
.7 7/ 

Universidad Nacional Autónoma 
de México 

CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE FIJACION 

NITROGENO U.N,A 

Relación entre la asimilación de amoldo y 

la fijación de nitrógeno en Ilhizohium phaseoli 

ESIS 
Que para obtener el Título de 

Doctor en Investigación Biomédica Básica 

presenta 

Alejandra Bravo de la Parra 

México, D. F. 1992" 

1 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

1.- Introducción 	  1 
a) Xleboiella 	  2 
b) Asotobacter 	 11 
c) Rhodopseudomonas 	 13 
d) Azospirillum 	 14 
e) Anabaena 	 1.7 
f) Frankia 	 19 
g) Rhizobium 	 20 

2.- Objetivos 	 26 

3.7 Resultados 	 29 
a) Ammonium assimilation in Rhizobium phaeoli by 

the glutamine synthetase-glutamate synthase 
pathway. 	 30 

b) Introduction of the Escherichia con gdhA gene 
into Rhizobium phaseoli: effect on nitrogen 
fixation 	 35 

c) Isolation and characterization of a Tn5 induced 
mutant of Rhizobium phaseoli afected in the GSII 
activity and nitrogen fixation 	 39 

4.- Discusión 	 51 

5.- Referencias 	 60 



INTRODUCCION 

La asimilación de amonio consiste en la incorporación del 
ión amonio en esqueletos de carbono formando moléculas orgánicas 
(glutamato y glutamina). Estas moleculas son donadoras del 
nitrógeno para la síntesis de los demás compuestos nitrogenados 
celulares: amino ácidos, aminoazticares, vitaminas purinas y 
pirimidinas, compuestos que a su vez participan en la síntesis de 
proteínas, ácidos nucléicos y demás macromoléculas celulares. 

La isponibilidad del nitrógeno en el medio ambiente es 
limitada en comparación con la disponibilidad de los otros cons-
tituyentes celulares, tales como el carbono, el hidrógeno y el 
oxigeno. Esta limitación ha originado que los seres vivos hayan 
desarrollado múltiples estrategias para encontrar el nitrógeno, 
transportarlo al interior y asimilarlo. 	La glutamato 
deshidrogenara (GDH) 	y la glutamino sintetasa (GS) son las 
únicas enzimas capaces de incorporar el amonio en moléculas 
orgánicas. 	La GDH cataliza la reacción de la síntesis de 
glutamato a partir de a-cetoglutarato, NADPH y amonio y la GS 
cataliza la reacción de síntesis de glutamina a partir de 
glutamato, ATP y amonio. La GS es una enzima que presenta una 
afinidad por amonio mucho más alta que la GDH. Estas dos enzimas 
se encuentran ampliamente distribuidas en microorganismos, en 
tejidos animales y en plantas superiores. 

En muchos microorganismos se ha visto que cuando la fuente 
de nitrógeno es limitante para el crecimiento, la capacidad de 
asimilar amonio es incrementada, ya sea aumentando la síntesis o 
la actividad de las enzimas que asimilan amonio. Generalmente se 
induce la utilizacion de la vía GS-GOGAT, la cual es más 
eficiente en tomar amonio, dada la alta afinidad de la GS por 
este metabolito. La limitación de nitrógeno, también causa la 
inducción de otras enzimas responsables de la producción de 
amonio de fuentes alternativas de nitrógeno combinado, como la 
utilización de nitrato y el catabolismo de aminoácidos. Algunos 
microorganismos han desarrollado la capacidad de utilizar 
nitrógeno atmosférico (N2) como fuente de nitrógeno para crecer, 
cuando en el medio ambiente hay ausencia de este metabolito. 

La habilidad de fijar nitrógeno atmosférico en amonio es una 
propiedad que se encuentra distribuida entre varios microor- 
ganismos de diferentes habitats. 	La enzima que cataliza esta 
reacción es la nitrogenasa, siendo un proceso que consume una 
gran cantidad de energía. Se ha calculado que se requieren de 12 
a 15 moléculas de ATP, para que cada molécula de N2  sea reducida 
a 2 NH3 (1). Así la capacidad de fijar nitrógeno depende direc-
tamente de la capacidad de generar ATP y poder reductor de la 
célula. 

En los diferentes microorganismos diazotróficos estudiados, 
se ha encontrado que la asimilación de amonio se encuentra muy 
inducida cuando la célula fija nitrógeno. En estas condiciones 
la concentración intracelular de amonio es muy baja. En Bacillus  
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maceyano se ha reportado que la concentración de amonio en las 
células que fijan nitrógeno es de 1.4 mM (2). 

En esta revisión presentaré un estudio sobre los sistemas de 
asimilación de amonio que operan en diversos microorganismos 
capaces de fijar nitrógeno atmosférico. Así mismo se revisará su 
regulación y la relación regulatoria entre la asimilación de 
amonio y la fijación de nitrógeno. 

$lebsiella 

Klebsiella es una bacteria diazotrófica. En este microor-
ganismo se han encontrado las dos vías de asimilación de amonio, 
las cuales estan reguladas por la disponibilidad de nitrógeno en 
el medio. 

1.- Bajo condiciones donde el amonio intracelular es alto, 
este se asimila a través de la GDR (3). 

2.- Bajo condiciones de limitación de amonio, opera el sis-
tema alternativo que consiste en las reacciones acopladas de la 
GS y de la glutamato sintasa (GOGAT) (3). 

La GS de Klebsiella es muy parecida a la GS de gscherichia 
°olí" tienen un peso aproximado de 600,000. Esta compuesta de 
doce subunidades idénticas arregladas en dos anillos hexagonales, 
acomodados uno sobre otro (4). La GS en este microdganismo es 
una enzima que esta regulada por diferentes mecanismos: 

a) Represión y derepresión de la síntesis en respuesta a 
variaciones en la concentración de amonio y de la fuente de car-
bono en el medio de cultivo. 

b) Inhibición por retroalimentación por múltiples produc-
tos del metabolismo de glutamina. 

c) Interconversión de la forma activa (taut) a inactiva 
(relaxed) en respuesta a fluctuaciones en las concentraciones de 
iones divalentes. 

d) Modulación de la actividad catalítica mediante 
adenilación y desadenilación de la enzima, en respuesta a cambios 
en señales metabólicas como son glutamina, 2-oxoglutarato, ATP y 
Pi. 

En cuanto a la regulación a nivel de transcripción de la GS 
de Klebsiella, se ha encontrado que existe un sistema genético 
muy complejo en el cual participan varias proteínas reguladoras 
codificadas por los genes ptr7 	ntrB (glnL) y ntrc (gana). 
Los genes ntrB y ntrC forman parte del mismo operón junto con el 
gene glnA que es el gene estructural de la GS (Fig.1). 
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Figura 1.- Modelo de regulación del sistema general de nitrógeno 
y de inducción de los genes tif en KlebsiellA. 

El producto del gen ntrA se requiere para la activación de 
la expresión del gen canA. También se requiere para activar la 
expresión de genes ntr que responden a la limitación de 
nitrógeno, como son los de utilización de aminoácidos (arg, pro e 
his) y otros compuestos de nitrógeno combinado así como aquellos 
genes responsables de la fijación de nitrógeno (5). 
Reciéntemente se ha encontrado que el gen ptrA codifica plKa una 
subunidad sigma de la RNA polimerasa (6). Este factor o" con-
fiere especificidad a la RNA polimerasa, para reconocer secuen- 
cias promotoras especificas. 	Los promotores dependientes de 
ptrA, 	no tienen la secuencia concenso de -35 y -10 reportada 
para los promotores de bacterias GRAM negativas sino que presen-
tan una secuencia concenso especifica, en la región -26 CTGGYAYR-
N4-TTTGCA -10 (7). Este tipo de promotor, se ha encontrado por 
ejemplo en la región 5 1  del gen alnA y en los genes estruc-
turales de la nitrogenasa. Para que el producto de ntrA ejerza 
su acción sobre el promotor, requiere la presencia de la proteína 
reguladora codificada por ntrC, para actuar sobre los genes 
relacionados con disponibilidad de amonio ó de la proteína 
codificada por nifA, para activar los genes de fijación de 
nitrógeno. 

En cuanto a la regulación del gen ntrA, se ha encontrado que 
se sintetiza constitutivamente (8,9). Lo cual sugiere que las 
células siempre tienen una población de RNA polimerasa unida al 
producto de ntrA. 

Las mutantes estructurales en ntrA estan afectadas en la 
expresión de glutamino sintetasa, produciendo niveles ex-
tremadamente bajos de GS, por lo que para poder crecer requiere 



que el medio sea suplementado con glutamina. Estas mutantes 
también estan afectadas en la utilización de aminoácidos como 
fuentes de nitrógeno y en su capacidad de fijar nitrógeno (10). 

El producto del gen ntrC (NRI) es una proteína reguladora 
bifuncional, ya que activa o reprime la síntesis de la GS. Este 
gen forma parte de un operón junto con los genes elnA y ntrB de 
manera idéntica al encontrado en E.coli (11). 

Mutantes en ntrC resultan en un fenotipo Gln-  (12) ya que 
sintetizan niveles bajos constitutivos de GS y además tienen una 
pérdida parcial de la regulación de la GS , ya que en vez de ob-
servarse una inducción de 50-100 veces, cuando las células crecen 
en un medio que induce la derepresión de GS, se observa tan sólo 
un aumento de 3-4 veces de la actividad de GS. 

El gen ntrB codifica para un antiactivador que impide que 
el producto de ntrC (NRI), active la síntesis de GS. En E.coli se 
ha descrito que ptr1 codifica para una kinasa que fosforila a NRI  
para activarlo y que lo desfosforila para inactivarlo (13). Es-
tas dos actividades ejercidas por el producto de ptrB (NRIT) es-
tan a su vez reguladas por los productos de dos genes,  4InB y 
ginD. 	Estos genes codifican para la proteína PII y la 
uridiltransferasa (proteínas pertenecientes al sistema de 
regulación por adenilación, como se verá más adelante) la 
proteina PII en un estado no-uridilado, interacciona con NRIT  in-
duciendo la defosforilación de NRI. El estado funcional de la 
proteína PII, a su vez, depende de la actividad de la 
uridiltransferasa. La UTasa es capaz de censar la relación 
entre el nitrógeno y el carbono, es decir los niveles 
intracelulares de a-cetoglutarato y de glutamina. Así la ac-
tividad de NRII  y por lo tanto la inducción de la síntesis de GS, 
esta regulada por un sistema de cascada muy sensible a la dis-
ponibilidad de amonio (Fig.2). 

Mutantes en el gen ntrB inducidas por una inserción del 
transposón Tn5, presentan un fenotipo bajo constitutivo en la 
síntesis de GS y son Ntr."-»  (14). Este fenotipo se explica porque 
mutaciones en este gen son polares sobre ntrC, produciendo el 
mismo fenotipo que las mutantes en ntrC. 	Por otro lado se ha 
reportado que las mutantes en ntrB suprimen el fenotipo Gln-  de 
las mutantes en gInB o en qlnil (15,24). Estas dos mutantes 
producen una proteína PII incapaz de ser uridilada, dando como 
resultado la inducción de la adenilación de la GS, pero además 
estas mutantes producen niveles muy bajos de GS, ya que PII se 
encuentra siempre en el estado nativo, en el cual interacciona 
con NRII  activando la defosforilación de NRI  y por lo tanto inac-
tivando la transcripción de GS (Fig.2). 
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Figura 2.- Modelo de regulación de la actividad de glutamino sin-
tetasa por las proteínas PII y uridiltransferasa. 

En cuanto a la regulación del operón de qlnA 
ptrC, se ha descrito la existencia de dos promotores en la región 
5'de q1nA y otro antes de ntrli (16). Los promotores de  glnA  se 
encuentran cotiguos, semejante a lo reportado para E.coli (17). 
El promotor glnApl requiere de la proteína CAP asociada con AMP 
cíclico, este es un promotor debil que sirve para mantener 
niveles de transcripción de GS en condiciones de exceso de 
nitrógeno y de limitación de carbono. Este promotor presenta la 
secuencia concenso de -35 y -10 de los promotores de enterobac-
terias. 

El segundo promotor glnAp2 requiere del producto de ntrA 
(a60) y del de ntrc (NR1) y de condiciones de limitación de 
amonio. El promotor glnAp2 presenta el concenso de -27 y -11 
presente en los promotores activados por ntrA (Fig.1). Además se 
ha descrito que la expresión de qlnA a partir del promotor g1nAp2 
es incrementada en un sitio enhancer, localizado -100 a -130 
pares de bases hacia arriba. Este sitio se requiere cuando la 
concentración del activador es baja y se propone que es un sitio 
de unión de NR 

a4 
 DNA, para facilitar la acción de la 

RNApolimerasa y el a" (18). 

La regulación de la GS de Xlebsiella por el sistema de 
adenilación permite una respuesta muy rápida a cambios en el 
medio ambiente. Consiste en la inactivación de actividad 
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biosintética, mediante la unión covalente de grupos adenilo, a 
un residuo de tirosina especifico, en cada una de las doce sub-
unidades (19). Wolheuter, Schutt y Holzer han propuesto que en 
Escherichia con la inactivación de la GS por el sistema de 
adenilación, es indispensable en condiciones de cambios bruscos 
en la disponibilidad de amonio. Especificamente en cambios de 
condiciones de limitado a exceso de amonio (20). Estos autores 
se basan en determinaciones de pozas de metabolitos (glutámico, 
glutamina y ATP) durante los primeros minutos después del cambio 
de medio. Sugieren que el papel de la adenilación de la GS es 
prevenir que la poza de ATP sea depletada y que se acumule un ex-
ceso de glutamina. 

La adenilación es un proceso reversible y se lleva a cabo 
mediante la acción de tres proteínas (Fig.2) : 

1.- La adeniltransfersa (ATasa) codificada por el gene 
glnE, que cataliza las reacciones de adenilación y desadenilación 
de la GS. Mutantes en canE mantienen una GS en la forma no 
modificada la cual se considera totalmente activa. Estas mutantes 
presentan una severa inhibición del crecimiento cuando se cambia 
el cultivo de limitación a un exceso de amonio, en donde la GS no 
es adenilada consumiéndose la poza 'de glutamato y sintetizando 
una gran cantidad de glutamina que incluso puede ser excretada 
(19). Estas mutantes presentan una regulación normal en la 
síntesis de la GS en respuesta a amonio (21). 

2.- 	La proteína PII se encarga de modular la actividad 
de la ATasa. Esta proteína presenta dos estados el uridilado y 
el no urdilado, los cuales dependen del estado intracelular de 
los metabolitos glutamina y a-cetoglutarato. Cuando la proteína 
PII esta uridilada estimula a la ATasa a desadenilar a la GS y 
cuando se encuentra no-uridilada estimula la adenilación. Como se 
menciono anteriormente, se ha descrito que la proteína PII en el 
estado nativo interacciona con NRII  induciendo la actividad de 
desfosforilación de NRI , lo cual resulta en la baja transcripción 
de alnA. La proteína PII esta codificada por el gene glnD, al-
gunas mutantes descritas en este gen, producen una proteína PII 
alterada que no puede ser convertida a la forma uridilada en que 
induce la desadenilación de la GS (22), produciendo asi una GS 
totalmente adenilada. Además estas mutantes presentan baja 
transcripción de alnA ya que PII no-uridilada induce la 
inactivación de NRT  y por lo tanto presentan un fenotipo Gin-  y 
Ntr-. También se hadescrito mutantes por inserción de Tn5 en 
qinD, incapaces de producir proteina PII, las cuales tienen un 
fenotipo Gln+, presentando niveles altos constitutivos en la 
sintesis de GS y son Ntr4" (23). Es decir que son capaces de in-
ducir las enzimas controladas por el sistema general de 
nitrógeno. 

3.- La uridiltranferasa (UTasa) es la enzima que uridila a 
la proteína PII cuando las concentraciones del a-cetoglutarato y 
del ATP se encuentran altas y la concentración de glutamina se 
encuentra baja. Cuando la relación de estos metabolitos se in-
vierte la UTasa desuridila a PII. La UTasa esta codificada por 
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el gene ginD, mutantes en éste gene son incapaces de crecer en 
ausencia de glutamine, debido a que la GS se encuentra muy 
adenilada (24), además que los niveles de GS se encuentran muy 
bajos y presentan fenotipo Ntr. Esto se debe al que al faltar 
UTasa la proteína PII siempre se encuentra en el estado nativo, 
donde induce la inactivación de NRI . 

En cuanto a las enzimas que sintetizan glutamato, en Kleb- 
siella se encuentran la GDH y la GOGAT. 	La GOGAT está 
codificada por los genes gltD y g.tD. Mutantes en el gen gltD  
son incapaces de crecer en concentraciones de amonio menores de 1 
mM (3), tampoco crecen en compuestos cuyo catabolismo conduce a 
la producción de amonio como son 	urea o nitrato. 	Se ha 
descrito que las mutantes en este gene son incapaces de crecer en 
fuentes orgánicas de nitrógeno como arginina, prolina o hi.stidina 
cuyo catabolismo conduce .a la producción de glutamato (3). La 
explicación que en un principio se dió para esta fenotipo, fue 
que al no existir actividad de GOGAT, la célula no puede bajar 
la poza de glutamine lo suficiente para inducir la transcripción 
de glnA. Esta explicación se basó en el hecho de que mutantes 
en ntrD suprimen este fenotipo, permitiendo la utilización de es-
tos metabolitos presentando un fenotipo alto constitutivo para 
GS. Posteriormente se reportó que en E. Boli, el fenotipo Ntr-
de las mutantes en altD, se debe a que este gen forma parte de un 
operón junto con los genes g]tD y IrltP. En donde el producto del 
gen catF, esta involucrado en la regulación de Ntr (25), por lo 
que las mutantes en eltD son polares sobre gltP. Posiblemente en 
Klebsiella también exista el gen gltF y así el fenotipo Ntr-  de 
las mutantes en gltD, se deba también a este gen. 

En cuanto a la GDH, se ha reportado que la regulación de la 
actividad de GDH en Klebsiellá a diferencia de lo observado en 
E.coli y de 8. tvnhimurium, esta regulada por las proteínas 
reguladoras del sistema Ntr. La regulación de la GDH se presenta 
en sentido opuesto a la regulación observada para la GS. Así la 
inducción de la GDH es muy alta en condiciones de exceso de 
amonio y muy baja en bajo amonio (3). Mutantes en ntrA o en ntrC 
producen una inducción elevada de la GDH, aún en células crecidas 
en limitación de nitrógeno (26). Por el contrario mutantes en 
ntrD resultan en la ausencia de GDH (3,27). Como consecuencia de 
la represión de la GDH en las mutantes en ntrD, se ha reportado 
que las dobles mutantes gltB-ntrB- son incapaces de utilizar 
amonio como fuente de nitrógeno (3). Lógicamente también las 
dobles mutantes gltD-gdhA- tampoco pueden utilizar amonio y 
requieren glutamato para poder crecer (28). 

En cuanto a la fijación de nitrógeno, en Klebsiella se ha 
reportado la existencia de 21 genes•nif, agrupados en 7 u 8 
operones (29), comprendidos en una región de 23Kb de DNA. Estos 
operones nif, estan sujetos a regulación positiva en dos niveles 
y también a regulación negativa, en respuesta a concentraciones 
altas de amonio y de oxigeno. 

