i2.i~ aseoli 

CF't-:42 

Escherichia coli 

JM83 

MCl061 

HB 1 0 1 

5605 

NK5561 

UNF1751 

UNF1811 

Si. tves tr e (a is lamie r. to de 

campo) 

):'ara t'.l<pro-lac } rpsL thi 

.B'ao dlac Z6Ml5).-. Huésped 

lacZ - para plás~idos lacz+ 

A <lacIPOZYA)x 7 4, g alU,galK, 

st r Ar h i;dR- 6 ( ara ,leu) 

J'.'ecA hsuR :sdM .E.~ l eu 

strA Endol thi lacY 

Krnr Rifr Apr no crece en MM 

C60 0 me t::1'n5 

i! ::; - ~ 201 Apr 

g l nA 202 Apr 
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Qui.. n:o e:: <i~ (1~82) 

Casadaban, M (1980) 

Boyer et al (1969) 

Simon , R (1984) 

Kleckner, N 

Espín (no publicado) 

Espín (no p ub l icado) 



Tabla 2. 

Plásmido 

pFl36162 

pRK404 

p~W2 

pSUP205 

pMW4 

pMW202 

pMWS 

pMW7 

pRK20U 

pJB3 

Plásmido s utilizados y construfdos en este trabajo. 

Características 

Derivado de pACYC184 con glnT 

de R . me liloti clonado en BamHI 

Deriva d o de pRK252 con "polylin 

ker" de p UC9 y lac z 

Derivado de pRK404 clonado en 

BamH I con ~ de R. phaseoli 

Ter 

Der ivado de pBR325 con MOB de 

RP4 y cos de l CmrTcrAp5 

derivado de pSUP205 con glnT d e 

~ . p haseoli clonado en BamHI 

cmrTc 5 Ap5 

d e rivado de pSUP205 deletado en 

cos cmrAprTcr (análog0 a pSUP2 0 2) 

derivado de pSUP202 con glnT de 

~.EE_aseoli clonado en BamHI 

cmrAprTc 5 

inserción in vivo de TnS en glnT 

de pMW5 glnT- K:nrcmrApr Tc 5 

derivado de Col El con la región 

tra de RK2 

derivado Km s de R68 .45 I ncPY 

cmrApr 
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Referencia 
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Ditta, G . 11985} 

este trabajo 

Simon et al 119s3 > 

este trabajo 

este trabajo 

este trabajo 

e s te trabajo 

Guiney et al (1979) 

Bre win e t al (198 0 } 



noche se resuspendieron en 3 ml de NaCl 0 .85t y se platearon en 

medio se lectivo. Las transformaciones se hicieron de acuerdo 

a Maniatis et al (1982). 

Purificación de ADN total y condiciones de digest i ón: 

Para la purificación de ADN total de ~· ~seoli se centri-

fugaron 1.5 rnl de un precultivo 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 e por un3 hora. El li sado se pasó por una jeringa para 

reducir la viscosidad y se hicieron dos extracciones con fenol 

equilibrado en TE y cloroformo. Se precipi t ó el ADN con 0.25 M 

de NaCl concentraci=n fina l y dos volGmenes de etanol. Después 

de congelar l a solución a -70 C s e centrifugó 5 mi n a 4 C, se 

secó por evaporación y se resuspendió en agua estéril. Las 

condicio~es de digestión fuero n las mismas que las repor tadas 

por Quinto et al (1982). 

Manipulación de AD ~: 

La ~ técnicas empleadas para el aislamiento de plásrnido (lisis 

alcalina)' purificación d~ bacteriófagos, purificación d e frag

mentos de ADN (c ondiciones de dige s tión y gel prepara tivc) asi 

como las condiciones de clonaci;n están ampliamente descritas 

en Maniatis et al ( 1982). 
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Condiciones de hipridización: 

El plásmido utilizado como detector (pFB6162) se marcó con 

32p mediante "nick-translation" {Rigby et al 1977). El AON de 

~· phaseoli se hibridizó contra el pFB6162 radiactivo por el mé 

todo de Southern desc ri to en Maniatis et ~ (1982) bajo condi 

ciones de baja estringencia iónica a 65 e para detectores homó-

legos. La hibridización de las placas de fagos se hizo como 

se describe en Benton et al {1977). 

nete rm inación de las actividades enzimáticas de glutamino sinte

tasa: 

Las actividades de las GS se determinaron por método "trans-

ferasa" y "sintetasa" (Bender et al 1977). Se colectaronº por 

centrifugación 50 ml de un cultivo en MM glu¡ la pastilla se la

vó dos veces con solución de extracción (imidazol 10 mM, MnC1 2 

1.0 mM, pH 7.0) y se determinaron las actividades de GS en célu

las totales permeabilizadas a 30 e y 50 c. 