El primer nivel de regulación positiva esta mediado por el 
sistema Ntr, asi en condiciones de limitación de amonio, los 
productos de los genes ntrA y ntrc activan la transcripción del 
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operón nifLA (14,30). El segundo nivel de regulación positiva 
esta mediadopor los productos de nifA y de ntrA los cuales actuan 
activando la transcripción de los otros operones Tal (31) 
(Fig.1).De esta manera existe una regulacion muy fina de la 
inducción de los genes nif, la cual involucra un sistema de cas-
cada muy sensible a la disponibilidad del amonio en el medio am-
biente. Se ha descrito que mutaciones puntuales en glnB, que 
producen una proteína pII incapaz de ser uridilada tienen un 
fenotipo Gin` Nir o  ya que no activan el operón nifL7 (22). 
Mientras que mutantes que no producen PII, presentan una 
regulación igual que la cepa silvestre en cuanto a la expresión 
del operón nifLA (23). Este dato hace suponer que en ausencia de 
PII, el sistema NtrBC sigue siendo capaz de responder a cambios 
en la disponibilidad de nitrógeno (32). El fenotipo de las 
mutantes PII-, así como la regulación residual de glnA  en las 
mutantes carentes de NRTI, se pueden explicar por un mecanismo de 
intercomunicación en tre diferentes sistemas regulatorios 
(modulador/efector). Se ha reportado que existen grandes 
semejanzas en la compocisión de aminoácidos del sensor y del 
regulador de diferentes sistemas regulatorios, que se encargan 
de modular la expresión de un grupo especifico de genes, en 
respuesta a cambios en el medio ambiente (33) (Fig. 3). Entre es-
tos sistemas se encuentran los que corresponden a la osmolaridad 
(env2/ompR), a la limitación de fosfato (phoR/phol3), los genes de 
virulencia de Agrobacteriun; (viryvirG),  los genes que activan el 
transporte de ácidos dicarboxilicos (dotB/dotD), los que respon-
den a la limitación de nitrógeno (ntrDintre) y los que activan la 
fijación de nitrógeno (nifrAinifh). 	En todos estos sistemas el 
primer componente actua como sensor, el cual trasmite la señal al 
segundo componente, el cual actua como regulador. 

Figura 3.- Dominios conservados en los sistemas regulatorios de 
dos componentes. (modulador/efector) 
Las barras negras indican regiones hidrofóbicas. Las demás barras 
indican los dominios conservados entre las diferentes proteínas 
(33). 
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En este modelo se propone que la proteína sensora, percibe 
el estímulo del medio ambiente, utilizando la región amino-
terminal, posiblemente mediante la unión de un ligando. En la 
región amino-terminal del sensor de varios sistemas, se han iden-
tificado dos regiones hidrofóbicas, este dato sugiere que 
posiblemente algunos de los censores son proteínas trans-
menbranales. La proteína sensora trasmite la señal a la región 
carboxilo-terminal, mediante una alteración alostérica. La región 
C-terminal del sensor interacciona con la región amino-terminal 
de la proteína reguladora. Esta proteína recibe la señal y 
responde cambiando la conformación de la región C-terminal de in-
activa a activa. Se ha demostrado que en sistema ntrDintre el 
producto de ntrD fosforila al de ntrC para activarlo (13). Se ha 
visto que la región C-terminal de las proteínas reguladoras, 
tiene características estructurales que permiten interacciones 
con DNA, con la RNApolimerasa ó con sus factores sigma. Así se 
ha descrito que algunos sistemas (dote, ptre, nifA) son depen-
dientes de la presencia del factor sigma codificado por el gen 
ntrA. 

En todos estos sistemas la transcripción y la traducción de 
los dos componentes está acoplada. El sensor es producido a 
niveles mucho más bajos que el regulador. La gran homologia entre 
los diferentes sistemas, abre la posibilidad de que exista 
intercomunicación y que el sensor de un sistema pudiera activar 
al regulador de otro sistema. Se ha demostrado que in vitro la 
proteína NRII  puede fosforilar al producto del gen che? in-
volucrado en la regulación de quimiotaxis y que a su vez la 
proteína CheA puede fosforilar a NRT . Además una expresión alta 
de NRII  puede suprimir el fenotipo de una mutante en el gen cheA 
(34). 

El producto de nifA es muy parecido al de ntre (30). Se ha 
visto que el producto de nifA puede sustituir al producto de ntre 
en la activación de los genes de asimilación de nitrógeno, como 
son cíln4, put, out y hut, pero que el producto de ntre es incapaz 
de activar los operones nif de Klebsiella (30). Esta diferencia 
podría deberse a que los operones nif  presentan una secuencia 
llamadaDAS (upstream activator sequence) localizada a unos 100 pb 
del sitio de inicio de la transcripcion. Se propone que estos 
sitios son el lugar en donde se une nifA, para activar la 
transcripción de los operones nif (35). 

Por último en cuanto a la regulación negativa de los genes 
nif se sabe que está mediada por el producto de n¡fL, el cual 
responde al incremento en amonio o en oxigeno (36), inactivando a 
NifA. Se propone que la regulación por oxigeno del operan nifLA, 
esta mediada por los niveles de super-enrrollamiento del DNA, 
dependiente de la actividad de girasa. La actividad de esta en-
zima se incrementa en condiciones de anaerobiosis. Se ha visto 
que si se agrega un inhibidor especifico de girase a células 
crecidas en anaerobiosis, se inhibe la expresión del operón nifLA  
(37). 



Asi hemos visto que Klebsiella es un microorganismo que 
posee una regulación muy fina de su metabolismo de nitrógeno y 
que existe una relación regulatoria entre el control de la 
asimilación de amonio y el control de la expresión de la 
fijación de nitrógeno. Ahora presentaré otros microrganismos 
capaces de fijar nitrógeno a fin de estudiar otros aspectos en la 
regulación de estos dos procesos. 
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Azotobaoter 

Azotobacter pertenece a la familia Azotobacteraceae. Los 
miembros de esta familia son bacterias aeróbicas capaces de fijar 
nitrógeno. 	Algunas especies sintetizan poli-fl-hidroxibutirato, 
pigmentos y hormonas vegetales. Algunas se asocian a raíces de 
ciertas plantas como Azotobacter paspali, al pasto Paspalum  
potatum (38). 

Este es el primer microorganismo en donde se ha encontrado la 
presencia de más de un tipo de nitrogenasa (39). Encontrándose la 
enzima dependiente de molibdeno llamada nitrogenasa-1, una depen-
diente de vanadio (40), llamada nitrogenasa-2 y una tercera, 
nitrogenasa-3 compuesta de átomos de fierro y azufre (41). Estos 
tres sistemas son excluyentes, de tal manera que se requiere la 
presencia de Mo para expresar la nitrogenasa-1 y suprimir la 
expresión de los otros dos sistemas. Se requiere la presencia de 
vanadio para Inducir la nitrogenasa-2 y suprimir a la nitrogensa-
3, esta última se expresa en ausencia de estos dos metales. Otra 
caractezistica única de ¡zo obacter es su gran tolerancia a 
oxigeno cuando fija nitrógeno. 

En cuanto a la asimilación de amonio en Azotobacter, se ha 
descrito que este se asimila por la vía GS-GOGAT y que no es 
posible detectar actividad de GDH (42). Se ha reportado que los 
niveles de GOGAT no varían con la fuente de nitrógeno (43), ni se 
reprime por amonio (44). En Azotobacter existen dos formas de 
GOGAT, una soluble y otra unida a membrana. La proporción de es-
tas formas varia cuando cambian las condiciones de aereación del 
cultivo (45). 

La GS de Azotobacter es muy similar a la GS de enterobac-
terias, presentando una estructura de dodecámero, con subunidades 
de peso molecular alrededor de 53,000. Cada subunidad es suscep-
tible a adenilación (46). Se ha reportado que los niveles ab-
solutos de GS no varían con la fuente de nitrógeno (44) y que la 
transcripcion de qlnA  no requiere de las proteínas reguladoras 
codificadas por ntre y ntrA (47), ya que mutantes en estos genes 
presentan niveles normales de GS (47). Los genes ntr130 se 
localizan adyacentes a glnA y se transcriben en la misma direc-
clon. cilnA y ntrEC presentan cada uno su propio promotor (47). A 
la fecha no se han presentado evidencias de que los tres genes 
estera estructurados en un operón (Fig.4). 

Las mutentes de GS aisladas en este microorganismo son par-
ciales (48), no se han podido aislar mutantes totales, se cree 
que la glutamina es uno de los aminoácidos que no se importa al 
interior de la célula, por lo que no se pueden aislar auxótrofos 
de glutamina. 

Las mutantes en ntre descritas, no pueden crecer en nitrato y 
si en aminoácidos o en urea. Las mutantes en ntrA tampoco crecen 
en nitrato ni en nitrógeno molecular, 	ya que no pueden fijar 
nitrógeno (47). Ambas mutantes a diferencia de las mutantes en 
Klebsiella no requieren glutamine para crecer ya que como se 
mencionó, estos genes no controlan la transcripción de glnA. 
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Figura 4.- Modelo de los sistemas regulatorios de la asimilación 
de amonio y la fijación de nitrógeno en Azotobacter. 

En cuanto a la fijación de nitrógeno se sabe que existen 
reiteraciones del gene estructural de la nitrogenasa y que estas 
reiteraciones corresponden a los genes de la nitrogenasa-1,2 y 3. 
La secuencia de los genes nifilDX es muy parecida a la reportada 
para Klebsiella,  también se ha reportado la secuencias de los 
operones nifEn,  nifUSVM y nifF (49). Una serie de mutantes nif-
aisladas por inserción de Tn5, han demostrado que algunos genes 
son necesarios para los tres sistemas y que otros sólo para la 
fijación de nitrógeno en ausencia de molibdeno (49). 

En cuanto a la regulación de la fijación de nitrógeno, 
primero diré que la presencia o ausencia de los diferentes 
metales determina cual de las nitrogenasas es la que va a fun-
cionar. Se ha encontrado la secuencia concenso de -24 y -12 en 
los promotores de nifH y de nifE.  Esta estructura de los 
promotores sugiere que estos genes son regulados por ntrh. Las 
mutantes en ntrA reportadas son Nif-  (47), estas mutantes carecen 
de las tres nitrogenasas. El gene ntrC no esta involucrado en la 
regulación de la fijación de nitrógeno de los sistemas de Mo y 
Fe, pero es necesario para la expresión de la nitrogenasa de 
vanadio. Se propone que el producto de nt rC,  activa la 
transcripción de algún otro gen activador, que a su vez activa el 
gen nifR* (de vanadio). Ya que ntrc no activa la transcripción 
de fusiones de nifH*lac2 en E.coli (50). Además que el producto 
de nif1 de Klebsiella tampoco activa la expresión de las fusiones 
de nifff* (de vanadio) lacZ  en E.coli (50) por lo que se propone 
que se requiere de otro activador diferente de nifA  para inducir 
la expresión de la nitrogenasa de vanadio. 

Por último se ha reportado la existencia de un nuevo gen 
regulatorio designado nfrM que regula a nifA (51). Mutaciones en 
este gen son Nif-. Los genes pifA y nf rX  se requieren para la 

1 



expresión de los sistemas de Mo y de Fe (29) (Fig.4). 

De esta manera encontramos que en Izotobacter existe la 
reiteración de la función de nitrogenasa, con la presencia de 
varios sistemas dependientes de diferentes metales. Y que existe 
una división de los circuitos regulatorios nifA y ntrc para ac-
tivar los diferntes sistemas de fijación de nitrógeno. 

Rhodopseudom nao.  

Rhodopseudomonas  es una bacteria púrpura fototrófica, capaz 
de fijar nitrógeno y bióxido de carbono. Esta bacteria es muy 
interesante ya que puede crecer autotrófica y heterotróficamente, 
en la luz o en la obscuridad y en ausencia o presencia de 
oxígeno. Y puede fijar nitrógeno en todas estas condiciones. 

En este microorganismo la asimilación de amonio se efectua 
por la vía GS-GOGAT. La actividad de la GDH no esta presente 
(51). 

Cuando Ah dopseudomonas crece en exceso de amonio, la ac-
tividad GS se encuentra muy baja y cuando la concentración de 
amonio en el medio disminuye o en condiciones de fijación de 
nitrógeno la actividad de GS se eleva considerablemente (52). La 
GS de este microorganismo se regula por el sistema de 
adenilación, encontrandose muy adenilada cuando crece en exceso 
de amonio. Se ha reportado que la adenilación de la GS en este 
microorganismo no sólo esta regulada por la disponibilidad de 
amonio, 	sino también por la intensidad de la luz (53). Ya que 
cuando Rhodopseudomonas crece en glutamato como fuente de 
nitrógeno, la adenilación decrece conforme se aumenta la inten-
sidad luminosa y si las células se someten a un cambio brusco en 
la intensidad de la luz, bajandola drásticamente, la GS se 
adenila rápidamente. Estos efectos en la modificación de la GS 
producidos por la luminosidad, se interpretan como un reflejo del 
estado energético celular, producido por la fotofosforilación 
(53). Es interesante señalar que en este microorganismo, la 
síntesis de la nitrogenasa también esta influenciada por la in-
tensidad luminosa, principalmente durante el crecimiento en 
glutamato (54). 

El gene que codifica para la GS de RJodopseudomonas, ha sido 
clonado por complementación de mutantes Gln-  de Escherichia oca', 
deletadas de este gene (55). El gen de GS esta contenido en un 
fragmento de DNA de 2Kb, el cual complementa también la 
auxotrofia por glutamine de las mutantes en GS reportadas en 
Rhodopseudomonas. 

Es importante mencionar que todas las mutantes en GS 
descritas en este microorganismo, presentan un fenotipo Nif con-
stitutivo, es decir que tienen desreprimida la síntesis de 
nitrogenasa en todas las condiciones de cultivo, aun en exceso de 
amonio. Cuando estas mutantes se complementan con el gen estruc- 
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tural de la GS, se recupera la regulación de la nitrogenasa en 
amonio (55). Cuando se agrega un exceso de amonio, se induce la 
inactivación reversible de la actividad de fijación de nitrógeno. 
Este mecanismo involucra la ADP-ribosilación de un residuo de ar-
ginina especifico de la nitrogenasa reductasa. Se propone que la 
glutamina o un metabolito producto de la glutamina, es el 
elemento que induce la represión de los genes nif, ya que se ha 
visto que si las mutantes Nif constitutivas se crecen en 20 mM 
de glutamina, la nitrogenasa se encuentra reprimida. Además el 
hecho de que el inhibidor de la GS, metionina sulfoximina, 
abata la inhibición de la nitrogenasa por amonio en la cepas sil-
vestres, apoya la idea de que la GS catalíticamente activa o que 
la glutamina es el efector del sistema de inactivación de la 
nitrogenasa (56). Se ha sugerido que en Rhodopseudomonas la 
regulación por nitrógeno difere del sistema Ntr de Klebsiella y 
E.coli, y que las proteínas codificadas por ptrC y ptrA no fun-
cionan en este microorganismo (56). No se ha encontrado homologia 
de los genes ntrA, ntrB y ntrc de Klebsiella con DNA de Rhodop-
seudomona9. 

En cuanto a la fijación de nitrógeno, se han identificado 
una gran cantidad de genes nif,  aproximadamente 16, los cuales se 
localizan en cuatro diferentes regiones del cromosoma. Los 
operones nif  de Rhodopseudomonas parecen estar dispersos entre 
DNA que no codifica para genes 'Uf  (57). Se ha reportado que en 
Rhodopftaudomopas capsulata existen varias copias de los genes que 
codifican para la nitrogenasa reductasa(58). Las cuales podrían 
funcionar en diferentes condiciones ambientales. Ya que al aislar 
revertantes de mutantes Nif-, se ha encontrado que son capaces de 
fijar nitrógeno, reteniendo la mutación original (58). 

En cuanto a la regulación de la nitrogenasa, como se 
mencionó, se sabe que se induce en condiciones de limitación de 
amonio. Se propone que la regulación de la fijación de nitrógeno 
esta ligada a la glutamina sintetasa (55, 56). Se ha descrito que 
el gen ftifA se encuentra duplicado y que sólo una copia es impor-
tante para desreprimir a la nitrogenasa (59). 

Azospirillum 

Azospirillum es una bacteria diazotrófica que ha sido ais-
lada de la rhizosfera de pastos, plantas monocotiledoneas y 
dicoteledoneas, siendo las principales maíz y trigo. Este 
microorganismo entra en asociación con las plantas. En algunos 
casos se ha aislado de raíces cuya superficie ha sido es- 
terilizada. 	No forma ningun tipo de estructura diferenciada, 
pero si se ha visto que invade los tejidos corticales y vas-
culares del huésped (60). 

Cuando se aisló por primera vez a esta bacteria se le 
clasificó en un nuevo género, Azospirillum al cual pertenecen 
cuatro especies diferentes, todas ellas son bacterias GRAM 
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negativas, muy móviles, tienen un flagelo polar, se enquistan 
cuando el cultivo envejece y contienen glóbulos de poli-p- 
hidroxibutirato. 	Son bacterias capaces de utilizar ácidos 
orgánicos (malato y succinato) como fuentes de carbono y de efec-
tuar todos los pasos del ciclo del nitrógeno excepto 
nitrificación. La capacidad de fijar nitrógeno sólo se expresa 
en condiciones de limitación de amonio y de microaerofilia (61). 
Se ha reportado que Azospirillum  provoca un aumento en el 
crecimiento de las raíces laterales y de los pelos radiculares de 
las plantas a las que se asocia. Esta proliferación va acompañada 
de un aumento en la capacidad de tomar agua y minerales del 
suelo, lo cual provoca un aumento en el crecimiento de la planta. 
Existe controversia en cuanto a la participación de Azospirillum 
en el metabolismo nitrogenado de la planta. Se propone que 
Azosp4rilluq beneficia más a la planta por su participación en la 
producción de fitohormonas que por la fijación de nitrógeno (62). 

En cuanto a la asimilación de amonio se ha descrito la 
presencia de las enzimas GDH, GOGAT y GS. Se ha reportado que la 
actividad de la GS decrece y la de GDH aumenta en las células 
crecidas en amonio y que esta relación se invierte cuando se 
crecen en nitrógeno molecular. Estos datos llevaron a la 
proposición de que en Azospirillpm la ruta de asimilación de 
amonio varia dependiendo de la disponibilidad de amonio en el 
medio. De tal manera que en bajas concentraciones de amonio o en 
N2 el ciclo GS-GOGAT es el que predomina y en altas con-
centraciones de amonio opera la vía de GDH (63). 

Reciéntemente se ha reportado la purificación de la GDH de 
>zospirillum, la cual tiene algunas propiedades diferentes a las 
GDH de otras bacterias. 	Es una enzima sensible al frío, per- 
diendo el 80% de la actividad al incubarse lh a 0°C. Esta 
inactivación por frío es irreversible. Es una enzima que puede 
utilizar NADPH o NADH como cofactor. Tiene un peso molecular de 
280,000 y esta compuesta de seis subunidades de 48,000. Presenta 
dos sitios de unión para amonio, los autores de este trabajo 
proponen que un sitio de unión a amonio es de alta afinidad y el 
otro es de baja afinidad, lo cual permite a la bacteria asimilar 
amonio desde bajas concentraciones de amonio hasta muy altas 
(64), dandole asi un papel muy importante a la GDH en la 
asimilación de amonio. Pero este reporte entra en controvercia 
con un trabajo publicado posteriormlpte por Meeks et. al. En 
donde con experimentos realizados con LJNIld, demuestra que la vía 
GS-GOGAT es la ruta principal de asimilación de amonio en 
Azospirillum, ya sea en condiciones de exceso o de limitación de 
amonio y que la GDH tiene un papel casi nulo en la síntesis de 
glutamato. Esta conclusión se deriva del dato de que cuando in-
hiben a la GS o a la GOGAT se abate completamente la 
incorporación del amonio marcado en cualquiera de las dos con-
diciones mencionadas (65). 