Determinación de proteína: 

Para calcular las actividades eapecíficas de las GS se deter

minaron las concentraciones de proteína de acuerdo al mftodo de 

Lowry et!.!_ (1951) . 

Selección de cepas resistentes a altas concentraciones de Neomi

cina y Kanamicina: 

La selección de estas cepas se llevó a cabo en placas de LB 

Km3o y LB Neo25 a la s que se adicionó una gota de Km1so y Neo300 

respect ivamente. Se dejó difundir el antibiótico durante 4 hrs . 
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antes de platear un precultivo en fase estacionaria de la cepa 

5605 : : Tn5 pMW4 para seleccionar inserciones de TnS en el p MW4. 
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RESUT,TADOS 

Ident i fi cación de la secuencia homóloga a p F B6162: 

El plásmido pFB6162 construído por F.J. de Bruijn (1984), 

lleva clonada una secuencia de AON que codif ica p ara la enzima -

gl u tami no sint ~ ta sa II (glnT) de ~ · meliloti. Esta secuencia -

se encuentr a en un fragmento de re s t ricción BamHI d e 10 ki lobases 

(Kb) clonado en el plásmido pACYC184. El pFB6162 complementa la 

auxot rofía por glutamina en una cepa de E . coli deletada en el o

perón glnA-ntrBC. 

Pa ra identificar a u n gen que codifique para activid a d de glu

tamino sintetasa en R. phaseoli CFN42, se hi br id izó el AON tota l 

d e esta c epa d i g erido con la s enz imas de restricción BamHI . y EcoRI 

contra pFB6162 marcado rad i activamente en un e x pe r imento de trans-

f r: r encia en so u ther n (fig. 2). Se encontraron tres fragmentos de 

restricción BamH I 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 d e la CFN42 con homología a 

pFB6162 . En este laboratorio se ha hibridiz a do ADN de la CFN42 

contra pACY C18 4 y no se e ncontró homologí~ (S. Moreno, no pub l i

cado) p or lo que la s bandas de hihrid ización d e l a figura 2 se -

deben a homo logZa entre ADN de R. meliloti y R. p haseol i. 

Clonación del fr agmento de restricción BamHI homólogo: 

Una vez i d en ti fi cados l os fragmento s de ADN de la cepa CFN42 

que con tien e n h omología con e l plásm i do pFB6162, se procedió a 

ai slar y clonar estos fragmen tos . Para aislarlos se h i bridizó 

el plásmid o p FB616 2 c ontra un banco de g ene s de la cepa CFN42 . 
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Es te banco se construy6 clonando d iges tio ne • pa r ciales de BamH I 

de l ADN to tal de la ce pa CfN4l en el col i fag o lambda 1059 (don a

jo por E. Calva y col. l . 

Para localizar los fago s del banco con h omo logía a pFB6162 

se hicieron impr e siones en filtros de nitrocelulosa, de las pla

cas de l isis formad a s po r los fagos en un césped celular. Los 

f iltros se h ibrióizaro n c ontra pFB6162 marcado radiactivamente. 

El resultado de e s te e xper imento fue la identificaci6n de d o s fa -

gos (S y 45) que contenían secuencias hom6logas al pF B61 6 2 . Es-

t os fa gos resultaron idénticos en el patr6n de restricc i 6 n con 

las enzimas EcoRI y BamHI y se e ncontr6 que contenían l o s frag

mentos EcoRI a e 3.3 y 1 .7 Kb, y los fragmentos BamHI de 12 y 3 .5 

Kb pre viamente identificados (fig. 2 l. Se decidió trabajar con 

los fra g mento s BamHI de l fago 5 ya que el banco de la CFN42 de -

donde p roviene, e stá clonado en BamHI y dos de lo s fragmentos 

EcoRI del fa g o 5 deben cont e ner también se ~ uencias d e l fago lambda 

1059 utilizado como vector. Utilizando sólo los fragmentos 

BamHI se tiene la seguridad de que las secuencias de ADN con las 

que se t rabaje sean exc lusivamente de ~- phaseol i . Los fragmen-

tos BamHI del fag o 5 se r e clonaron in vitro en el sitio BamHl 

del p l ásmido pRk 404. Este plásmi do resi stente a tetraciclina -

es capaz de se r movilizado y de replicarse en!· phaseoli. Ade-

más l leva una secue ncia "polyl i nker" (sitio m&ltiple para clona

ción) después d e l promotor del operón para la utilización de lac 

tosa (lac l . Así, c u a ndo e l pRK404 ll e va alguna se c uencia clona-

da en e l"polylinker", quedan interrumpidos los gene s par a la uti -
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Fig . 2.. Hibridiz~ción vs 32p pFB6162 del ADN total de la cepa CFN42 dige rid o 

con BamH I ( l) y EcoR I ( 3) y d e l fa go 5 digerido co n BamHI ( 2) y EcoRI (4) . El 

ADN seseparó por electroforesis (carriles A), se transfirió a f il t r os de nitro-

ce l u l osa e hib ridizÓ vs 32p pFB6162 (carriles B). 



lizac ión de este carbohidrato. 

Los plásmidos clonados se transformaron a la cepa de ~- coli 

JM83. Esta cepa lleva una de le ció n lac q ue no l e p e rmi te meta-

bolizar lactosa a menos que haya complementación en trans con e l 

pRK4 04 sin inserto . La ider.t if icación de transformantes incap~ 

ces de metabolizar lactosa (Lac-) en medio Mac Conkey con tetra

ciclina permitió aisla r una clona que llevaba el fragmento BamHI 

de 3.5 Kb del fago 5 . Este plá s mido pMWl se movilizó a la cepa 

UNF1751 de K. ~eumoniae auxótrofa de glutamina e his tidina (Gln-, 

Hi s-1 u sando el plásmido pRK2013 como "movil i zador" en la tran s -

ferencia. La cepa UNF1751 pMWl es incapaz de crecer en MM His, 

Te , lo que po<lía indicar lo siguiente: 

- qu e la secuencia de 3.5 Kb de ~ - p haseoli no llevara gene s que 

codificaran para glutamino sintetasa. 

- que esta secuenc i a s í codificara pa r a glutamino sintetasa de ! · 

pha seoli , pero q ue e l gen no se transc ribiera por tratarse de 

un gen interespecífico, ó bien, q ue sí hubiera transcripción de 

es te gen pero que la GS sinte ti z Rda no tuviera actividad en ce 

pas de~ · pne umoniae . 

Se decidió tomar 100 d e las tr a nformantes JM83 Lac y 

c onj uga r las masivame nte con la cepa UNF1751. Aque l las transco~ 

jugantes que fueran capace s de crecer en MM His, Te, posiblcmete 

lleva rían el pRK404 con la secuencia deseada. Despu¡ s de c i nco 

día s de inc ubac ió n empezaron a crecer unas colon ias pequeñas y 

b lancas que contenían el p lismido p RK 4 0 4 con el fragmento DamHI 

de 1 2 Kb. A es te plásrnido capaz de complementar a la UNF 1751 -

se le ll a m6 pMW2 . Para c hecar si el f en ot i po Gl n• <le e s ta cepa 
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estaba dado por e l pMW2, se movilizó estt p lásmido a otra cepa 

auxótrofa de. glutamina (UNFl Bll) . La c e pa UNFlBll pMW2 tambi€n 

es capaz de crecer en aus e nc i a de glutamina. Este resultado i n-

d i ca q ue la secuencia de 12 Kb de ~· phaseol i clonada codifica 

para alguna enzima q ue p er~ite e l crecimiento de cepas d e K. 

pneumoniae Gl n -. 