En Azospirillum han sido aisladas mutantes en la actividad 
de GOGAT, las cuales pueden seguir creciendo en amonio como 
fuente de nitrógeno. Este dato parece favorecer a la idea de las 
dos vías de asimilación de amonio en Azospirillum  pero en 
realidad estas mutantes son pleiotrópicas presentando incapacidad 
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de crecer en nitrato, en nitrógeno atmosférico y en fuentes 
orgánicas de nitrógeno incluyendo glutamato (66). Además estas 
mutantes tienen reprimida la síntesis de GS y de nitrogenasa, lo 
cual implica alguna alteración regulatoria, complicando el 
análisis de la asimilación de amonio en esta mutante y de la 
participación de la vía GDH. 

En cuanto a la GS se sabe que es una enzima con 
características similares a las GS de enterobacterias, presenta 
también regulación postraduccional por adenilación (67). El gen 
que codifica para la GS ha sido clonado y secuenciado, 
encontrándose que codifica para un polipéptido de peso molecular 
aproximado de 51,000 (68). No se encontró homología entre el 
promotor de la GS de Azospirillum y los promotores regulados por 
el sistema Ntr. Este dato sugiere que esta enzima no esta 
regulada por las proteínas NtrC y NtrA, como es el caso de la GS 
de Azotobacter. 

El análisis de los transcritos que hibridizan con ginA,  ha 
demostrado que en algunos casos la GS se transcribe junto con 
otro gen. Análisis de la secuencia de la región 5'del q1nA, 
sugiere la presencia del gen girin o  que codifica para la proteína 
pII (69) (Fig. 5). El gen 	también se ha encontrado unido a 
qlnA de Rhizobium loquminosarum  (70). 

Azospirillum = presenta asociación con plantas. 

ntrc 	ntrA 	 111nB glnh ) qlnA no esta regulado 
	11 por ntrA y ntre. 

regulación por adenilación 

Figura 5.- Modelo de la regulación de la asimilación de amonio y 
de la fijación de nitrógeno en Azospirillum. 

En cuanto a la organización de los genes de fijación de 
nitrógeno y a su regulación, se ha reportado la clonación de los 
genes estructurales de la nitrogenasa por homología con los genes 
nifHDK  de Klebsiella  (71), también se ha encontrado el gene NifE 
(67) y el de nifA (69). La nitrogenasa se induce en condiciones 
de limitación de amonio y en microaerofilia. Se han aislado 
mutantes en los genes nifA y ntrel que pueden ser complementadas 
con los genes de Klebsiella, se propone que existe un control 
semejante al de Klebsiella para inducir la expresión de la 
nitrogenasa (72) (Fig.5). 

Por último quisiera mencionar que se ha aislado una región 
de DNA, que presenta homología con la región fixABC de 
Bradyrhizobium lanonicum. Estos genes estan relacionados con la 
fijación simbiótica de nitrógeno. Mutantes de Azospirillum afec- 
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tadas en estos genes presentan un fenotipo alterado en la 
fijación de nitrógeno (69). 

De esta manera hemos visto que en Azospirillum se presenta 
una regulación independiente de la GS y de la fijación de 
nitrógeno, a semejanza de lo encontrado en Azotobacter. También 
vimos que es un microorganismo que tiene cierta relación con 
plantas y encontramos la presencia de genes fix, indispensables 
para la fijación de nitrógeno en bacterias que entran en sim-
biosis. 

Anabaena 
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Anabaena  es una cianobacteria, un procariote fotosintético 
que tiene la capacidad de fijar nitrógeno. A esta cianobacteria 
se le puede encontrar en vida libre o como simbionte con 
diferentes plantas como liquenes, algunas cicadaceas, el helecho 
Azolla  y la angiosperma Gunnera,  en donde establece una 
asociación simbiótica exportando el amonio producto de la 
fijación de nitrógeno y la planta le provee de carbono (73). 

Cuando este microorganismo crece en ausencia de una fuente 
orgánica o combinada de nitrógeno, algunas células del filamento 
presentan diferenciación a heteroquistes, esta diferenciación se 
da a intervalos regulares de aproximadamente diez células. Los 
heteroquistes son células que no se dividen y que proveen del am-
biente microaeróbico nesesario para que opere la nitrogenasa. 
Presentan una cubierta formada por tres capas, una capa gruesa 
fibrosa cuya composición no ha sido reportada, una capa homogenea 
formada por una red de oligosacaridos y una capa laminada com-
puesta de glicolipidos (73). Los heteroquistes son 
metabólicamente dependientes de las células vegetativas, ya que 
carecen del fotosistema II y de la Ribulosa l-5difosfato 
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), Por lo tanto requieren de las 
células vegetativas para que las proveean de carbono (73). 

El metabolismo de nitrógeno en los heteroquistes es muy 
diferente al de las células vegetativas. 	También existen 
diferencias entre el filamento de cianobacterias en vida libre y 
en simbiosis. 

La asimilación de amonio en Anabaena se realiza por la vía 
GS-GOGAT. Los heteroquistes tienen una mayor actividad de GS y 
una menor actividad de GOGAT que las células vegetativas. Se ha 
reportado que en vida libre el amonio producido por la 
nitrogenasa en los heteroquistes es asimilado en glutamina y que 
esta glutamina es exportada a las células vegetativas, en donde 
mediante la acción de GOGAT es convertida a glutamato. Así los 
heteroquistes importan glutamato para la síntesis de glutamina 
(Fig. 6). Los heteroquistes también importan esqueletos de car-
bono, principalmente malato, de donde obtienen energía para la 
fijación de nitrógeno y para la asimilación de amonio (73). 

La GOGAT de Anabaena es una enzima que requiere ferrodoxina 
como cofactor (74). 



nifB 	nifHnifD CaanyTCCG 	11Kb 	GGATTACTC  nifE 
--------- 

nitHDK 

La GS de Anabaena ha sido purificada a homogeneidad, en-
contrando que es un dodecámero formado de subunidades de peso 
molecular aproximado de 50,000, arregladas en dos hexágonos 
sobrepuestos uno sobre otro a semejanza de la GS de E.celi (75). 
Esta GS no presenta evidencias de regulacion por adenilación. Se 
ha encontrado que es muy sensible a retroinhibición por alanina, 
serina y glicina (75). 

La actividad de GS aumenta al transferir las células de un 
medio rico en amonio a un medio deprivado de este metabolito 
(75). Se ha visto que la GS de Anabaena tiene dos secuencias 
promotoras a semejanza de la GS de Alebsiella, una muy parecida a 
la secuencia concenso -35,-10 de los promotores de enterobac-
terias. Este promotor funciona cuando las células crecen en al-
tas concentraciones de amonio. El segundo promotor presenta una 
secuencia en la región -26,-10 muy semejante a los promotores Ntr 
activados por ntrA, siendo especialmente similar al promotor 
nirR de Anabaena. La transcripción a partir de este promotor se 
realiza cuando las células crecen en ausencia de amonio y en 
anareobiósis (76) (Fig. 6). 

p2 	) no se regula por adenilación. 

ntrA 
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Vida libre: 
Heteroquiste célula vegetativa 
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Figura 6.- Modelo de regulación de la asimilación de amonio en el 
filamento de Anabaena en vida libre y en simbiosis. 

Por otro lado cuando Anabaena entra en simbiosis con la 
planta, los niveles de GS bajan, encontrándose que los niveles de 
antígeno de GS en el simbionte son únicamente del 5% de los en-
contrados en vida libre (77). Se propone que el huésped reprime 
la síntesis de la GS de Anabaena, de tal manera que el amonio 



producido por la nitrogenasa, no puede ser asimilado en el 
heteroquiste y es excretado a la planta en donde es asimilado por 
las enzimas vegetales GS y GOGAT (78). 

En cuanto a la regulación de la fijación de nitrógeno, 
Anabaena es el único procariote en donde participan rearreglos 
en el genoma durante este proceso. Existen dos rearreglos de los 
genes de fijación de nitrogeno, ambos estan acoplados a la 
diferenciación del heteroquiste(79). En Analaena se ha reportado 
la existencia de varios genes Pif, entre ellos nifD, nifH, nifK 
y  if8. Se ha visto que nifit y pifD se localizan adyacentes y que 
a diferencia de rlebsiella pifK se encuentra separado de nifD 
por unas 11Kb. Mientras que pif8 se localiza en el extremo S' de 
pifH. Cuando ocurre la diferenciación a heteroquiste, se presen-
tan dos rearreglos. El primero acerca a  nifn con pifD con la 
exición del fragmento de 11 Kb que los separaba, dando como 
resultado la formación del operón NifilDK y el segundo acerca a 
ffifq con otra parte del genoma (79). 

El rearreglo de pifp involucra la recombinación sitio 
especifica entre dos secuencias repetidas de llpb. Este rearreglo 
es muy interesante ya que una de las secuencias repetidas de llpb 
se localiza a 330 bases del extremo 5' del gene sin;  y la otra 
esta dentro del gene NifD. De tal manera que en este rearreglo 
se substituyen 27 aminoácidos del gene 	Nif D, 	por 43 
aminoácidos codificados en una secuencia de DNA que se localizaba 
a 11 Kb de distancia. La secuencia rearreglada es muy homóloga a 
la secuencia de  NifD  de Rhizobium,  mientras que la de la célula 
vegetativa no presenta homologia (79). 

yrankia 

Frapkia es un actinomiceto capaz de fijar nitrógeno, que 
efectua simbiosis con algunos árboles. La infección de la planta 
por esta bacteria filamentosa se puede dar por deformación de la 
raíz e invasión o por penetración de la epidermis por los 
espacios intercelulares y penetración de las células corticales. 
Dentro de las células corticales, la bacteria se diferencia en 
filamentos ramificados los cuales terminan en vesículas. Es en 
estás vesículas en donde se expresa la nitrogenasa (80). 

En  Frankia la asimilación de amonio procede por la vía GS-
GOGAT. Se ha reportado la presencia de dos GS, en donde la GS II 
es muy parecida a la GS II de Rhizobiuni en su secuencia 
nucleotidica (81). La GS 1 se encuentra presente cuando las 
células se crecen en amonio, pero se encuentra ausente en con-
diciones de fijación de nitrógeno. En cambio la GS II se en-
cuentra muy elevada en condiciones de fijación de nitrógeno en 
vida libre y en las vesículas aisladas de las plantas. La GOGAT 
es una enzima dependiente de NADH, se encuentra presente en con-
diciones de exceso y limitación de amonio en la hypha, pero es 
indetectable en las vesículas (81). La aucencia de GOGAT en las 
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vesículas ha llevado a la propocisión de que la asimilación de 
amonio esta bloqueada en simbiosis, debido a una limitacion de 
substrato para que actue la GSII. 

En cuanto a la fijación de nitrógeno se conoce muy poco 
respecto a la estructura y regulación de los genes  nif.  Se han 
aislado los genes que codifican para la nitrogenasa reductasa. 
Los genes nifil y nifD  estan contiguos. También se ha identificado 
a nitIC  y a nifA. Se ha secuenciado a pifH  y se ha visto que las 
secuencias nucleotídica y de aminoácidos son muy parecidas a la 
secuencias de ►nabaena, Ramelilotí y E.pneumoníae (82). 

Bhizobium 

Las bacterias del género Rhizobium establecen asociaciones 
simbióticas con especies vegetales de la familia leguminosas. 
Rhizobiuu ha sido agrupado dentro de la familia Rhizobiaceae, 
cuyas características globales comprenden a otras bacterias 
aeróbicas, GRAM negativas, móviles presentando ya sea un flagelo 
polar o subpolar o bien de dos a seis flagelos. Estas bacterias 
interaccionan con las raíces de las plantas leguminosas para for-
mar nódulos en los que se lleva a cabo la fijación de nitrógeno. 
Para que se forme un nódulo es necesario que exista un 
reconocimiento especifico entre la bacteria y la planta y que 
Rhizobium penetre por los pelos radiculares hasta la corteza de 
la raíz, donde pasa a través de la pared celular, quedando 
englobado en vesículas membranosas dentro del citoplasma vegetal 
(83). En la formación del nódulo existe una marcada proliferación 
de las células de la corteza radicular y un proceso de 
diferenciación de ambos participantes. El Rhizobium sufre cambios 
morfológicos y metabólicos. Se hace más grande y de forma 
irregular, esta forma se conoce como bacteroide y es este el que 
se encarga de la fijación de nitrógeno atmosférico. Los bac-
teroides no se dividen y presentan grandes cambios en su metabo-
lismo de carbono y de nitrógeno como se vera más adelante. 

Las diferentes cepas de Rhizobium se han clasificado en 
tres géneros, Rhizobium, Dradyrhízobium y Azorhizobium. Este ul-
timo presenta características muy especiales, ya que es capaz de 
inducir nódulos en las raíces y en los tallos de Sesbania  
rostrata. La nodulación en los tallos es muy abundante e insen-
sible a la presencia de nitrógeno combinado en el suelo (84). Por 
otra parte Azorhizobium es capaz de fijar nitrógeno en vida libre 
y de crecer con este nitrógeno. 

La asimilación de amonio en Rhizobium procede únicamente por 
la vía GS-GOGAT, la actividad de GDH esta ausente o es muy baja 
(85), encontrándose que el papel de la GDH es nulo en la 
asimilación de amonio en  Rhizobium. Podas las mutantes 
auxótrofas de glutamato reportadas estan afectadas en la ac- 



tividad de glutamato sintasa y ninguna presenta alteración en la 
GDH (86,87,88,89,90). De las mutantes en GOGAT reportadas las de 
Azorhizobium caulinodans y ».japonicu,a presentan un fenotipo Fix-
y las de R.meliloti y la de R.sp 12H1 presentan fenotipo Fix+. El 
gene que codifica para la GOGAT ha sido aislado en Azorhizobium 
caulinodans (91) y en Rhizobium sp (92), en ambos casos se ha 
visto que el gene olt es independiente del sistema de regulación 
general de nitrógeno Ntr. 

En cuanto a la GS se sabe que RhiZobiuq posee dos GSs las 
cuales se han caracterizado por su diferente migración 
electroforática y por su diferente peso molecular, siendo la GS I 
mayor que la GS II (93). Unicamente en Azorhizobima caulinodans  
se ha reportado la ausencia de GSII (84,86). Reciéntemente ha 
habido controversia en cuanto al número de GS que poseen las 
Rhizobeaceas, 	ya que hay grupos que han reportado la 
purificación de tres formas de GS, utilizando columnas de DEAE-
celulosa (94). Además otros grupos han encontrado tres genes que 
codifican para GS (95,96). El tercer gen descrito para GS, lo 
aislaron por complementación de mutantes Gln-  de Klebsiella y de 
Et coli, pero no se expresa en Rhizobium. Se ha propuesto que este 
es un gen críptico en Rhizobium. 

La GS I es muy parecida a la GS de enterobacterias en 
relación a su estructura oligomérica de dodecámero, en su secuen-
cia nucleotidica (97) y de aminoácidos (98) y en su regulación 
post-traduccional por el sistema de adenilación (85,86). La 1GS I 
se transcribe constitutivamente de un sólo promotor bajo 
diferentes condiciones de cultivo (98,99) . El promotor de la GSI 
presenta una estructura muy similar a la secuencia concenso 
-35,-10 de los promotores de enterobacterias (99). A diferencia 
de lo encontrado en Elebsiella y E.coli, en donde glnA presenta 
dos promotores, el promotor p1  tiene el concenso -35, -10 y el 
promotor p2  es semejante a los promotores regulados por ntrA, con 
la estructura característica de -26, -10. Asi la GSI de este 
microorganismo no esta regulada por el sistema general de 
nitrógeno. Las mutantes en los genes ntrA y ntrC descritas no 
presentan modificación en cuanto a los niveles de inducción de la 
GSI. Las mutantes estructurales en el gen de GSI (gja), 
descritas en A.meXiloti, crecen bien en amonio como fuente de 
nitrógeno, utilizando la actividad de la GS II, y presentan un 
fenotipo 	Fix (97). Mientras que las mutantes en GSI de 
Azorhizobiun caulinodans resultan en un fenotipo Asm-  (debido a 
la ausencia de actividad de GSII) y son Nif-  Fix-. Este dato ha 
llevado a la proposición de que el establecimiento de nódulos 
efectivos para la fijación de nitrógeno, requiere de una 
asimilación de amonio eficiente (84). 

En cuanto a la GSII se sabe que es una enzima muy diferente 
de las GSs  reportadas en otros procariotes, en relación a su 
estructura, a reacciones de inmunoprecipitación y en que no se 
regula por el sistema de adenilación. La GS II tiene un peso 
molecular menor que el de la GSI, se calcula que el peso 
molecular de cada subunidad de la GSII de Bradyrhizobium 
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ilmonicu4 es de 36,000 mientras que la GSI tiene subunidades de 
59,000 (85,102). En cuanto a la estructura de la GSII se ha 
propuesto que es un pentámero (85), aunque también se ha sugerido 
que presenta una estructura de octámero (102). La GSII es una 
proteína termosensible, perdiendo su actividad cuando se incuba 
en altas temperaturas, la vida media a 50°C es de 33 min. en 
B.japonicum (103), de 10 min. en  R.fredi (65), de 13 min. en 
Retrtfolk (103). 

Se ha propuesto que la GSII es una enzima de origen 
eucariótico. Sugiriendo que la planta fue la fuente de donde 
Rhizobium obtuvo el gen que codifica para esta enzima. Esta 
proposición se basa en el dato de la secuencia de aminoácidos 
que se obtiene a partir de la secuencia nucleotidica, es 47% 
homóloga a la secuencia de la GS de plantas (102). Esta 
proposición abre muchas preguntas acerca del fenómeno de trans-
ferencia genética de eucariotes a procariotes. Se ha reportado 
que la GSII de Frankia es muy parecida a la GS II de Rhizobium 
(81). Estos dos microorganismos establecen simbiosis con las 
plantas, infectando las células corticales, en donde se diferen-
cian para convertirse en organismos especializados para la 
fijación de nitrógeno. Seria interesante proguntar si el hecho 
de infectar las células corticales fue el punto de contacto que 
favoreció la transferencia genética de eucariotes a procariotes. 
Así como cuál fue el fin o el motivo de esta transferencia 
génica, o si la GSII es indispensable para la fijación de 
nitrógeno. 

La GSII es una enzima que tiene un respuesta muy grande a la 
disponibilidad de nitrógeno en el medio ambiente. Se ha reportado 
que la actividad de GSII decrece al agregar un exceso de amonio 
al medio de cultivo (85,102,104,105). Esta enzima no es sucep-
tibie a inactivación por adenilación. 