Análisis de re :; tricción. del~: 

Como s e al c anza a a preciar en la figura 3 , el pMW2 digerido 

con la enzima d e r~ st r i cción BamHI resulta en dos fragmentos -

corres pondi e n tes al pRK4 0 4 de 10 . 6 Kb y a la s e cuencia clonada 

de 12 Kb de~ · phaseoli. El patrón de restricc ión del fragmen-

to de 12 Kb d i gerido con Ec o RI t i ene tre s bandas de 3.9, 3 . 5 y 

3 .1 Kb. 

Actividad de glutamin o sintetasa: 

El fenotipo Gl n- de la cepa UNF1751 está dado por una rauta

ción puntual en el gen glnl\ in:iucida con etil met. ano sulfonato 

y enriqueciendo con p e nicilina para aux5tro fa s de glutamina. -

Se h a observado que esta mutante no revierte hasta frecuenc ia s 

de l x 1 C: 10 (G. Es p .Í n, comuni ca c ión personal) La cepa UNFlBll 

deriva de lo UNFl751 y lleva la misma mutación punt ual en ~ 

y frecue nc ia d e rever s ~ 5n p ara este gen que la UNF17Sl . Para 

que estas cepas p ue d an crecer en ause ncia de glutami na es nece 

s ar i a l a p res•ncia d e g e~ es qu e codifiquen para actividad de GS. 

El p roducto d: los genes clon ados e n e l pMW2 ti e ne, aparentemente, 
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Ce pa Sin t etasa Transferasa 

UNF 1 8 11 0 . 00 3 N. D . 

UNF 1 8 11 pMW2 o . 110 0 . 00 8 

(a 5 0 e o . 115 ) 

Tab l a 3 . Actividad espec í fica d e la s e nzimas GSI y GSII de l a 

cepa UNF 1 811 pMW2. Activ i dades de sintetasa y transferasa -

medida s por el rnétono de Be nder et a!, 1 9 77. 
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Fi9 . 3 A. Plásaido p !Uf2 (pRX4 0 4 + 1 2 Xb ) d ige r ido co n la e nz ima 

de restricción BamH}. 

EcoRI. 

B. Fragmen t o Bam~I de 1 2 Xb digerido con 



actividad de GS de ~- phaseoli Esta ac ti vidad se ~ani f iest a 

en las cepas de K. pneumon i a e Gl r-

Pa ra caracterizar más de t a l ladamente la c lon a p~W2 c on s tr u í

da y verificar qu e las 12 Kb de ~- p has e oli clonadas c odif i can 

realmen te para glutamino sintetasa, se proced ió a la medición 

d~ actividad de sin t etasa y transferasa de la GS e n la cepa 

UNF1811 pMW2. Se determinó que la cepa UNF18 ll pMW2 tiene acti 

vidad de sintetasa estable al calor (tabla 1); s i n embargo, no 

se detectó actividad de transferasa. 

Construcción del plásmido pMW4: 

Para obtener mutantes de R . phaseoli GS II es n e ce saria una 

mutagénesis sitio dir igida y así s ubstituír el gen ~ si lves -

tre por el mutado . Por lo ta n to e s necesario mu t agen i zar l a se -

cuencia glnT c lonáda y q ue e l vecto r que l l e va clonado ~lnT no 

se repl ique en ~- phaseoli para pode r seleccionar el évento de 

dob le recombinación. 

Entre los plásmidos que no se rep lica n en ~- phaseoli e stá el 

pSUP2 0 5 derivado d e pBR325, multicopia, que contien e el sitio -

cos del fago lambda y la región Mob del plásmido RP4 que le per -

mite ser movilizado. El pSUP205 lleva genes de resistencia a 

los antibióticos cloranfenicol y tetraciclina. Los genes de re-

sistencia a tetraciclina tienen un sitio de res t r icción BamHI en 

donde se reclon ó el inserto de 12 Kb del pMW2 (fig. 4). El 

plásmido res ultante pMW4, c omp lementa a la ce pa UNF 18ll CGl n -l 

después de 7 días de incubación en MM Cm . Esta complementación 

es pobre debido probablemente a la orientación invert i da del inser 

to con respecto a la del pMWS (ver adelante). 
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Mutagénesis del pMW4 r,on el tran s pos ón TnS: 

Para mutagenizar al plásmido pMW4 en el gen glnT que lleva 

clonE,a , se utilizó el transposón TnS debido i q ue confiere re

sis tencia a kanamicina y n eomicin a en ~- coli y ~· phaseoli y a 

que la inserción de TnS ocurre casi sie~pre al azar provocando, 

por lo general, mu tac iones polares po r inserc ión ( 54) . 

Se transformó el pMW4 a una cepa de E. coli que lleva inser-

tado el Tn5 en el cro~osoma (S60 5 .. Tn5}. Debido a que el 

pMW4 es un plásmido multicopia, inserciones de TnS en este plá~ 

mido aumentarían el grado de res is tencia a kanarnicina y neomi

cina. 

Se observó que en Neo 500 {O.S mg/ml) era posible distinguir 

claramente posible s mu tantes que llevaban TnS en el pMW4 . El 

análisis de restricción de los plásmidos contenidos en estas co

lonias S605 : : Tn S pMW4 i ndicó que sí hubo inserciones de TnS en 

plásmido. Si n embargo, toda s las inserciones analizadas conte -

nían al transposón en el mismo sitio del vector {fig . 6 ). 

Estos resultados i nd ican que la inserción de TnS es locali-

zada en este caso. Mediante análisis de restricción del pMW4 :: 

TnS se determi nó que el si tio preferencial de inserción del TnS 

podría se r el sitio co s del fago lambda que lleva el pSUP205. 

Construc ción del pMWS: 

Para poder rnutagenizar la secuencia glnT clonada, se decid ió 

seguir las siguientes es trateg i a s : 

1. Uti lizar el t r ansposó n TnlO que confiere r cs istencoa a tetra 

ciclina . 
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2. Utilizar un vector sin el sitio cos de lambda. 

l. Mutagénesis con TnlO: 

Se movilizó el pMW4 (pSUP2 0 5 + 12 Kbl a una cepa de ~- coli 

w3110 lac : : TnlO que lleva insertado el Tnl O en c romosoma. La 

cepa resu l tante w3110 l ac : : TnlO pMW4 se us 6 como d o nadora en -

una cruza donde se se leccionó la cotransferenc i a de l pMW4 (cmr) y 

TnlO (Ter). Las colonias resistentes a cloranfen i col y tetrac i -

clina aparecieron a una frecuencia muy baja y ninguna resultó se r 

inserciones de TnlO en plásmido; posiblemente debido a la baja -

frecuencia de transposición de TnlO. 

2. Const r ucción de un vector sin atrapador de TnS: 

El plásmido pSUP205 lleva clonada la secuencia cos de lambda 

en el sitio Pst I quedando inte rrumpido el gen que codifica para 
~ 

resistencia a ampicilina (fig. 6 ). La digestión de pSUP205 con 

la enzima Pst I seguida de una ligación con ligasa T4 permitió -

la eliminación del sitio eos regenerándose la resi stencia a ampi-

eilina. En este vector (pMW202) se reclonaó el fragmento BamHI 

de 12 Kb purif icado a partir del fago 5 del ban co de la CFN4 2, -

resultando en el PMWS. Este pl~smido complementa a ~- pneumoniae 

Gln en dos d!as. 
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Mutaginesis de l pMWS con el transpos6n Tn5: 

Una vez construído un plásmido_ sin sitio cos y que lleva clo -

nado glnT de ~· phase o l i , se procedi6 a mutagenizarlo. Se movi -

liz6 el pMWS a la cepa S605 :: Tn5 usando el plásmido pJB3 como 

"movilizador" en la transferencia. Las transconjugantes analiza-

das llevaban tambiin resistencia a tetraciclina que es el marca

dor del plásmido"movilizador". 

La cepa resultante S605 : : Tn5 pMW5 pJB3 se conjug6 con la 

UNF1811 para movilizar al pMW5 y selecci6nar inserciones de Tn5 

en gl nT. Se seleccionaron transconjugantes incapaces de crecer 

en ausencia de glutamina y que llevaran pMWS. Se obtuvieron cin-

co colonias con inserciones de Tn5 en g l nT del pMWS. Se observ6 

q ue la sec uen cia responsable de la complementaci6n (glnT) sºe encon-

traba en un extremo del inserto (fig. ) . Inserciones de TnS de 

0 . 8 a 1.1 Kb de distancia d e l sitio BamHI del inserto de 12 Kb re

sultan en la pérdida de la capacidad de complementar (fig. · ) . 
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F ig. 6 A.Electroforesi s en g el de agarosa qu e muestr a la in s erción l o calizada del 

transpo s ón Tn5 en el plá s mido pMW4 digerido con BamHI. B. In s ercion es al azar de 