La actividad de GSII se induce en condiciones de limitación 
de amonio (99). En Bradyrhizobium iaponicum se ha encontrado que 
la regulación de esta enzima se da a nivel de transcripción (99) 
y que el gene de GSII presenta un promotor muy semejante al de 
los genes 	nifDR y  nifB, presentando la secuencia concenso 
de -26,-8, de los promotores que son activados por la RNA 
polimerasa unida al factor a codificado por ntrA. Además se ha 
encontrado una secuencia en -103,-119 semejante a la secuencia 
concenso a la cual se une NR1 (el producto de ntre) (99). Por lo 
que se propone que la GbiI de Rbizobium está regulada por el sis-
tema de control Ntr, que reacciona a la disponibilidad de 
nitrógeno en el medio ambiente. Mutantes en el gen ntrC repor-
tadas en R.meliloti (95) y B.japonicum (106), han confirmado esta 
proposicion ya que carecen de actividad de GSII. 

Las mutantes estructurales en el gen cilnIX descritas en 
R.maliloti (101) y en B.japonicum (99) son protótrofas para 
glutamina, son capaces de crecer en nitrato como fuente de 
nitrógeno y nodulan efectivamente. En cambio las dobles mutantes 
qlnA=cknII= descritas tienen fenotipos contrarios, ya que en 
Bradyrhizobium se ha reportado que resultan en un fenotipo Asm-
Nod-  Fix-  y en Rhizobium meliloti presentan un fenotipo Fix- 
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Se ha propuesto que la asimilación de amonio en los bac-
teroides esta reprimida, ya que la GSI se encuentra adenilada 
mientras que la actividad de GSII es indetectable (107,108), de 
tal manera que el nitrógeno que fija el bacteroide no es 
asimilado y es excretado a la célula vegetal (109). En 
B.japonicum se reportó que la actividad de la GSII decrece en 
condiciones de microaerofília (110). Por lo que la aucencia de 
actividad de GSII en los bacteroides podria deberse a las con-
diciones microaeróbicas del nódulo. Reciéntemente Aclaras y Chelm 
publicaron que si existe transcripción del gen Oral, en bac-
teroides de Bradyrhizobium laponicum aislados de nódulos, así 
como en bacterias crecidas en condiciones de microaerofilia, por 
lo que estos autores proponen que si la GSII no esta activa en 
estas condiciones, es posible que se deba a que esta enzima este 
regulada por algún mecanismo post-transcripcional desconocido 
(111). 

El gen que codifica para NRT  ha sido aislado en R. meliloti  
(101), en Azorhizobium caulinoaans (100) y en Bradyrhtzobium 
japonicum (106), por homologia con el gen ntrC de Escherichia 
cola. Mutantes en este gen presentan incapacidad de crecer en 
nitrato como fuente de nitrógeno. Estas mutantes no presentan 
cambios en la regulación de la inducción de la GSI y son in-
capaces de expresar actividad de GSII, tal como se había descrito 
para las mutantes ntre-  de Agrobacterium las cuales tampoco ex-
presan la actividad de GSII (112). 

Respecto al gen de ntrA se ha reportado su clonación en 
gameliloti (113), mutantes en este gen son incapaces de crecer en 
nitrato, estan afectadas en el transporte de ácidos 
dicarboxilicos y en la activación de los operones nif en con-
diciones explanta y en el estado simbiótico, por lo que son Nif-
Fix-. 

En relación a la fijación de nitrógeno se ha encontrado que 
en algunas especies de Rhizobium los genes nif se encuentran en 
plásmidos grandes, mientras que en Bradyhízobium  se encuentran 
en el cromosoma . Los genes estructurales de la nitrogenasa 
nifitin son muy conservados entre las diferentes especies de 
Rhizobium. En algunos tipos de Rhizobium estos genes se en-
cuentran reiterados, encontrándose activas las diferentes copias, 
de tal manera que para tener mutantes estructurales en la 
nitrogenasa se requiere mutar todas las copias (114). 

En cuanto a la regulación de los genes nif se sabe que los 
productos de nifA y ntrA son indispensables para inducir la 
expresión de los genes nif. Es importante mencionar que en 
Rhigobium al igual que en Klebsiella, Azotobacter y Anabaena el 
promotor de pifH tiene la secuencia concenso reconocida por el 
factor a de la RNA polimerasa codificado por ptrA y que en todos 
estos microorganismos incluyendo además a Azospirillum y a 
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Frankia,  la transcripcion a partir de nlfg  también depende de la 
presencia del producto de nifA. 

En R.meliloti el producto de ntrc sólo se requiere para la 
expresión de los genes nif  explanta, ya que mutantes en este gene 
no fijan nitrógeno en cultivo y si en simbiosis (101). El 
producto de nifA  es Indispensable para la expresión de la 
fijación de nitrógeno en simbiosis (101). Se podria sugerir que 
en phizobium  se presentan dos diferentes vías para regular la 
expresión de la fijación de nitrógeno, dependiendo si la bacteria 
se encuentra en estado simbiótico o en vida libre. 

Se ha reportado que el producto de nifA  es sensible a 
oxigeno (115) y que la expresión de nifA se induce en condiciones 
microaeróbicae (116), a diferencia de Rlebeiella en donde el 
producto de »ifi es el que es sensible a oxigeno y nifA no 
presenta ninguna modificación por oxigeno. 

En Rhizobium meliloti se ha propuesto un modelo de regulación 
de cascada para la inducción de los genes pif  y  fi'.  En este 
modelo se propone que cuando se tienen condiciones de 
microaerobiosis, se induce la expresión de nifA y de fixN. La 
regulación de estos genes es dependiente de los genes fixrAT.  Asi 
fixIJJ activan la transcripción del promotor de pifA y nifA a su 
vez activa la transcripción de los otros promotores pif y ALIA. 
Asi los productos de los genes fixLJ  substituyen a los de los 
genes ntrBC en la inducción de la función Nif (Fig.-7). El 
análisis de la secuencia de fixLJ ha mostrado que estos genes 
presentan homologia con los sistemas regulatorios de procariotes 
(sensor/regulador) (117). 

Por otro lado Azorhizobium caulinodans presenta una situación 
especial, ya que como se mencionó, esta bacteria es capaz de 
crecer en condiciones de fijación de nitrógeno y asimilar el 
amonio producido por la nitrogenasa. En Rlebsiella se ha en-
contrado una coordinación en la regulación de los genes in-
volucrados en fijación de nitrógeno y los de asimilación de 
amonio, mediante el sistema Ntr. En A,caulinodans no parece ser 
el caso, ya que mutantes ntro.-, presentan regulación silvestre de 
GSI y de GOGAT (100). Además esta mutante presenta una fijación 
de nitrógeno en vida libre de sólo el 10% de la cepa silvestre y 
tienen un fenotipo Fix retardado. La expresión de NifA en las 
mutantes Atrg-  de A.caulinodans sólo se reduce a la mitad. Se ha 
sugerido que existe otro gen que controla la expresión de nifA, 
ya que las mutantes ntrC-  siguen respondiendo en la expresión de 
nifA, a la presencia de amonio en el medio. Asi se ha propuesto 
que los productos de los genes ntrXX estan involucrados en la 
regulacion de nifh (84). 

Por último quisiera comentar acerca de la fuente de carbono 
que utiliza el simbionte para satisfacer la demanda de energía 
tan grande para la conversión de N2  en amonio. En base a que los 
bacteroides no metabolizan glucosa y si ácidos dicarboxilicos, se 
ha propuesto que el succinato u otro ácido dicarboxilico es la 
fuente de carbono que la planta da al bacteroide. Se han aislado 
mutantes en el transporte de succinato que resultaron ser in-
capaces de fijar nitrógeno (118), lo mismo que mutantes en la 
succinato deshidrogenasa (119). Se ha demostrado que el succinato 
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es metabolizado a glutamato en los bacteroides (120) lo cual ha 
llevado a la proposición de que el glutamato es un substrato 
respiratorio en los bacteroides (121), encontrándose que mutantes 
que no degradan gluamato son Fix-  (122). El análisis más 
detallado de está proposición servirá para entender más acerca de 
la interacción planta-bacteria en el nódulo. 

ginil  
t nitrato 

transcripcionI regulacion 
constitutiva J.  por adenilacion 

ntre---0>NRI 	 fixw  

ntrA---iwa60  	 FixJ 
sencible a O 
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ífillnE 
fixABCX 
nifN 

Figura 7.- Modelo de regulación de la asimilación de amonio y la 
fijación de nitrógeno en  Rhizobium meliloti. 
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OBJETIVOS 

En esta revisión hemos visto los diferentes mecanismos que 
tienen las bacterias fijadoras de nitrógeno para regular este 
proceso y acoplarlo al de asimilación de amonio. 

En Klebsiella se ha visto que estos dos procesos estan 
acoplados y finamente regulados por un sistema de cascada en el 
cual participan diferentes proteínas regulatorias, codificadas 
por genes ntr y gln y que la senal para inducir la expresión de 
la fijación de nitrógeno esta dado por cambios en las pozas 
intracelulares de a-cetoglutarato y glutamine. La glutamino sin-
tetase, la glutamato deshidrogenasa asi como los genes nif estan 
regulados por el sistema general de nitrógeno (Ntr). 

En los demás microorganismos presentados en esta revisión se 
encuentran variaciones de este modelo de regulación. Podemos 
decir que en ninguna otra bacteria se presenta una regulación 
idéntica a la presentada por Xlebsiella: 

Así por ejemplo en Azotobacter, que es otra bacteria 
diazotrófica, la glutamino sintetasa no esta regulada por el sis-
tema Ntr, sin embargo la GS de esté microorganismo es muy 
parecida a la de Xlebsiella, en su estructura y en su regulación 
por adenilación. En cuanto a los genes nif, esta bacteria 
presenta tres nitrogenasas y solo una de ellas esta regulada por 
el sistema Ntr. Para inducir la expresión de los otras dos 
nitrogenasas se ha descrito la presencia de un nuevo gen 
regulatorio (nfrX). 

En las bacterias que establecen relación con las plantas 
(Azospirillum, Anabaena, Frankia y Rhizobium) la regulación de 
estos procesos también presenta grandes diferencias a lo repor-
tado en Xlebsielle. Ya que por ejemplo se ha descrito la exis-
tencia de otros genes que son indispensables en el proceso de 
fijación de nitrógeno en condiciones simbióticas, como los genes 
fix descritos en Azospirillum y en Rhizobium. Por otro lado la 
interacción con plantas involucra el intercanbio de senales 
regulatorios entre la planta y la bacteria. En algunos microor-
ganismos (7►nabaena y FranklA) la asimilación de amonio se bloquea 
cuando entra en simbiosis con la planta, cosa que no ocurre 
cuando fijan nitrógeno en vida libre. 

Rhizobium es una bacteria que interacciona con las plantas 
leguminosas, en este microrganismo la regualción de la fijación 
de nitrógeno y la de la asimilación de amonio presentan muchas 
peculiaridades. Primero que en el proceso de asimilación de 
amonio, participan dos glutamino sintetasas. La GSI es muy 
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parecida a la GS de Klebsiella, en cuanto a su estructura y su 
regulación postraduccional, pero a semejanza de la GS de 
Azotobacter y Azospirillum, esta enzima no esta regulada por el 
sistema Ntr. La GsII es una enzima muy parecida a la GS de plan-
tas y esta regulada por el sistema Ntr. La GSII de Prankia es 
muy parecida a la GSII de Rhizobium. Estos dos microrganismos 
infectan las células corticales de la planta. En donde se 
diferencian para producir un organismo especializado en la 
fijación de nitrógeno. Seria muy interesante preguntarse si el 
hecho de infectar las células corticales fue el punto de contacto 
que favoreció la transferencia genética. Así como cual fue el 
motivo de de esta transferencia de información y si la GSII juega 
un papel importante en la diferenciación y en la simbiosis. 

En cuanto a la regulación de la fijación de nitrógeno en 
Rhizobiun, se sabe que los genes ntrA y nifA juegan un papel muy 
importante en la inducción de los operones nif y que ntrc no par-
ticipa en la regulación de nifA en simbiosis, sino que se ha 
descrito la presencia de otro gen regulatorio (fix.7) encargado de 
inducir la expresión de nifA. 

En Rhizobium la fijación de nitrógeno se induce en simbiosis 
en donde la bacteria se diferencia a bacteroide. Este es un 
proceso muy complicado que involucra la interacción con la 
planta, intercambio de señales para dar como resultado la 
formación de nódulos con bacteroides que fijen nitrógeno. El me-
tabolismo de carbono y de nitrógeno de la bacteria juega un papel 
fundamental durante el desarrollo de la simbiosis y la diferen-
ciasion a bacteroide. Rhizobium debe de estar en un estado 
metabólico especial para responder a las señales de la planta. 
Así el estudio del metabolismo de carbono y nitrógeno de la bac-
teria en vida libre, podrá dar a conocer como responde la bac-
teria a diferentes estimulas. Esto nos podría llevar a simular 
las señales de la planta y lograr diferenciar a Rhizobium ex-
planta. 

Podemos decir que el amonio es una señal metabólica durante 
la simbiosis, ya que se ha reportado que la presencia de una 
fuente de nitrógeno combinado en el suelo, se suprime la 
nodulación. También se ha visto que el amonio reprime la 
expresión de los genes nod,  de la bacteria. 

En este trabajo se presentará un estudio de la asimilación 
de amonio desde diferentes puntos de vista de la bacteria 
Rhizobium phaseoli. Esta bacteria se caracteriza por interac-
cionar con la leguminosa Phaseolus vulgaris. En el Centro de 
Investigación sobre Fijación de Nitrógeno, existe un especial in-
teres en estudiar a esta bacteria. Dado la importante repercución 
económica que pudiera tener el mejorar esta relación simbiótica 
en el cultivo del frijol. 

Nosotros nos preguntamos por que Rhizobium solo asimila el 
amonio por la vía GS-GOGAT, es esta una condición imprescindible 
para el establecimiento de la simbiosis efectiva. Así como que 
pasaría con la relación planta-bacteria si se diera un cambio en 
la ruta de asimilación de amonio, mediante la presencia de otra 
enzima que incorpore amonio, como la actividad de GDH. 

Por último nos interesa saber cual es el papel que juega la 

27 



GSII en esta interacción. También el por que de la existencia de 
dos actividades de glutamino sintetasa en Rhizobium.  En ghizobium 
phaseoli  se ha descrito que en la región 5' de los genes estruc-
turales de la nitrogenasa, existe la secuencia reconocida por 
&tu,. En D.japonicum  también se ha descrito esta secuencia antes 
del gen alnII.  Se podría proponer que la GSII y la nitrogenasa 
estan sujetas a regulación positiva por el mismo sistema. Sin em-
bargo se ha decrito que en condiciones de máxima inducción de la 
nitrogenasa en simbiosis, no hay actividad detectable de 
GSII. Sin embargo se ha reportado que es posible detectar 
transcrito de glnII  en los bacteroides (111). Con el proposito 
de entender los mecanismos que pudieran regular la actividad de 
GSII durante la simbiosis, se estudiará la posible regulación de 
esta enzima por mecanismos postraduccionales. Asi mismo se 
buscarán mutantes que afecten la actividad de GSII y se 
analizarán los efectos que produce la ausencia de GSII en 
~zobilag phaseoli. 
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RESUTADOS 

Los resultados de este trabajo serán presentados en la forma 
de tres artículos. Los dos primeros han sido publicados en la 
revista Journal of Bacteriology, volumen 170 y el tercero es un 
manuscrito, el cual esta listo para enviarse a publicación en la 
revista Molecular and General Gonetics. 

Los títulos de las artículos presentados son: 

I..- Ammonium assimilation in phizobium phaseoli by glutamine 
synthetase-glutamate synthase pathway. Alejandra Bravo and Jaime 
Mara. 1988. Journal of bacteriology 170, : 980-984. 

2.- Introduction of the EscheríohiA Col',  gd1371 gene into 
Ihizobium pjbaweoli 	effect on nitrogen fixation. Alejandra 
Bravo, Baltazar Becerril and Jaime Mora. 1988. Journal of Bac-
teriology 1ZA : 985-988. 

3.- Isolation and characterization of a Tn5 induc'ed mutant of 
Rhízobium phaseoli affected in the GSII activity :and nitrogen 
fixation. Alejandra Bravo, Luz Maria Martínez, Jorge .Calderón and 
Jaime Mora. 1989. 
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Evidence from in vitro and in vivo Mutiles showed that lo khizabium phaseoli onntionium is assimilated hy 
the glutamine synthetase (GS).glulaniate synthase NADP11 pathway. No glutinnale dehydrogenase activity was 
delected. R. phaseoli has two OS entymes, as do other rhlzohin. The ton OS activilies are regulaied un the hasis 
of the requirente:11 for low (051) nr high (GSM antmonitint assidlation, When (he 2•osoghilaratclglutamine 
ratio decreases, OS1 is adenylyiated. Whrn 051 is inuctivsiled, 0511 is induced. lloweser, toductioo nf 0511 
activity varied depending on the rate of d'unge of ibis ratio, OSII was inactivated alter the addition of high 
manumitan concentrations, when the 2.ohoglaturateiglutandne rallo decreased rapidly. Atm:minium Inactiva. 
don resabed in riberano!' of thc calitlytIc and physical propertles of OS11. 6511 inacilvation was not relieved 
by shifting of the cribares lo glutamine. Afler 0511 illadiVili1011, saiunmihim was exereled loto ilw medium, 
Olutamate syntbase aetivIty was bibibited by soma organic achis and repressed when cells were grown with 
glutamine as the nitrogen solace, 

II is generally accepted that ammonitint assimilation in 
rhizobia proceeds mainly through the glutamine synthetase 
(GSItitamitte synthase (GOGAT) pathway (6, 13, 15, 
19-21). llowever, in contras( with other bacteria, rhizobium 
conlains two forms of OS. and this presents additional 
complexity in thc study uf ammonium assintilation. The GSI 
enzyme is similar lo the enzymes found in (Alter gram• 
negative bacteria in regard to its monomeric and oligomeric 
structure, postransiational regulation, and muna) acid se. 
guerree (5, 6, 25). The GS11 enzyme has a lower molecular 
weight and is heat lahile (6, 7, 10, 16). Recently, in Brady-
rbizobiurn japonicum, the gene coding for GS11 nos cloned, 
the enzyme was purified, and it was found that its aromo acid 
sequence more closely reser:Mies that of plant OS than that 
pf bacteria' GS (4). The function of the two GS forms from 
rhizobia iá the free-living state and during symbiosis remains 
controversia', since there are severa' reports about the • 
regulation of GS in rhizobia, without distinction hetwecn the 
two GS activities (13, 15, 19, 20, 27). 

Other studies by Darrow (6) and Ludwig (16) showed that 
ammoniorn has a strong negative modulation effect no 0511 
and a minar elfect un GSI. OS) from free-living rhizobia (6, 
16) and bacteruids (3) was mainly regulated hy adenylyia-
(ion, However, Ilowitt et al. (11) reported that. although 
G511 was severely rcpresscd when rhizobia were grown un 
ammonium, 051 liad the same biosynthetic activity, regard. 
less of the adenylylation state of the enzyme (11). 
• Glutamine ausothroplis have beca isolated in ltbizobium 
cowpea 32111 and R. ineliloti (13, 16), but the number of 
mutations responsible for Mese phenotypes remains uncer- 

Carlson ci al. (5) and Sornerville and Kahn (25) have 
isolated the GSI genes from 11. Japonicunt and R. 
respectively. The OS) gene of N, japonicurn was consiiiii. 
iively transcribcd in ditterent nitrOgen conditions (5). The R. 
ineIllotí OSI gene has been interruplcd in vitral and used tu 
replace the normal GSI sequence in U. metilo', (25). 11 was 
found that, in Chis mutan( sIrain, GS11 can su pport growl h un 

• Corresponding  

mínima" median, with NII,C1 as the nitrogen source. More-
over, ibis rmHant strain was unattected in its nodulation and 
nitrogen lixiition of Mediettgo sativa (25). 

l'o establish the operation and function of the enzymes 
that assimilate ammoniunt in U. phaseoli, it is ncccssary tu 
correlate the activities found in vitro with in vivo experi-
mutis and lean, how the enzymes are regulated. 