Tn5 en e l plásmido pMW5 . ADN d i gerid o c on BamHI. La banda s uperior c orre s p o nde -

al pJB3 l i nearizado. C. Model o del plásmido pMW7 (pMW5 glnT : : Tn5) . 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

La regulación de la g l utamino sintetasa e s qe gran interés 

en Rhizobiaceae, ya que se piensa que la asimila~ión de amonio 

se encuentra inhibida en bacteroides. El nitrógeno recién fi-

jaóo se exporta al citoplasma de las células vegetales en fo r ma 

de amonio donde es asimilado por una glutamino sintetasa espec~ 

fica de nódulo codificada por el genoma de la plan ta . Para 

estud i ar la regulación de la glutamino sintetasa a nivel mole

cular, se ha aislado el gen glnT (gen estructural para GSII) de 

R. e haseoli . 

La obtención de mutantes de Rhizobiaceaes en glutamino sin

tetasa se complica por el hecho de poseer por lo menos dos ge~ 

ne s para GS . En este laborator io , se ha tratado de aislar mu-

tantes auxótrofas de glutamina de ~· phaseoli a través de la -

mutagénesis con nitroso guanidina s egu i da de enriquec im ien tos 

con penicilina para cepas Gln-. Posibl emente debido a la nece 

sidad de mutar dos genes para obtener este f enotipo y ya que l a 

frecuencia con la que se obtendrían dichas auxótrof as es muy 

baja, no se logró aislar estas mutantes Gln- de ~· pha s eoli. 

Otra estrate gia que se ha seguido para la obtención de es

tas mutantes ha sido la mutagénesis al azar de ~· phaseoli con 

el transposón TnS. Estas mut a ntes se aislaron por su sensibi-

lidad aumentada a metlonina sulfox i mina (inhibid o r específico 

de GS). Se obtuvieron así mutantes coft· niveles b a jos de GSI 
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y GSII incapaces de fijar nitrógeno y mutantes sin actividad de 

transferasa de GSII capaces de fijar nitrógeno (43). Estos da 

tos sugieren que en ~- phaseoli existe un gen ó genes invo lucra 

dos tanto en la asimilación de amonio como en la fijación de ni 

trógeno y que mutaciones que alteran la actividad GSII no alte-

ran la fijación de nitrógeno. Sin embargo, no se ha demostra-

do si estas mutaciones mapean en el gen estructural para GSII. 

Se decidió entonces seguir la estrategia de mutagénesis si

tio dirigida que consiste en la substitución, mediante doble 

recombinación, de secuencias de AON en cepas silvestres por se

cuencias homólogas mutagenizadas con el transposón TnS. Pa

ra obtener mutantes glnT- de ~- phaseoli mediante mutagénesis 

sitio dirigida es necesario aislar, clonar y mutagenizar el 

gen glnT . En este trabajo, se siguieron los pasos enlistados 

a continuación: 

l. Identificación en el genoma de ~- phaseoli del gen que codi

fica para la GSII utilizando un plásmido que tiene clonado ~ste 

gen de~· meliloti (49J. 

2. Aislamiento en un banco de genes de la cepa CFN42 construido 

en el fago lambda 1059 de la s ecuencia homóloga identificada . 

3. Reclonación del fragmento de restricción homólogo. 

4. Complementación con el plásmido que lleva clonado este frag

aento de restricción homólogo, del fenotipo Gln- en cepas de K. 

pneumoniae. 

5. Mutagénesis de este plásmido con el transposón TnS. 
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Los datos aqu í presentados demuestran que los plásmidos que 

llevan clonado ADN de ~· phaseoli homólogo a glnT de R. meliloti 

(pMW2, pMW4 y pMW5) son capaces de complementar cepas de ~

pneumoniae auxótrofas de glutamina y permitir su crecimiento en 

medio mínimo c on (NH4)2so4 como única fuente de nitrógeno. Sin 

embargo, el pMW4 tiene una capacidad pobre para esta complement~ 

ción ya que se requier en 7 días para la aparición de las colonias 

de ~· pneumoniae, mientras que la UNF1811 pMW5 crece e n dos días. 