We studicd for the first time how anamonium is assimilated 
in the free-living state in U. phaseoli. Wc show Itere which 
enzymes pariicipate in vivo in ibis proccss, how thcy are 
regulated. and that GS11 has a function ditterent from that of 
OSI, 

NIATERIALS AN1) METHODS 

Strain. The U. phaseoli wild-type strain CEN42 was used 
in ibis study (22). 

Orowth conditions. Batch cultures uf R. phaseoli were 
grown at 30'C and shaken at 175 rpm. For growth un minirnal 
meditan (MM; 2), cells previously grown overnight un a rich 
inedium (l'Y) containing 0,5% peptone, 0.3% yeti« extract, 
and 0.07 M CaCI, were washed twice and used as an 
inocultun alter being diluted 25-fOld atol adjusled tu an 
aplica' density of 0.05 rit 540 nm. The nitrogen and carbon 
sources in MM were used at 10 mM. Growth was monitored 
by measurement of the optical density at 540 nin and by 
protein determlnation by the Lowry method. 

Deferritinallon of GOOAT activity, Cell extracts were 
preparad by grinding whole cells in 0.1 M 1<C1-0.5% 2-
mercaptoethanol (p11 7.6) with a liraun homogenizer and 
0.1-mm (diameter) glass beads. Extracts were desalted by 
heing passcd through a Sephadex G25 column (1 by 10 cm) 
which was equilibrated and cluted with the extractiun solo-
holt. The voitied volurne fraclions, which contained (he 
prutein peak. were pooled and used as the enzyme source. 
GOGAlf activity was detecied by measuring the oxidation of 
NADPII at 340 tn. The activity was measurett in a 1-ni) 
reaction mixture containing 50 mM 	(N.2-hydroxy- 
ethylpiperazine-N'.2-ethanesulfonie acid), 1% 2-mercapto-
.ethanol (p11 8,5), 3.65 mM glutamine, 3 mM 2-oxogiutarate, 
0,2 InIst NADP11, and 0.1 ml of ce II e xtract Speciftc activity 
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TAIILE 1. Specillc activities of ammortiuni assimilalion 
enzymes in R. pirra von during grow1b 

under dilterenl cubre condnions 

Enryrne 
	 Sp 	or proicinr 

stst 

GSI 
	

25 
	

2 
GSII 
	

NI) 
	

15 
GOGAT 
	

lit 
	

32 

CellS %Vett' grown for 12 h un l'Y or MM with satinan: plus NOM. 
rtortAr and 65 specibe activities were determined al 12 h ol growth hy the 
blosyrultetic iissay. NO, Nto deletled. 

was expressed as units per milligram of protein: 1 U repre-
sents 1 nato] of NADP1-1 oxidized per (ron. 

DetermlnatIon of GS activity. GSI and GSII adivines were 
assa.yed with whole cells or culi extracts, Whoie cells were 
prepared by suspension in IO mM imidazole hydrochloritle-
1.0 mM 11111C11  (p1-1 7.0) and perméabilized with 0,1 mg of 
cetyltrimethylammonium bromide per ml. Cell extracts were 
prepare(' by grintling whole cells as described aboye, in 10 
triM imidazore hydrochluride--0.5 triM EnTA (pi' 7.0). 

GS was measured hy its transferase and synthetase adiv-
ines as described by Hender et al. (1). Specilic adivines 
were expressed as units per milligrarn of pincelo: 1 U 
rcpresents 1 tunal of y-glutarnyl hydroxamate prodticed per 
min. The two GS adivines were distinguished by Iheir 
dilferent heat stabiliiíes for 1 h al 50fle (7) and their dilferent 
sedimentations on sucrose densily gradients as described 
below. The adenylylation state of GS1 was determined hy 
calculation of the ratio of transferase adivines measured in 
the presence and absence of added Mg2.-  as described by 
Shapiro and Machina') (24). 

Suerose ';radien' sedimentatIon. Cell extracts were laycred 
over a 5 lo 20% continuous sucrose gradient and centrifuged 
for 3 h in an SW55 rotor at 240,000 x g in a Beclonan 
ultracentrifuge as previously described (6). Afta centrifuga-
tiun, fractions were collected from the top of the tube. and 
GS tninsferase and synthetase activities were determined in 
each fraction. OS! and 0511 were idenlified by heating for 1 
h at 5(PC. 
• Melabolite detenninatfon. Cell simples for mino acid 
analysis were suspended in 80% ethanol, boiled for 10 min. 
and disrupted as described aboye. Cell debris was removed 
by tiltration with 0.22-gm (poro sine) Millipore membrane 
tilters. The filirates cuntaining the free amino aeids were 
lyophilized and separaled with un Antinco ()mino acid ana-
1yzer as previously described (12). • 

2-0xoglutarate was extracted by suspension Utile cells in 
1 nil of cold 0.3 N 1.1C104-1 mM F.DTA and neutralization lo 
p11 7,0 with 0,1 inl of 1 M 1(21•11)0,-0,1 ml uf 10 M KOH. 
2-0xoghtlarate was determined in the cicar supernatant 
obtained alter centriftigatiun by measurement uf che initial 
rate of aplica) density chango at 340 mit with 1:40 diluted 
bovino glutamine dehydrogenase (0DH) as previously de. 
scribed (26). 

Samples of the medium were collected, and ammonium 
was meusured with an Orion (Cambridge, Mass.) electrodo 
as previously reported (8). 

RESULTS 

Growth and aninionluin assimilation enzlines. The activi. 
des of GS1. 0511, and coaAr were ineasured in R. 
phaseoll grown on l'Y or MM. 	of the eell nitrogen  

incorporated on MM (succinate plus N13.40) comes from 
ammonium assimilation, in contras' lo What occurs on PY. 
The enzynte activities found in each medium are presented 
in 'rabie 1. OS! hiosynthetie activity was present on PY and 
almost absent un MM. In contrast, GSII was present un MM 
and was not detected on PY medium. GOGAT activity was 
higher on MM than on PY, and no 01)1.1 activity was 
detected even in 100-fold.concentrated ce!' extracts with six 
dilferent extraelion buffers in culis grown on dltl'erent carbon 
and nitrogen SOLJNeS, 

000AT activity required NADPH asa cotutor. Avise-
rine ori-methionine sulfone inhibited mili GOGAT.  activity in 
vitro (3a1. As reponed for OS11 from other rhixobia, Ibis 
errzyme is thermulabile (7, 10, 16) and was inhibited by 
methionine sulfoximine (data not shuwn). 

R. phuveoti growth inhibition by 5 mM L-methionine 
sulfone and lis reversa' by added glutamate indicate that 
GS.GOGAT is the onl y pathway for anuuonium assimilation 
in ibis organism. 

The tinte courses of OS) and GSII activities were moni-
tored on MM with glutamine as the nitrogen source, with 
which R. pha.leoli grew with a 3-h douhling time similar tu 
that obtained with ammonium (Fig. 1A). GSI adenylylation 
increused during exponential growth (Fig. 1A) and, as a 
consequence, the biosynihetic activity of this enzyme was 
very Iow alter 12 h oí growth (Fig. 11D; however, the 
transferase activity was high and constant (Fig.-  le). In 
contrast, GSII transferase and synthetase activities in-
ereased from nondetectable tu very higli levels during expo-
nencial growth and started decreasing, before reaching the 
stationary phase, tu undeteetable values alter 24 h of ineu-
bation (Fig. 111 and C). This regulatury pattern of OS was 
aleo observe(' in faur other strains of R. phaseoli (data not 
show n), 

We :liso found that thcse ditterent activities uf GSI and 
0511 during growth on MM correspond lo the peak sizes 
expected 'for GS1 and 0511 when they are sedimente(' in 
sucrose gradients. The largor 051 sedimented raster than the 
sinal!er 0511. (Fig. 2A). 

OS and 00GAT adivines (ander dilferent introgen cornil. 
tIons. Transferase and synthetase 0511 adivines in MM 
depend un the nitrogen source present in the medium (Tulle 
2). The highest leveis o!' 0511 activas,  were found in cells 

1,1G. I. 651 and 0811 specitic uctivilies during growth of 
R. phamili un MM supplemented with succinate and gfutamaie ns 
carbon and nitrogen sources. Panels: A, growth curve (IR. phaseolí 
CFN42 on ibis medium (C1) and adenytylation state of GSI activity 
during growth (4111; II, synthetase ussays of GS1 (*) and GSII (01; C. 
1ransferase as su) s of GSI till) and GSII (0). 
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FIG. 2. Sedimentation on sucrose density gradients of GSI and 
6S11 from cell extraels of R. phomiiIi. Panels: A, cell extracts from 
cultores grown with glummate as the nitrogen source for 4 ti), 12 
(0), and 24 h (.); 11, cell estrada from cultures grown for 1(1 h with 
glutamate as the nitrogen source 01} and at 3 II alter ii111111011ilIM 
addition to the mediunt (A). 

grown in nitrate and glutamine: these were tour- and sixfold 
higher iban those in glutamine and ammonium, respectively, 

GSI activities were similar with all of the nitrogen sources 
temed. GSIbiosynthette activity was from 4- lo 1O-fold lower 
with ammonium and glutamine and 20-fold lower with nitrate 
and glutarnate than was GS11 hiosynthetic activity ondee 
similar nitrogen conditions (Table 2). 

GS1 and GS11 adivines varied during growth on MM, and 
a correlation was establishcd with the 2-oxogiutarate and 
glutamine contenta. 2-0xoglittarate was higher in PY and 
decreased lo (Inri:rent levels in MM with (Inri:rent nitrogen 
sources. 2.0xoglinarate decreased to very Iow levels atter 
cella were transferred from l'Y tu ammonium or glutamine 
(Fig. 3A), in which losa GS11 activity was round ("rabie 2). 
tiowever, this organic acid decreased slowly and only by 
hall' alter transfer to nitrato or glutamate (Fig. 311), in which 
GS11 reached very high levels (Table 2). As expected, 
glutamine variad in the opposite way, since 	incretised 
severalfold during the first hours In =monina] or glutamine 

TALII.F. 2. R. plumeo:A' GOGAT, GSI. and G511 activities 
as u function of the /intimen source 

Enzyme Assay 
Sp aut tUarat or proteini" 

1•411,C1 KNO, Giummare Glutamine 

GSI 'Transfernse 414 310) 432 396 
Synthetitse 4 2 5 

(1511 Transterase 156 860 9111 396 
Synthetase 15 113 51 22 

GOGAT 32 30 1i 32 

Celia %ere grown on MM suppleinented with thlTerent nitrogen sources. 
Enzymatie determinations +Acre mide 	h uf imosk(11. The data remesen( 
the nieans of al least roa: dillercrit determ(naiions, with a standard de% iat ion 
of <5%. 

1, Dm:unan_ 

A 
11 
'11 
ii  

B 

1 ,Il 

Y 

C 

% n 4.,  

'
1 .%,,, 
II , 

11 1 

S9  

12 	24 0 	12 	24 0 e 	30 
Time (11) 	 time imin) 

HG. 3. Levels of 2-osoglutarate and Idilianinie during growth on 
MM supistemented with difieren! nitrogen munas and alter entino• 
nium addition to glutamate-grown cubres of R. phareo?i. Cells 
viere grown un MM with different nitrogen sources. and samples 
were withdrawn at the indicated times to determine 2-oxogiutarate 
(— — and glutamine 1—) as described in Muterials and Mcthmis. 
ranas: A, cells grown with glutamine (1111) or NII,CI (0) as the 
nitrogen source; l3, cells grown with Orate N1   or gin tamate 	as 
the nitrogen source; C, ammonium•shocked culis (0) «he cells were 
grown for 10 hin glutamine, and at tinte zera 15 mrst NII,CI was 
added). 

cultures (Fig. 3M and tose slightly in nitrate ami glutamine 
(Fig. 313). Ora the other hand. G51 decreased from PY tú  MM  
{glutamine) (Fig. 113); this coincide(' with a reduction in 
2.oxogluturate (Fig. 311). 

it has lacen reporta that (3511 activity decreasca afta 
addition of suarnOniUM in severa' nit izobt'irm sp. strains (4, 6. 
11, 16). Wc temed the effect of ammoniutn addition lo 
culture during the exponential phase uf growth with gluta-
mate as the nitrogen source, in which GS11 activity is very 
high. Transferase and synlhetase GS11 adivines decrease 
50(.1. 2 h atter ammonitnn addition and became undelectable 
4 11 later (Fig. 4A). Since the doubling tinte in ibis condition 
is clase to 3 h, GS11 activity was lost al a rafe greater auto 
espeeted from dilution of the previously accumúlated en-
zyme. Also, the loas of GS11 activity atter ammonium shock 
corresponded lo the residual amotint of OS intuid alter 
sedirnentation on sucrose gradiente ( Fig, 2I3). This etTect of 
ammonium shock was not relieved by shilling the culture lo 
glutamate (Fig. n). When glutamine was added tú the 
glutamate-grown cubres, GS1I activity was also decreased; 
hnwever, foil 

ci 
 Y was regained saben the cultures were 

shirlcd agarra to glutamate(Fig. 4C). As expected, ánimo-
nium addition caused a rapid Mercase in the levet of gluta-
mine and a corresponding decrease in 2-oxoglutarate content 
(Fig. 3C), 

Alter ammonium shock. GSI biosynthetic activity became 
undeteciable (data not shows) and the GS11 presentad phys-
leal atid cnlulytie properties ditferent from those of 
hefore ammonium shock. The apparent K„, for glutamine 
Increased from 4 to 100 tnik1, and the enzyme became more 
thermolithile al 50°C, since its 	decreased from 7 to 3 
min. 

Celia grown on MM with an arnino„acid as the nitrogen 
source, opon reaching the prestationary phase. excrete 

aa 
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FIG. 4. Inactivation of GSII activityl  in R. pirmeoll afta tumo-
r:hm or glutamine addition and reeovcry uf this activity atter 
transfer of celis lo derepression medium. Cells were grown for 10 It 
ort MM with glutamate as the nitrogen source. At tinte tem, the 
culture was divided, and une half was ammonium shocked and the 
mbar was glutamine shocked. Samples were harvested for the 
following 2 h, and GSII activity 	was detennined. At 2 h atter 
attunonium or glutamine addition, both cultures were transferred to 
derepression medium (glutamate), and samples were withdrawn for 
the following 6 h tu determine GSII activity (---1. GSII activity 
was determined by synthetase (0) and transferase (0111 muy, 
Pancls: A, ammonium-shocked culture; B, ammonium-shocked 
culture transferred tu glutamate medium; C, glutamine-shocked 
culture transferred tu glutantate medium, 

ammonium into the medium (*Cable 3), This must he the 
result of amino :cid cataholism and the inability of cells tu 
reassimilate ~milito)) because of loss of GS activities (Fig. 
113 and C). Arnmonium excretion was higher un glutamine, 
histidine, or arginine than un glutamate or proline (Table 3). 
Ammonium was also excreted un glutamate with longer 
incubation times (data not shown), 

GOGAT activity increased duting exponential growth un 
MM with N114C1, KNO„ or glutamine as a nitrogen source 
and remained high and constant during 24 h of growth. In 
contrast, when the culture was grown with glutamate as the 
nitrogen source, GOGAT activity decreased (Table 2). 

We also found that this activity was fourfold higher with 
succinute thais with glucose or fructose as the cubo source 
(Table 4). Some metabolites derived from glucose or fruc-
tose catabolism must inhiba GOGAT activity, since almost a 
foutfold increase was observed after dialysis of cell extracts 
from glucose or fructose cultures; however, only a minor 
mercase (1.2-fold) was round after dialysis of extracts from 
succinate-grown cells (Talle 4). The inhibilory elTert of the 

TAD LE 3. Ammunium cxcretion by R. phasrolicultured 
with different nitrogen sources" 

Narogen source Ammunium 
conen 1mM) 

Giurarnaie 	  0.01 
Proline 	  0.08 
Glutamine 	  7,42 
Histidine 	  6.33 
Arginine 	  7.01 

" Celis were grown on MM mit!' the indicatcd nitrogen sourcc. At 36 h of 
growth, the ammonium concentration in the ntedium was determincd, 
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TABLE 4, U. phaieoli GOGAT activity as a function uf the 
carbon source and in vitro inhibition by some oxoueids 

000A1' sp acta  Wang of protein) 
Culture 	

Orate 	(311101( late 
125 m111)` 	125 mM)e 

Succinate 33 39 15 17 
Fructose 7 28 9 
Glucose 9  31 14.5 Nl) 

Cellc werc grown on MM supplemented with differcid carbon sources and 
N1140 al the enrollen lomee. Enzymatic dcterrniitations werc matte aher 12 
h of growth. 

a The dala represe:11 the mcans cf al least threc dllrerent expenments. 
Ornad& were added iu dcsalted «II castrad' fruta cultures grown un the 

carbon usurees shown. 
ND. Not determined, 

carbol) source could probably be exerted by 2-oxoacids such 
as glyoxylate and arate, since these compounds inhibited 
50% of the in vitro GOGAT activity when present at 25 mM 
(Table 4). 

D1SCUSSION 

We identilled the GS-GOGAT (NADPH) pathway °peral-
ing in R. phaseoli growing un PY or MM with cine caben 
and une nitrogen source. 

We found that the 051 and 0511 enzymes are regulated in 
reciprocal manner. In complex medium, GSI was the only 

GS present; however, on MM supplemented with succinate 
and NII1C1 or other nitrogen sources, GSI activity was lost 
and GSII was induced. The presence of specific GS with high 
or low activity was selected in accordance with the different 
rcquircntents tu synthesize glutamine en MM or PY (Table 
1). 

The nitrogen source regulated GSII activity; GSII was 
repressed with ammonium and glutamine and derepressed 
with glutamate and nitrate as nitrogen sources (Tuble 2). GSI 
activity was deadenylylated un PY (Fig. 1A) and during 
amustian) limitation (data not shown), under both of which 
cortditions the 2-oxoglutarate/glutarnine ratio .was rather 
high. A decrease in the ratio coincided with an increase in 
adenylylation, low OS1 biosynthetic activity, and appear-
anee of GSII activity. However, only a slow decrease in the 
2-oxoglutarateiglutamine ratio lcd to high 0511 activity, 
since when the ratio decreased rapidly low GSII activity was 
round (Fig. 3A and 13; Table 2). This relution was libo 
observed after addition of ammonium to glutamate grown 
cultures, in which a change in the physicnl and catalytic 
properties of GSII coincided with loss of lis biosynthetic and 
transferase activities (Fig. 4A) and a rapid decrease in the 
2-oxoglutarate/glutamine ratio (Fig. 3C). However, a differ-
enea exists between the aireeis of ammonium and glutamine 
on GSII inactivation, GSII activity was Iost after glutamine 
addition and could be regaincd when the culture was shifted 
tu glutamate (Fig. 4C); this did not happen after ammonium 
addition (Fig. 413), 

These data indicate that GSI is regulated un the basis of 
the kinelics and amount of carbon skeletons such as 2-
oxoglotarate and nitrogen metabolites such as glutandne, 
This regulation is similar lo that round in Ese/width' culi 
(23). When the growth rale decreased, 0511 activity fell lo 
very low levels independently of the 2-oxoglotarate/glu-
tamine ratio. We do not know what caused this inactivation. 