Una pos ible explicación para esta diferencia sería que el promo

tor a partir del cual se expresara el glnT clonado estuviera en 

el vector. La orientación del fragme n to BamHI de 12 Kb clonado 

en el pMW4 no permitiría que el promotor del vector fuera funcio-

nal pa ra glnT. En el pMW5 dicha or ientac ión podría es tar i nver-

tida con respecto a la del pMW4 permitiendo que el promotor del 

vector quedara en fase con glnT mejorandose así la complementa-

ción notablemente. un análisis de lo s f r agmentos de restric-

ción producidos por alguna enzima daría información sobre la o

rientación del inserto clonado en el pMW4 y pMW5. 

Al mutagenizar el pMW4 con Tn5 se encontraron resultado s muy 

interesantes ya que la transposición de TnS en este caso es loca-

lizada. Se determinó que el sitio preferencial de inserción del 

TnS era el sitio cos del fago lambda que lleva el pSUP205 pues 

a l eliminarlo la inserción es al azar. Este es el primer repor-

te de que el sitio cos del fago lambd a sea un atrapador de Tn5. 

Se determinó luego que el gen glnT se encuent ra situado en un 

ext re mo del fragmento BamHI de 12 Kb clonado, ya que inserciones 

de Tn5 entre O.B y l.l Kb de distancia de uno de los sitios BamHI 

del i nserto resultan en la pérdida de la capacidad de complemen-
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taci6n para crecimiento de cepas de~· pneumoniae Gln-. La cerca

nía de glnT al extremo del inserto apoyaría la hipótesis de que 

el promotor que se está utilizando para su expresión se encuentra 

en el vector . 

La actividad de glutamino sintetasa que se detectó en estas -

cepas conteniendo pMW2 es estable al calor como la GSI. La ter-

mosensibilidad de la enzima glutamino sintetasa es una caracterís 

tica de la GSII, sin embargo, esta sensibilidad podría no expre

sarse en!· pneumoniae . Es decir, que la GSII clonada en este 

trabajo podría ser termoestable debido a que 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 UNF1811 pMW2, no se ha podido determinar por 

qué existe actividad biosintética mientras que no se detecta 

actividad de transferasa. Sin embargo, este fenotipo GSll 

transferasa- también se presenta en las mutantes de R. phaseoli 

antes descritas que fueron mutagenizadas al azar con TnS y se

leccionadas por su sensibilidad aumentada a metionina sulfoxi

mina. Esta similitud en fenotipos, si se explora detallada

mente, podr!a sugerir que la GS c lonada en el pMW2 sea la GSll. 

sin embargo, una evidencia conc luyente sería el análisis de la 

actividad de GSII en mutantes glnT :: TnS de R. phaseol i que se 

obtuvieran por doble recombinación con el pMW7 (que lleva 

glnT :: TnS). 
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La estrategia de mutagénesis sitio dirigida para la obten

ción de mut~ntes glnT- de ~- phaseoli es aplicable también para 

mutantes glnA- (gen estructural para la glutamino sintetasa I). 

En este laborator io Soledad Moreno aisló el cósmido p240 de un 

banco de la cepa CFN42 de ~- phaseoli construído en el vector 

pSUP205. Este cósmido complemen ta la auxotrofía por glutamina 

de cepas de !· pneumoniae y les confiere actividades de sinte-

tasa y transferasa de glutamino sintetasa . El plásmido pSM240 

lleva clonados dos fragmentos EcoRI derivados del cósmido p240. 

Estos dos fragmentos constituyen la secuencia mínima indispen

sable para que haya complementación con cepas de K. pneumoniae 

Gln-. 

Los plásmidos pMW2 y pSM240 no tienen secuencias homólogas 

entre sí por lo que es posible que en estos dos plásmidos es

tén clonados los genes que codifican para las dos GS de R. 

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

La obtención de mutantes glnT- y/o glnA- de ~· phaseoli 

y el estudio de su fenotipo simbiótico proporcionará valiosa 

información sobre el papel de estas enzimas y/o de sus siste

mas regulatorios en la fijación de nitrógeno . 
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