The lack of GSII activity in R. phuseoli when the culture 
reached the prestationary pitase of growth resulted in am- 
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moniunt excretion (Table 3). A similar restill was obtained 
when ammonium-shocked cultures were transferred to MM 
with an animo acid (dan( nos shown). This inetabolic patiern 
resembles some metabolic characteristics of rhizobium when 
in symbiosis with plants. A previous report of Evans and 
Crist (9) indicates that ammonium excretion by Rhizobium 
sp. 32111, a slow-growing bacterium, in free-living N2-fixing 
eonditions starts when GS1 is highly adenylylated nrid coin• 
cides with the decrease of GSII activity. 

Rellecting the different ammonium assimilatory require-
ments, GOGAT activity was highcr in MM than in PY. 
GOGAT regulation was achieved by glutamate repression 
(Table 2) and enzynte inhibition by organic acids asible 4), 
as reported for othcr microorganisms (17, 18). 

As prcviously reponed, the R. mehloif GS1 gene hybrid-
ized with the E. con GS gene (25). Similar observations were 
round for R. phaseoli G51. Forthermore, a GSII DNA probo 
of B. japonicum (4) hybridized in Southern blot analysis with 
total R. phaseoli DNA, giving two bands when cut with 
EcoRI (unpublished data), 	specific DNA probes for 
GD11 (NADPH) (23) and GOGAT INAD11.11 (14) from E. 
coli did nos hybridized with total DNA from R. phaseoli 
(unpublished data). Sume homology between the GOGAT 
genes from R. phaseoli and E. 'oli nuiy be expected, since 
the enzymes have similar activities and the same cofaclor. 
However, no DNA homology for GD1-1 was expected tu be 
round in R. phaseoli, since no GDIJ activity was detected. 

There is evidence indicating that the presence of active 
GDH is incompatible with N2 fixation by R. nreliloti during 
symbiosis (21). We found that, when the E. coli gdhA gene 
was introduced hito R. phaseoli, plants were preferentially 
nodulated by cells which lose the plasinid that harbors the 
gditi4 gene. This suggcsts that elrective nudulation is im-
paired if ammonium is asslmilated by GDI1 (3a). 
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Rhizuhium phaseoli lacks glutamine dehydrogenase (e1)11) and assilmilates arinnonlinn hy the glutamine 
syntlietase-glutartiate synthuse pallsway. A simia of R. phaseoli harboring the Eseheriehia coli (i1)11 structural 
gene (gdhA) was construeted. GD11 actisity was expressed In R. phaseuli In the free•livIng state and In 
symblosis. Nodules with batir:raids that errpressed GI)11 actIvIty liad severe impairment of nitrogen 
Also, R. phasealieells that hist GD11 activity and assImilated anuntmlum by the glutamine synthetase-glutamate 
synthase pathway preferentially nottulated Phaseolus vulgaris. 

Bacteria of the genes Rhizoblunt have a symbiotic inter-
action with leguminous plants. They are able to lix nitrogen 
in rool noduies, in which the bacteria dilferentiate into 
bactcroids (27). Nodule formation and bacteria) dilferentia-
tion are multistep processes which requirc comides interne-
tains or the symbiont with its hose plant. Al present, little is 
known about the biochernieal events that allow Rhízobiton 
spp, to cngage in cifective symbiosis. 

The Rhizobium enzymes involved in ammonium assimila-
non are switched off during symbiotie nitrogen lixation, 
allowing fixed nitrogen tu be e xcreted and assímilated by the 
plant (6, 12, 25), However, free-living bacteria are able tu 
assimilate ammonium. lt has been reponed that in severa) 
Rbizobiurn species, ammunium assimilation proceetis mainly 
through the glutamine synthetase (GS)slutrimate synthase 

• (GOGAT) pathway. All &Mande atiX01rophs that have 
been isolated l'rom Rhizobituti spp, are alfected in Mick 
GOGAT activity (8, 11, 15, 21, 22), and no mutants have 
been• round with altered glutamate dehydrogenase (GD11) 
activity. We round that in Ritizobitent phaseoli, unutionium is 
assimilated by the CiS-GOGAT pathway, since no GDH 
activity was detected (5), and Ihe Escherichia colé GDH 
structural gene did nut hybridize with total DNA from R. 
phaseoli (unpublished data). 

lt muy be questioned why Rhizobirsin species do not 
assimilate ammonium through the GD1-1.GS pathway. ls the 
GS-GOGAT pathway in Rhizobium species a necessary 
condilion for establishment of ettective symbiosis with a 
plant! To answer these questions, we introduce[ the E. coli 
gdhA gene hito an R. phaseoli wild•type strain and studied 
its expressiun and its elrects in culture and during symbiosis, 

The E, colé gdhA structural gene contained in plasmid 
pSAE4 (26) was subcioned hito the plasmid vector pRK404 
(7) (Fig. 1). Plasmid pSAE4 was cleaved with ifint1111, PstI. 
and Madi, and the fragnIents were separated by agarose gel 
elettrophoresis. The band corresporaling tu the 3.6-kilobase 
Hind111-Psrl ftagment was purified by electroelution and 
ligated (16) julo the pRK404 plasmid previuusly digested 

• Corresponding author.  

with llindlli•P.sil, After Iransformation 11(1) hito E, culi 
PA340, which lacks GD11 and GOGAT adivines (2), clones 
harboring a recombinam plasmid were selected hy letracy-
cline (10 itgintll resislance in eninplex LB medium (18) and 
by growth on minimal M9 medium (3) conlaining 10 mM 
N'IX' as the nitrogen source. This construction, pAB17, 
was mobilized from E. coli to R. 0(1~11 CFN42 (23) in a 
triparental mating, with E. colii-11111011pRi(2013) (4) as the 
donar or helper plasmid (10). Tire Rhizobium transconiu-
gants were selecta no complex PY medium (19) supple-
mented with tetracycline and nalidixic acid (100 p.g/rul). 
Simia CFN4250 harbots plasmid pA1317, which contains the 
GL)l1 gene, ami strain CFN4251, harboring the pRK4U4 
plasmid. was used as the control strain. 

Further linalysis of strain CFN4250 revealed that it Itar-
bored a 14-kilobase plasmid containing a 3.6-kilobase 
which corresponded lo the fragment isolated from plasmid 
pSAE4 (data not shown). 

To determine the stabilit y of plasmids pAB17 and pRK404 
in II, phaseoli, the respective strains were grown in nonse-
lectivo (PY) meditan during (bree growth cycles uf 36 h each. 
and every 4 h the eells were plated unto agar places of PY 
medium with or without tetracycline, There were 10..eell 
duublings per growth cycle, and the plasmid loss was 1% per 
cell duubling for both plasmids. The percentage of plasmid 
Ioss was determined from the ditference between cells grown 
on PY and those grown un PY plus tetracycline. 

'ro ensure that we liad cloned the gdhA %m'entral gene, we 
determina the GDU activity oí' strains CFN4250 and 
CFN4251(pRK404). The cells were harvested by centrifuga• 
non at 4cC, suspended in Ihe extraction solutions, and 
ruptured with Braun cell hornogenizer MSK type 853030 and 
0.1-mm (diarneter) glass beads. GDH activity was extracted 
with 50 m M Tris hydrochloride-10 in111 mercaptucihanol 

7.61, GDIl and GOGAT adivines were detected by 
monitoring NADP1I oxidation al 340 nm. GOGAT activity 
was extracted and determined as described elsewhere (5), 
and GDU activity was measured in a 1-ml reaciion mixture 
cuntaining 50 mht Tris (p11 7,6), 5 triM 24ixoglutarate, 0.25 
mM NADP11, 40 mM Nt1,Cl, and 0,05 ml of cell extract. 
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FIG. I. Diagrananatic reptesentation of the construclion of the 
pAIII7 derivative. Te. Tetracychne. 

61)11 activity was also measured by deiermining the gruta-
mate formed, as describcd elsewberc (5). 

Only strain CFN4250 was able to express G1)I1 activity, 
and al the same level as in E. coll 1'A340(pAllI7). (Table 11. 
l'he E. culi 61)11 activity in R. phaseoll CFN4250 was 
cxpressed in a constilutive manner in inedia eontaining 
dilferent nitrogcn sources (dala not shown), in contrast to 
the repression by glutamine ohserved in E. culi 1141. 

The presence uf GD1-1 activity in R. phaseoll alrected the 
intracellular concentrations of its substrate and product. l'he 
2-oxogiutarate content was lower and the glutamine coment 
was higher in the strain with 61)11 activity (rabie 11, even 
though CIOGATactivily was tower Iban In the strain lacking 
61)11 activity, 

Furthcr evidente for the operations of the 61)11-GS path. 
way in strain CFN4250 was lis eapacity lo grow un minimal 
meditan containing N11,C1 as the sale nitrogen source and 
iiAnethionine sulfone (MSF: Fig. 2A), an inhibitur uf GO 
GAT activity (Fig. 211; 17). 

The residís prescnted indicate that the E. culi G1311 
activity expressed in R. phaseoli is able • to produce the 
glutamate needed to suppori growth when GOGA1' is Mac-
tivated by MSF. This was also rellected by an increase in 
glutamine (Table 1), which possibl y leads tu GOGAT repres- 
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FIG. 2. Gromb of R. phost.01i strains in 1he presence of MSF 
and in vitro inbibition oí GOGAT activity by ibis metabolite. (A) 
Cells were grown on Enlliiinnl mediata With 10 mltl NEW as the 
nitrogen source in the presence of 5 mM MSF. Symbols: O, 
CFN4250: 1. CEN425 I III) In vitro inhibition oí' (10GAT activity 
from R. ',halen,' C1 N42 by MSF. 

siun (5: Talle I I and a consequent deerease in 2.oxoglina-
rale. 

To determine the symbiotie properties uf strain CFN4250, 
/Va/seo/as vartiari.v wus inoculaled with Ibis simio and 
CFN47.51. The seeds were surface steriliied in 20% hypoch-
lorite . and germinated un moist, sterile filler paper (19). 
.Thrce-day-old seedlings were transferred lo plagie growth.  
pots, inoculated %kiffi a bacteria! suspension in l'Y meditint, 
and grown un nitrogen-free salts solutiun in a greenhouse 
(24). Three weeks alter inoculation, al! plants infected by 
diese strains were nodulaled nonnally. We rcnwvcd the 
nodules from the plants to look for the pretience of the 
plasmid in the isolaied bacteria. Ilecovery of bacteria from 
nodules was done as previously described (20). Hank were 
preferentiall y nodulated by rhizolyia that had lost the plasmid 
that harbors the E. coi( gdhA gene. Only 2K1 of the nodules 
fortned hy simio CFN4250 (G13111 were Ter. This is in 
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1'A111..F. 1. Itelationsbips aniong the presence of 131)11 and GOGAT uclivilies, 2-oxoglutarate, and 
glutamate canten) in R. plus, oli simios" 

Sp aci Egmolimin per mg of ;unido, of: 

   

Cuncn Inmulimg of inoIranI uf: 
Straín 	 0011 GOGAT 

NAPPII wodized Glulamate produeed oxidited il-Oxoglatarale Glutamine 

CFN4250 0.265 0.250 0.020 1.5 200 
CFN4251 0,004 0.002 0.045 2.7 101 
PA340(pABI71 0.331 ND NI) Ni) ND 

d CeEls were grown for 12 h un minimal medium supplemenien oral lo inM. NII4C.1 as the niltogen lomee. NI). Nol determined. 



Straht 	 Idean M SEM 
mhenatypet 	 're' nodules" 

Sp 	til NA1)111rnin per 
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1:t 10kerase activity" 
(11)11 	 cio(iA 
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TAIMA:: 2. Acelylene reduction and (.11/11 arul (10(1A1' 	 nodules and bacteroids from platas inoculated 
with a strain harboriug tire 	t oii .ialhA gene 

CVN4250 (G1)114 ) 	 21 t K 	 15 ^ 3 	 0.320 	 0,012 
CFN4251 KWH -1 	 75 ± 10 	 100 ± 	 0,1811 	 0.020 

" Fire secds Viere intieulated fur each esmalten:. and the dala are frota libe differeM esperimenis. Al: of the noduks present in eaLh plata were erashed lo 
test the bacterial phenotype. 

Nitrogenase pec it i al:lis-ay was determined in demoled nodules, and 11w bacteria' aniihohe markers were de:tenni:red afierward.'lle dala ate fuma 'Y) r..:r 
notintes used in two diIIerent esperiments. 

contras: to the plants inoctilated with strain CFN4251, in 
which 75% of the nodules were Ter asible 2). 

Nitrogenase activity was determined hy meitsurement of 
acetylene reduction ni dentella mtutes, The nodules were 
transferred to subes with rubher scal stoppers, acelylene was 
injecied tu u final concentration of 10% of the gas pitase, and 
ethylene production was determined by gas chromatography 
with a Packard model 430 chromatograph. The activity 
found in detached 	nodules mis unly 15% uf Ihat found in 
nodules from plants inoculaied with CFN4251 (G1)11-1 or 
CFN4250, which had last the phismid (Tes) (Table 2), 

Finally, to verify that the nodules formed by strain 
CFN4250 really expressed (;11I1 activity. bacteroids were 
Isolated as descrihed by Awonaike et al. (I) and 01)11 
activity was determina. Ilacteroids from Te' nodules wilh 
GD1-1' strains expressed activity at the same level as the 
free-living bacteria harboring the E. col! ggiloA gene (Table 
2). However, bacteroids from nodules with 01)11 strains, 
originating from infection with Te' strains CFN4250 and 
CFN4251, luid an almost undetectable amount of GDI.1 
(rabie 2). 'I'he GOCiAT activity oí the isulatcd bacteroids 
was lower in «lose that haihored the E. col! g(111.4 gene 
(Table 2). 

Wc found that 90% of ihe bacteria isolated from Ter 
nodules are Te'. A correlation can he established among the 
Tc' bacteria found in nodules inoculated with strain 
CFN4250, the presence • of GD1-1 activity, and the 85% 
decrease in the nitrogenase activity of these nodules. 011 the 
otlier batid. nodules with Tc' bacteria Jacket! (i1)1.1 . ttetivity 
and had optimal nitrogenase activity. 

The presence of GOGAT activity in bacteruids does not 
interfere in the formation of an effectíve symbiasis bctwcen 
Elrizobium spp. and planas. Iiowever symbiotic nitrogen 
lination seenis tu be alfected by the presence uf GDII 
activity in R. plusseolt; detached nodules infecled by strain 
CFN4250 had a sixfold diminution in .acetylene reduction 
(Jable 2). 'Diese data agree with the previous repon of 
Osborne and Signer (22) that GOGAT-  phenotype rever-
tatas isolated from plana nodules which expresseil high 
levels of GDII activity are able lo nodulate clover hut do not 
lix nitrogen. Recently. Lane et al. have reponed the intro• 
duction uf the E. coli gdhA gene in R. japonicum (13). The 
recipient strain used was an Aun-  mutant strain of R. 
japonirtim which was 'unible tu grow with NIT4C1 tus the 
nitrogen source, lacked GOGAT activity, and did not ex-
press nitrogenase in the nodules. In ibis genetic background. 
they round no circo. of GDH activity on symbiotic proper-
deS. 

Nodules formed by bacteria with GDH activity have a 
severe reduction in nitrogen fixation. An active (31)11 en-
zyme in bacteroids could pruhably interfere with N 2  fixation 
by draining carbon skcletons and reductive power or hy  

furmation uf its product, glutamine. There is evidence that 
2.oxoglutarate is needed lo support nitrogen fixation, since a 
mutant lacking 2-oxoglutarate dehydrogenase is impaired in 
nitrogen fixation 

As presentid in ibis papen. R. piuiseoll bacteroids were 
not able tu switch off E. col! GDH activity ITable 2). Plants 
were preferentially nodulated by strains that had losa the 
plastnid Itarboring - the g(111.1 gene (Table 2). II seems that 
plants are preferentially nodulated with rhizobia capable - of 
ammonium assimilation by the GS•GOGAT pathway, Mich 
leads lo elfective symbiosis. !Ye are cloning the gdhi% gene in 
a stable plasmid tu determine whether plants can preferen-
tially 

 
selecl rhizobia with a specific ammonium assintilalion 

pathwa y. 
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Isolation and characterization of a Tn5 induced mutant of 
Rhizobium phaseoli affected in the GSII activity and nitrogen 
fixation. 

A. Bravo, L. M. Martínez, J. Calderón, and J. Mora 



INTRODUCTION 

Rhizobium phaseoli assimilates ammonium by the coordinated 
activities of glutamine synthetase(GS)-glutamate synthase(GOGAT) 
(Bravo 1988). As all other  Rhizobia reported it has two GS 
isoforms (Bravo 1988) GSI and GSII. 

The Rhizobiaceae GSI is structurally similar to the GS of 
enteric bacteria (Darrow 1980, Carlson 1985). In Bradyrhizobium 
iaponicum the qlnA gene is constitutively transcribed from a 
single promoter, under several growth conditions (Carlson 1985). 
This prometer as a structure of the enterobacterial consensus 
promoters (Carlson 1987). This enzyme is only regulated by 
modification of the catalitical activity by adenylylation (Bravo 
1988). On the other hand, the nucleotid sequence of the GSII gene 
from BrAdyrhizobium  japonioum showed 47% of homology with 
the GS gene from plants (Carlson 1986). In this bacteria the 
glnII gene transcription is regulated in response to nitrogen 
source availability (Carlson 1987). It has been shown that olni/  
gene is also transcribed from a single promoter which has a 
etructural characteristics of promoters controlled by the Ntr 
system (Carlson 1987). The olnII gene promoter is significant 
homologous to the nifH, nifDK promoters in the -8 to -26 region, 
which is thought to be recognized by RNA polymerase containing 
the sigma factor coded by ntrA (Ow 1983). Moreover the ptlnII  
gene has a sequence at -103 to -119, which matches with the con-
sensus sequence of NRI  binding site (Carlson 1987). 

In lb. phaseoli it has been shown that the biosynthetic ac-
tivity of GSI and GSII are regulated in response to changes in 
the ratio 2-oxoglutarate/glutamine (Bravo 1988). The GSI activity 
was adenylylated on complex medium (PY), in this condition the 2-
oxoglutarate/glutamine ratio was rather high. When the culture is 
transforred to minimal medium with one carbon and one nitrogen 
source, the ratio decreased. A decrease in the ratio 2-
oxoglutarate/glutamine, coincided with an increase in adenylyla-
tion of GSI enzyme and with the induction of GSII activity. 
However the GSII induction varied depending en the rate of change 
of this ratio (Bravo 1988). The GSII activity disappears when the 
2-oxoglutarate/glutamine ratio decrease further, like in ammonium 
shocked cultures (Bravo 1988). 	Similar findings has been 
reported for the transcription regulation of olnII gene in R.L. 
laponicum, during growth in minimal medium (Carlson 1987). 

The reason of the presence of two GS enzymes is still puz-
zling in Rhizobia. Also, it is unknown if there is a functional 
relation between GSI or GSII expression and different environmen-
tal conditions. A further relevant question is if the function of 
both GSs is related with the symbiotic process of Rhizobium with 
leguminous plants. Recently it has been reported that R.meliloti  
strains lacking each one or both GSs enzymes does not affect 
nodulation and N2  fixation (Rossbach 1988), however the alnA-
gbar double mitants of B.iaponicum, are unable to nodulate 
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soybeans (Carlson 1957). 

In this paper, we present the isolation and characterization 
of a R.phaseoll Tn5 mutant which is affected in GSII activity, 
carbon utilization in minimal medium and has a fix delayed 
phenotype. 
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MATERIALS AND METHODS 

Bacterlal strains and growth conditions. 
The parent strain employed was R,phaseoli wild type CFN42 (Rif 

resistant)(Quinto 1982). The R.phaseoli CE3 strain is a deriva-
tive Sm resistant of CFN42 (Noel 1984). R.phaseoli AB2 strain is 
a mutant strain isolated in this study. 

The parent and mutant strains were kept at 4°C on PY medium 
(Bravo 1988) and were transferred at monthly intervals. The cells 
were grown aerobically at 30'C on minimal medium MM (Beringer 
1974) as previously described (Bravo 1988). Antibiotics used 
were : Kanamycin (Km), 30 g/ml; rifampicin (Rif), 25 g/ml; 
streptomycin (Sm), 100 g/ml. 

Tnp mutagenenis. 
The mobilizable "suicide plasmid" pSUP5011 carrying Tn5 mob 

(Simon 1983) was mobilized into A.phaseoli CFN42 wild type 
strain. Matings were done on PY plates overnight at 30°C, the 
cells were then suspended in sterile water and plated on selec-
tiva medium (PY Rif Km). 

XsoIatipn of mutante.  
Mutagenized cells were replicated on MM plates supplemented 

with 10 mM succinate, 10mM NH4C1 plus 10mM KNO3  as carbon and 
nitrogen sources respectively and on succinate plus 10 mM 
glutamate. After 4 days of growth at 30'C colonies unable to 
growth on NH4C1 and KNO3  were purified on PY Km plates, utilizing 
0.01% Tween in order to have isolated colonies. Colonies were 
purified until a stable phenotype could be stabilized. 

DeterminatJon of GS activity,  
GSI and GSII activities were assayed with whole cells 

prepared as described (Bravo 1988). GS was measured by its trans-
ferase and synthetase activities as described by Bender. (Hender 
1977). Specific activities were expressed as units per milligram 
of protein; 1 U represents 1 nmol of gama-glutamil hydroxamate 
produced per min. The two GS enzymes were distinguished by their 
different heat stabilities and their different sedimentation on 
sucrose density gradiente as described (Bravo 1988). 

Netabolite determination.  
Samples for glutamine and ammonium determination were col-

lected and metabolite determinad as previously described (Bravo 
1988). Glutamine consumption was measured after 24 h of growth on 
MM supplemented with succinate and glutamine. The ammonium excre-
tion was determined after 12 h of growth on the same medium. 
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The radioactiva CO2  released from glutamine oxidation was 
quantifiy1 as described ( 	). Cultures were labeled for 1.5 h 
with (U-"C) glutamine at Ci/ml on 10 ml of media supple- 
mentad with 10 mM succinate and glutamine as carbon and nitrogen 
sources. 

Nitrogen f¡Nation determination,  
For nodulation and acetylene reduction,measurements. 

Phagoolus vulgaris  cv negro jamapa were surface sterilized in 
hypochlorite and germinated on moist sterile filter paper. Three 
day old seedlings were transferred to plastic growth pods, inocu-
lated with a bacterial suspension in PY medium and grown with 
nitrogen free salts (Quinto 1985) in a green house. Nodulation 
was scored and nitrogenase was determined by measuring the 
acetylene reduction of nodulated planta roots transferred to 
tubas with rubber seal stoppers, by injecting acetylene to a 
final concentration of 10% of the gas phase. Ethylene production 
was determinad by gas chromatography in a Packard model 430 
chromatograph. 
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RESULTS 

Isolation and characterigation of AB2 mutant.  
A mutant strain of R.phasepli unable to grow on NH4C1 and 

KNO3 as nitrogen source, was isolated foliowing Tn5 mutagenesis. 
About 6,000 Km resistant mutant colonies were screened. The 
strain AB2 was selected as being incapable of growing protrophi-
cally. Further characterization showed that batch cultures of the 
mutant have 12 h lag period and 6 h doubling time when grown on 
M.M. supplemented with succinate and KNO3  or NH4C1 as sola 
nitrogen sources (Fig.l). The same results were observad when AB2 
strain was grown on glucose and KNO3  (data not shown) and a 5h 
doubling time were observed when grown on M.M. supplemented with 
glucose and NH4C1 (data not shown). 

Strain A82 has a single Tn5 insertion as provee by Southern 
blot hybridization of total DNA against Tn5 sequence (Fig 2A). 
The Tn5 insertion was shown to be genetically linked to the 
pleiotrophic phenotype of AB2 strain. Plasmid PJB3 was introduced 
into strain AB2, this plasmid contains the functions necessary to 
mobilize the mob sequences present in the Tn5 (Brewin 1980, Simon 
1983). Strain AB2/PJB3 was mated with a streptomycin resistant 
derivative of CFN42. Kanamicine resistance was mobilized at a 
frequency of 10". Transconjugants were found to be GSII def-
cient, unable to use nitrate and succinate and had a Fix delayed 
phenotype, indicating that this complex phenotype was due to a 
single Tn5 insertion. 

Glutamine metabolism ip AB2 mutant. 
The AB2 mutant excretes ammonium to the medium when it was 

grown on glutamate as nitrogen source (Fig.3A). This data sug-
gest that the ammonium liberated as result of glutamate 
catabolism can not be totaily assimilated by the GS activity. 
Also we found that AB2 strain acumulates 2-oxoglutarate when 
grows on M.M. suplemented with succinate plus ammonium (Fig.38) 

We proceed to determine the GS I and GS II activities during 
growth on MM with glutamate as nitrogen source. Figure 4B shows 
that AB2 mutant lacks GSII activity when grows on glutamate as 
nitrogen source. The GSs activities during the growth period on 
MM supplemented with NH4C1 or KNO3  was also determinad. It is 
shown on figure 4C that this mutant lacks GSII activity when 
grows on NH4C1 as nitrogen source and that it can induce only 
20% of GSII activity when compared to the wild type strain when 
grown on nitrate as nitrogen source (fig.4D). The residual GSII 
activity induced in the mutant strain has a wild type sedimenta-
tion pattern on sucrose density gradients (data not shown). The 
catalitical properties of the AB2 GSII enzyme has been deter-
minad, and found that posses the same aparent Km for glutamate 
and the same thermosensibility as the wild type strain (data not 
shown). 

Glutamine as nitrogen source did not revert the phenotype of 
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AB2 mutant, since it showed a doubling time similar to that of 
glutamate as nitrogen source (data not shown). However no dif-
ferences were observed between the AB2 and the wild type strains 
when grown in M.M. supplemented with glutamine as carbon and 
nitrogen source and in the AB2 strain growing in M.M. supple-
mented with succinate and glutamine vs. glutamine as carbon and 
nitrogen source (data not shown). 

To test if the AB2 strain has a problem in carbon oxidation, 
we proceeded to determine the glutamine consumption and the 
radioactive CO, release from uniformed label glutamine. In table 
1 it is shown that AB2 mutant consumes 3 fold more glutamine than 
the wild type when grown on MM supplemented with succinate as 
carbon source and glutamine as nitrogen source. 

It seems that the glutamine is used as carbon source since 
the CO2  produced from glutamine oxidation was released at a rate 
7 fold higher in the mutant than that found in the wild type 
strain and the ammonium excretion, product of glutamine 
catabolism vas 16 fold higher in the mutant. 

Nitrogen fixation phenotype of AD2 mutant.  
After 21 days, AB2 strain induced formation of small-sized 

nodules. The nodulated plants showed stunted growth with yellow-
ing foliage and the acetylene reduction activity observed was 
about 15-20%, when compared with plants inoculated with the wild 
type strain. However after 28 days the plants inoculated with AB2 
strain now reduced wild type:levels of acetylene (Fig.5). This is 
a typical fix delayed phenotype.. It appears that the amount of 
fixed nitrogen available to the plant in this mutant does not 
suffice the nitrogen requirements of the plant. 

To check that the fix delayed phenotype was not due to 
reversion of- the Tn5 insertion mutation by precise excision of 
Tn5, we isolated bacteria from nodules induced by AB2. This 
nodules contained the mutant bacteria since retained Km resis-
tance conferred by the Tn5 transposon. 

Identification of the mutated gene in AB2 strain  
In D.japonicum it has been reported that the glnII gene has 

the consensus promotor sequence of the promoters regulated by the 
Ntr system. In R.meliloti  the ntrA  gene is required for C4-
dicarboxilate transport as well for nitrate assimilation and for 
symbiotic nitrogen fixation. In order to find out if AB2 strain 
is affected in the Ntr system or in the ginll gene we cloned the 
EcoRI fragment of 15 Kb containing the Tn5 insertion into the 
unique EcoRI site of pBR329. The resultan plasmid pAB2 was used 
to hybridizate in Southern experiments against total DNA digested 
:with EcoRI from the mutant and the wild type strain. Figure 2B 
shows that the mutated gene hybridizes to a 9.3 Kb fragment in 
the wild type strain and to a 15 Kb fragment in total DNA from 
AB2. AB2 mutant is not affected in the GSII structural gene since 
the mutated gene does not hybridize to the GSII structural gene 
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from 0, japonicum (data not shown). 

Since the  ptrh mutant of R.meliloti showed a pleiotropic 
phenotype similar to the one founded in AB2 mutant , the ntrA 
gene from R.meliloti was used in Southern blot experiments to 
hybridize it against total DNA from AB2 and CFN42 strains. We 
found two bands of hybridization against DNA from the wild type 
3.6 Kb and 6.3 Kb. The same bands appeared when DILA was 
hybridized against DNA from AB2 (data not shown). 

The ntrA gene from R.meliloti was introduced into the AB2 
mutant in arder to see if this gene could complement the mutant 
phenotype. We found that the AB2 phenotype was not complemented 
by the ntrA gene from R.meliloti (data not shown). 

In order to determine if the rnutated gene from AB2 
corresponds to the ptre gene, we used the ntrC gene from 
Rimeltloti as a probe in southern blot experimenta against total 
DNA from AB2 and CFN42 strains. The same pattern of hybridiza-
tion was observed in both strains (data not shown). 
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DISCUSSION 

The mutant strain isolated in this work has a complex 
pleiotrophic phenotype. AB2 mutant is affected in its capacity 
to assimilate nitrate, ammonium and succinate, it is also af-
fected in the induction of GSII activity and nitrogenase ac-
tivity during symbiosis. 

This phenotype is similar to the phenotype reported for the 
Laya mutation in R. meliloti, however the ntrA mutation results 
in a complete lacks of C4-dicarboxylate transport, nitrate as-
similation and nitrogen fixation (Ronson 1987). It was found that 
the AB2 mutant was not affected in the ntrA gene since none of 
the two hybridization bands founded when the total DNA from wild 
type strain was hybridize against the ntrA gene from R. meliloti  
corresponda in size to the EcoRI DNA fragment that contains the 
wild type gene (9.3 Kb). Resides the ntrA gene is unable to 
complement the AB2 phenotype. 

The ntpC-  mutant strain described in R.meliloti (Szeto 
1987) is unable to grow on nitrato as sale nitrogen source be-
cause it lacks nitrate reductase expression and have wild type 
expression of GSI. This mutant is able to grow in ammonium as 
nitrogen source. In this paper the GSII regulation was not con-
siderad. However it was reported that a ntrq-  mutation in 
Agrobaeterium tumefaeiens (which is taxonomically related to 
Rhizobia), lacks GSII activity (Rossbach 1987). The R.meliloti  
ntrC-  mutant strain shows wild type induction of nif genes during 
symbiosis but is unable to expreso nif genes explanta (Szeto 
1987). 

The AB2 mutant was shown not to be affected in the ntrg gene 
since no chango in the hybridization pattern was found when total 
DNA of AB2 and CFN42 strain was hybridized against the ntre gene 
from R.meliloti or Esehertehia coli. 

It was shown that AB2 mutant was not a structural mutant 
in the gInhI gene, since the ginli gene from B. iaroonieum does 
not hybridize with the interrupted sequence of AB2 strain. Be-
sides the residual GSII activity found in the mutant, has the 
same properties of the wild GSII enzyme. The GSII of the AB2 
strain posses the same apparent Km for glutamate and the same 
thermosensibility. 

Since we have shown that the AB2 mutation, was not a struc-
tural mutation in the ntrA, ntre  and qlnII genes, this mutant 
could be affected in a different regulatory gene not described in 
Rhizobium  species. This regulatory gene could be the ntrB,, ginD  
or glna  genes, that in other bacteria species, have been shown 
that participate in the regulation of GS gene expression and in 
the expression of genes regulated by the Ntr system. The product 
of g]nD  is sensitive to changes in the ratio 2-
oxoglutarate/glutamine. Further work is in progress to study the 
participation of this genes on GSII expression in Rhizobium 
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phaseoli.  

The pleitrophic phenotype of AB2 mutant involved an altera-
tion in carbon metabolism. The AB2 strain accumulates 2-
oxoglutarate when grows on minimal medium supplemented with suc-
cinate and ammonium, something to be expected when the GSII ac-
tivity is absent. Also the succinate utilization is affected 
since the CO2  liberated from succinate is twofold lower as com-
pared with the parental strain (data not shown). Besides in mini-
mal medium supplemented with succinate and glutamine, the AB2 
strain oxidate 7 fold more glutamine than the wild type, suggest-
ing that glutamine is been utilized as carbon source. 

These data could be explained if it is assumed that carbon 
oxidation by the TCA cycle is enhanced by the operation of the 
GS-GOGAT pathway. In this regard it has been reported that L. 
iaponicua  bacteroids oxidized succinate to glutamic acid 
(Salminen 1987), which implies the participation of GS-GQGAT ac-
tivities. 

The glutamate produced by this pathway, could be catabolized 
by the GABA-shunt, in which the glutamate is transformed to 
gama-aminobutiric acid (GABA) by the glutamate decarboxilase ac-
tivity, GABA in turn is converted to semialdehyde succinic acid 
and ammonium. The ammonium produced could be assimilated by the 
GSII enzyme. The presence of this glutamate catabolic pathway has 
been proposed in R. cowpea  (Jin 1988), B. japonicum  (Kouchi 1988) 
and p. meliloti  (Fitzmaurice 1988). When glutamine synthesis was 
impaired as in the AB2 mutant, more glutamine can be derived for 
oxidation since its catabolic products, glutamate and ammonium, 
are less utilized for glutamine synthesis. By the same token a 
GS-GOGAT defficient operation would drive in a leas active TCA 
cycling in the presence of succinate, something that may explain 
the fix delayed phenotype of AB2 mutant strain. 
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Figure 1.- Growth curves of Rhizobiurn phaseoli CE3 wild type and AB2 mutant strains on 
different nitrogen sources. 
A)CE3 wild type strain, B)AB2 mutant strain. 
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Figure 2.- Hybridization pattern of total DNA from 
Rhizobium phaseoli wild type and mutant 
strains, digested with EcoRI. 
A) Hybridization against Tn5, B) Hybri-
dization against pAB2. 
Lane 1)CE3 wild type, Lane 2)AB2 mutant 
strain. 
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TABLE 1.- Glutamine consumption, ammonium excretion and 14002  
release from Rhizobium phaseoli, CE3 wild'type and AB2 
mutant strains. 

Strain 
glutamine a 	ammonium a  
consumption, 	excretion 

(µmoles.mgP-1) 	(µmoles.mgP-i) 

1.4 CO
2 CO2 

release 
(cpm.10.mgP-L) 

CE3 
	

13.0 
	 1.1 	 0.2 

A132 
	

44.0 	 18.0 	 1.4 

Cells were grown on minimal medium supplemented with succinate 
and glutamine as carbon and nitrogen sources respectively. 
a  The glutamine consuption was measured after 24 h of growth and 
the amnium excretion after 12 h of growth. 

The .L4C02 releay9d from glutamine was quantified after 1.5 h of 
incubation on [U--"C]glutamine (0.2 pci/m1). 
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DISCUSION 

La fijación de nitrógeno efectuada por Rhizobium, dentro de 
los nódulos de las raíces de plantas leguminosas, es el resultado 
de una serie de procesos específicos que involucran la 
diferenciación de los dos participantes de la simbiosis (la 
planta y la bacteria). Los nódulos maduros contienen células 
vegetales llenas de bacteroides capaces de fijar nitrógeno. Los 
bacteroides estan envueltos en bolsas de membrana de origen vege-
tal y por lo tanto estan separados del citosol vegetal. 

La simbiosis no es un evento azaroso, que se dé de 
diferentes maneras, sino que es un proceso regulado de una forma 
coordinada y precisa, en donde se intercambian una serie de 
señales entre los dos participantes, que activan una serie de 
respuestas, para dar como resultado final, la formación de 
nódulos efectivos en la fijación de nitrógeno. 

Entre los procesos que se llevan a cabo en esta interacción 
podemos mencionar los siguientes : 

1.- Reconocimiento entre la planta y la bacteria.- Incluso 
se podría hablar de un llamado o atracción hacia la planta 
(invitación a la nodulación). Respecto a esto se ha descrito que 
las raíces de las plantas excretan diferentes compuestos, 
identificándose a ciertos compuestos flavonoides como inductores 
específicos de genes no4  de la bacteria (123). También se ha 
reportado la existencia de exudados vegetales, que actuan como 
anti-inductores de la expresión de los genes nod(124). La 
liberación de estos compuestos seguramente se lleva a cabo de una 
manera regulada en diferentes lugares de la raíz. 

2.- Infección e inducción de la nodulación.- Lo cual in-
cluye desde el pegado de la bacteria a la raíz, penetración de la 
bacteria por el pelo radicular hasta la formación del hilo de 
infección y del nódulo. Se ha reportado que Rhizobiui produce 
polisacaridos de superficie, que son importantes durante la 
infección. 	Mutantes afectadas en la producción de diferentes 
polisacaridos presentan un fenotipo Inf-, que se caracteriza por 
formar nódulos vacios que no presentan hilo de infección ni bac-
teroides (125). Se propone que los lipo-polisacaridos funcionan 
como señales durante la infección o como componentes estruc-
turales de la formación del hilo de infección y que tienen un 
papel en las interacciones célula-célula entre la bacteria y la 
planta. Por otro lado también se ha demostrado, 	(irle una cepa 
silvestre de R.meliloti,  puede inducir la formación de nódulos 
vacíos, cuando las bacterias son separadas de la raíz por un 
filtro. Este dato implica que la formación del nódulo esta in-
ducida por un producto difusible proveniente de la bacteria 
(125). 

3.- El desarrollo del nódulo maduro.- que involucra la 
diferenciación de la bacteria y de la célula vegetal infectada, 
donde ocurren muchos eventos, como son la formación de la 
membrana peribacteroidal, cambios en el reticuloendoplasmico, el 
aparato de golgi, la mitocondria y la inducción de nodulinas en 
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el espacio citosólico y peribacteroidal. 
Es en este punto en donde existe un intercambio de carbono y 

nitrógeno entre ambos participantes. El bacteroide proporciona el 
amonio producto de la fijación de nitrógeno y la planta provee de 
metabolitos de carbono para la producción de energía en el 
bacteroide. 

La diferenciación a bacteride es un proceso del cual se en-
tiende muy poco. Se sabe que los bacteroides cambiaron su metabo-
lismo de carbono y nitrógeno. Los bacteroides se encuentran en-
vueltos por la membrana peribacteroidal, la cual tiene una per-
meabilidad selectiva, de tal manera que el bacteroide recibe solo 
ciertos compuestos. Se puede suponer que en el bacteroide se ex-
presan sólo los sistemas necesarios para metabolizar estos com-
puestos. Se ha reportado que son incapaces de utilizar dis-
acaridos y hexosas y que mutantes en el metabolismo de hexosas 
nodulan y fijan nitrógeno igual que la cepa silvestre (126). Por 
otro lado se ha visto que los bacteroides de diferentes especies, 
son muy eficientes en oxidar ácidos orgánicos y que mutantes en 
el transporte de ácidos dicarboxilicos presentan un fenotipo Noel+  
Fix-  (118). En base a estos datos, se propuso que estos eran los 
esqueletos de carbono que la planta provee al bacteroide. Pero 
posteriormente se han propuesto otros modelos de intercambio de 
nutrientes entre la planta y el bacteroide. Como el propuesto por 
M.Kahn (122), donde propone que el intercambio de nutrientes 
puede ser semejante a ].a bomba de malato-aspartato de 
mitocondrias. Esta proposición consiste en que malato y glutamato 
entran al bacteroide, en un cambio por a-cetoglutarato y aspar-
tato. El malato es oxidado dentro del bacteroide, para dar 
oxalacetato el cual transamina con glutamato para dar aspártico. 
El a-cetoglutarato transamina en la planta con aspártico para dar 
glutamato. El resultado neto de esta vía es la transferencia de 
NADH al bacteroide (Fig. 8) 
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Figura 8.- Modelo de intercambio de nutrientes entre el 
bacteroide y la planta, propuesto por M.Rahn (122). 

Posteriormente se aislaron mutantes que no catabolisan 
glutamato y se ha visto que estan afectadas en la fijación de 
nitrógeno (127). Por otro lado se reportó que los bacteroides im-
portan glutamato y aspartato (120,128) y que este transporte no 
compite con el de ácidos dicarboxilicos. También se reportó 



que existe una poza de glutamato en los bacteroides y que si es-
tos se alimentan con 14C-succinato, el producto que se marca 
principalmente es el glutamato (120). 

Resulta lógico pensar que los metabolismos de carbono y 
nitrogeno de la bacteria, juegan un papel fundamental durante el 
desarrollo de los procesos mencionados, hacia el establecimiento 
de la simbiosis. Se ha reportado que la presencia de una fuente 
de nitrógeno convinado en el suelo, suprime la nodulación (129). 
Se ha visto que el amonio reprime la expresión de genes md de la 
bacteria. Incluso se ha reportado, que los genes del sistema 
general de nitrógeno ntrh  y ntrC juegan un papel muy importante 
en la expresión del gen nodC  (129). 

Rhigobium  debe de estar en un estado metabólico especial 
para responder a las señales de la planta. Incluso desde el 
primer evento de reconocimiento y atracción. El estudio del meta-
bolismo de carbono y de nitrógeno de la bacteria en vida libre, 
podrá dar a conocer como responde la bacteria a diferentes cam-
bios en el medio ambiente, como regula sus enzimas de asimilación 
de amonio y de utilización de carbono, en respuesta a diferentes 
señales. Esto nos podría llevar a proponer, que pudiera ser 
posible simular las señales de la planta durante la simbiosis y 
lograr diferenciar a Rhizobium  fuera de la planta. Así para en-
tender cual o cuales son las señales, que inducen todos estos 
cambios en Rhizobium,  lo primero es estudiar el metabolismo de 
carbono y nitrogeno de la bacteria en vida libre. 

En el primer trabajo presentado en esta tesis, se presenta 
un estudio fisiológico de la asimilación de amonio de Rhigobiul 
phaseoli  en vida libre. 

En este trabajo se estableció que la .vía GS-GOGAT es la 
ruta de asimilación de amonio en R.phaseoli.  En esta vía par-
ticipan las enzimas GSI, GSII y GOGAT. 

Las dos enzimas de glutamino sintetasa, presentes en este 
microorganismo, se regulan de manera reciproca. Ya que en con-
diciones donde la GSI esta activa, la GSII se encuentra muy baja 
y en condiciones donde la GSII se induce, la GSI reprime su ac-
tividad. La GSI es una enzima termoresistente, de peso molecular 
mayor que la GSII. En este trabajo se encontró que la GSI se sin-
tetiza constitutivamente durante todo el ciclo de crecimiento en 
las diferentes fuentes de nitrógeno probadas, ya que la actividad 
de transferasa se mantiene constante. La actividad de la GSI 
solamente es modulada por el sistema de regulación postraduc-
cional de adenilación. La actividad de la GSI se inactiva cuando 
las células se crecen en medio mínimo, sin importar cual es la 
fuente de nitrógeno, en cambio la inducción de la GSII responde a 
la disponibilidad de nitrógeno en el medio de cultivo. Este dato 
sugiere que la GSII de R.phaseoli  pudiera estar regulada por el 
sistema general de nitrógeno (Htr), tal y como se ha reportado 
para la GSII de Dradyrhizobium japonicum  (106), R. meliloti  (95) 
y hcrobacterium  (112). La GSII en R.phaseoll  es una enzima que 
alcanza niveles muy altos de inducción. Hemos observado que 
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cuando ésta actividad disminuye, por ejemplo al final del 
crecimiento en medio mínimo de la cepa silvestre o en una mutante 
afectada en la actividad de GSII, se excreta amonio al medio. 

La actividad biosintética de estas dos enzimas responde a 
los niveles intracelulares de a-cetoglutarato y glutamina, lo que 
significa que la relación carbono/nitrógeno, determina la 
regulación de las dos glutamino sintetasas de R.phaseoll.  Cuando 
la relación a-cetoglutarato/glutamina decrece 	la GSI es 
adenilada, con lo que pierde su actividad biosintética. Cuando la 
GSI es inactivada, la GSII se induce. Esta respuesta en cuanto a 
la adenilación de la GSI cuando disminuye la relación a-
cetoglutarato/glutamina es muy semejante a lo encontrado en la 
regulación de la GS de E.00ii  y X.ppeumoniae  por el sistema de 
adenilación (20). Aunque podemos marcar una diferencia, que en 
Rhizobiu  la relación a-cetoglutarato/glutamina es muy alta en 
medio rico. Mientras que en E.coli  en medio rico, la actividad de 
GS es muy baja y esta muy adenilada, lo que significa que la 
relación a-cetoglutarato/glutamina es totalmente opuesta. 

Hemos observado que la inducción de la GSII esta direc-
tamente relacionada con la velocidad del cambio en la relación 
a-cetoglutarato/glutamina, es decir que cuando esta relación dis-
minuye lentamente, la GSII se induce a niveles muy altos, 
mientras que, cuando disminuye muy rápidamente, como ocurre 
durante el crecimiento en amonio o en glutamina, los niveles de 
GSII son muy bajos. 	La relación a-cetoglutarato/glutamina 
también disminuye muy rápidamente cuando se agrega un exceso de 
amonio, a un cultivo con la GSII inducida, como es el caso del 
crecimiento en glutamato como fuente de nitrógeno. En estas con-
diciones la disminución en la relación a-cetoglutarato/glutamina 
va acompañada con una disminución en la actividad de GSII. La ac-
tividad de GSII se pierde a una velocidad mayor de lo que se 
perdería por simple dilución durante el crecimiento. 	Este 
dato nos sugiere la existencia de un sistema de inactivación 
postraduccional de la GSII. 

La inactivación de la GSII al agregar un exceso de amonio es 
un proceso irreversible, ya que no se recupera actividad de GSII 
al regresar las células a un medio de derepresión después del 
shock de amonio. Posiblemente este sistema de inactivación de la 
GSII este relacionado con las pozas intracelulares de poder 
energético y reductor, ya que al añadir un exceso de glutamina a 
un cultivo con la GSII inducida, la GSII también disminuye pero 
esta disminución no es irreversible, ya que la actividad de la 
GSII se recupera completamente al transferir las células a un 
medio de derepresión. En el caso de un shock de glutamina la 
relación a-cetoglutarato/glutamina disminuye, por que aumenta la 
poza intracelular de glutamina, pero la poza de poder enérgetico 
y reductor no tiene porque variar, ya que esa glutamina acumulada 
proviene del exterior y no es el resultado de la acción de la GS 
con el concecuente consumo de ATP. 

Por último quisiera señalar que cuando las células alcanzan 
la fase preestacionaria, la GSII disminuye hasta niveles muy 
bajos. Sabemos que la inactivación de la GSII al final del 
crecimiento también es un proceso irreversible, ya que si las 
células se diluyen en un medio de derepresión, la actividad de la 
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GSII tampoco se recupera y lo que es más estas células son in-
capaces de crecer (datos no presentados en la tesis). El hecho de 
que la GSII se inactive al final del crecimiento, nos sugiere, 
que intracelularmente se estan dando las mismas condiciones, que 
cuando se agrega un exceso de amonio, es decir depleción de las 
pozas de a-cetoglutarato y ATP. Esto podría surgir simplemente 
por un desacoplamiento entre el flujo de carbono y el de 
nitrógeno, ya que la GSII es una enzima con una actividad muy 
elevada. De tal manera que pudiera estar drenando esqueletos de 
carbono y consumiendo una gran cantidad de energia en la sintesis 
de glutamine. 

En el laboratorio del Dr. Jaime Mora, se ha determinado la 
poza de poder energético de diferentes cepas de Rhizobium, en 
diferentes condiciones de cultivo (comunicacion personal). Se ha 
encontrado que cepas que expresan niveles muy altos de GSII, 
tienen una poza de ATP muy baja. Mientras que cepas con niveles 
bajos de GSII presentan lo contrario. Este dato apoya la 
proposición de que en la inactivación de la GSII al final del 
crecimiento en medio minimo, se presenta la señal de baja carga 
energética. 

El sistema de inactivación de la GSII propuesto en este 
trabajo, es el primer sistema de regulación postraduccional 
propuesto en el género Rhizobluill y pudiera tener una importancia 
fundamental en la simbiosis o durante la diferenciación a bac-1  
teroide, 	ya que es un sistema de inactivación irrevercible y 
cuando ocurre las células excretan amonio y dejan de crecer. En 
P/adyrhizobitna japontcum se ha reportado la existencia de 
transcripción del gen alnIX en los bacteroides y sin embargo no 
se detecta actividad de esta enzima (111). Posiblemente la ausen-
cia de actividad de GSII en los bacteroides

' 
 se debe al fun-

cionamiento de este sistema de inactivación de la GSII. Seria muy 
interesante aislar mutantes deficientes en este sistema de 
inactivación y estudiar el fenotipo simbiótico, cuando se 
presenta una alteración en la regulación de la actividad de GSII. 

con este trabajo hemos establecido que la única via de 
asimilación de amonio en Rhizobium  phaseoli es la via GS-GOGAT, 
nos proguntamos si es imprescindible que la bacteria asimile el 
amonio por esta via, para el desarrollo de una nodulación efec-
tiva. También por qué no existe otra manera de sintetizar 
glutamato y qué pasaría si Rhizobium tuviera otro punto de 
asimilación de amonio, como es a travéz de la actividad de la 
glutamato deshidrogenasa (GDH). En el segundo trabajo presentado 
en esta tesis, presento la clonación del gen qdhA de Ei coli en un 
plásmido replicable en Rhizobium y la caracterización de una cepa 
de Rhizobium  phaseoli que expresa la actividad de GDH. 

En este trabajo se describe que una cepa de R.phaseoli con 
actividad de GDH, esta afectada en su capacidad de fijar 
nitrógeno atmosferico. Al respecto se pueden pensar dos razones 
por las cuales la fijación de nitrógeno esta alterada en esta 
cepa. Una explicación seria que la actividad de GDH este drenando 
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esqueletos de carbono hacia la síntesis de glutamato, alterando 
el funcionamiento del metabolismo de carbono de los bacteroides y 
otra que compita por el poder reductor con la nitrogenasa. 
También se podría proponer que al alterar la asimilación de 
amonio de las bacterias, se altere también el proceso d9 
diferenciación a bacteroide y que los nódulos con bacterias GDH 
contienen células que no se han terminado de diferenciar y que 
por lo tanto no estan listas para fijar nitrógeno. 

En este trabajo se demostró que la asimilación de amonio por 
la vía GS-GOGAT, es fundamental para el establecimiento d9 la 
simbiosis, ya que las plantas inoculadas con la cepa GDH de 
R,phaseolt, fueron infectadas preferencialmente por bacterias que 
habian perdido la actividad de GDH. Estos datos sugieren que las 
plantas son capaces de seleccionar bacterias con una vía de 
asimilación de amonio específica. Al momento no podemos saber en 
que punto de la interacción planta-bacteria este afectado. Una 
posibilidad es que las bacterias GDH' sean incapaces de infectar 
a las plantas y que la poca frecuencia de nódulos inducidos por 
la cepa GDH" se deba a un efecto sinérgico por la presencia de 
bacterias GDH-. Otra alternativa sería que el proceso de 
infección y nodulación sea .mucho más lento o deficiente en las 
cepas CM" y que por un efe4ta de competencia ganen las bacterias 
GDH-. Una manera de disernir entre las diferentes alternativas es 
la donación del, gen qdhA  ..en un sitio estable dentro del 
cromosoma de R.phalleoli, a fin de evitar la pérdida de esta 
información durante el proceso de nodulación. Al respecto se 
realizó la'clonaciónideeste gen, en una de las reiteraciones del 
gen estructural della nitrogenasa reductasa, utilizando el 
plásmido p1.8151'que lleya donado la reiteración nifHa de la cepa 
CFN42. Por el momentd se estan buscando las cepas homogenotizadas 
con el gene-  nífil interrumpido con el gene estructural de la GDH 
de Egcoll. Esta Cepa servirá para establecer la importacia de 
asimilar el amoniol tánicamente por la vía GS-GOGAT, en el proceso 
de nodulación y fijación de nitrógeno. 

Por último. queda abierta la pregunta de porque existen dos 
enzimas de glutamino sintetasa en Rhizobium. Asi como si alguna 
de las dos enzimas es necesaria para el proceso de diferenciación 
o de nodulación. Se, ha propuesto que el gen que codifica para la 
GSII tiene un origen vegetal, dada la gran homología con la GS de 
plantas (102),.. Nosotros nos preguntamos porque se dió esta trans-
ferencia génica de la planta a la bacteria y si esto tiene alguna 
relación con el desarrollo de la simbiosis. A fin de estudiar 
el papel que desempeña la GSII en el crecimiento de Rhizobium en 
vida libre, asi como en el establecimiento de una simbiosis efec-
tiva, se aisló una mutante afectada en la actividad de la GSII. 
Los resultados de este trabajo se presentan en el manuscrito 
titulado "Isolation and characterization of a Tn5 induced mutant 
of Rhizobium phaseoli affected in the GSII activity and nitrogen 
fixation". El cual sera enviado a publicacion. En este trabajo se 
presenta el aislamiento de la mutante AB2, la cual esta causada 
por una sola inserción del transposón Tn5. Esta mutante tiene un 
fenotipo muy complejo : 
a) Esta mutante esta afectada en su capacidad de expresar la ac- 
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tividad de GSII. 
b) Presenta alteración en la utilización de succinato como 
fuente de carbono. 
c) Presenta una alteracioón en la inducción de la fijación de 
nitrógeno. (fenotipo Fix retardado) 

Este fenotipo es muy parecido al fenotipo reportado por la 
mutante en ntrA de R.meliloti, pero a diferencia de la mutante 
AB2, las mutantes descritas en este gen presentan asucencia to-
tal del transporte de dicarboxilicos, de actividad de nitrato 
reductasa y de nitrogensa. En este trabajo se mostró que al 
realizar hibridizaciones tipo Southern, de DNA total de las cepas 
mutante AB2 y silvestre CFN42, contra el gene estructural de ntrA 
de R.meliloti, el patrón de hibridización es el mismo en las dos 
cepas, lo que significa que el transposón Tn5 no esta integrado 
en el gene ptrA. Además al introducir el gene de ntrA de 
A.raeliloti en la mutante AB2 no se complementó el fenotipo 
presentado por esta mutación. 

Por otra parte sabemos que la mutación de la cepa AB2, no 
es una mutación estructural en el gene de la GSII, ya que la GSII 
que se logra detectar en la mutante durante el crecimiento en 
nitrato, presenta la misma Km aparente por glutamato y la misma 
curva de sensibilidad a la temperatura, presentadas por la GSII 
de la cepa silvestre. Además el gen qlnII de Bradyrhizoblum 
japonteum  no hibridiza con el fragmento de DNA de 15Kb de la 
mutante que lleva la inserción de Tn5. 

Por otro lado se ha reportado que las mutantes en el gen 
ntrC de R.meliloti, son incapaces de crecer en nitrato, presentan 
una inducción normal de la GSI y una alteración en la expresión 
de la GSII (101). Sin embargo no se ha reportado el fenotipo de 
la mutante ntrq en cuanto a su capacidad de utilizar succinato. 
Esta mutante presenta una inducción normal de la fijación de 
nitrógeno en simbiosis, pero es inacapaz de expresar estos genes 
explanta. Con el fin de encontrar si la mutante AB2 esta afectada 
en este gen, se realizaron experimentos de hibridizacion tipo 
Southern, de DNA total contra detectores de ntrC de B.colk y de 
piraeli19ti.  Encontramos que la mutación AB2 tampoco esta 
localizada en este gen, ya que los patrones de hibridización no 
estan modificados en la cepa mutante. 

Otra alternativa, es que la mutante AB2 este afectada en un 
gen regulatorio no descrito en Rhizobium, como podría ser en el 
gen ntrl. En Klebsiella y en p,coli se ha reportado que el 
producto del gen ntrB, codifica para una proteina que fosforila o 
desfosforila al producto de ntrC, para activarlo o inactivarlo. 
Mutaciones en ntrp presentan un fenotipo bajo constitutivo para 
la síntesis de GS. Por otro lado como se mencionó en la 
introducción la actividad del producto de ntrfl esta modulada por 
las proteínas PII y uridiltrasnferasa, codificadas por los genes 
can» y can respectivamente. Mutaciones descritas en Klebsiella 
en estos dos genes, pueden producir fenotipos alterados en la 
síntesis de GS y en la expresion de genes regulados por el sis-
tema Ntr. 

Cabe señalar que la mutante AB2 además de estar afectada en 
la expreción de la GSII, esta afectada en la adenilación de la 
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GSI, cuando crece en medio mínimo. Va que la actividad de GSI no 
pierde completamente su actividad biosintética, como ocurre en la 
cepa silvestre. Este dato es de esperarse, dado el cambio en la 
relación a-cetoglutarato/glutamina, que se observa en esta 
mutante. La cepa AB2 acumula a-cetoglutarato cuando crece en 
medio mínimo, por lo cual esta relación se mantiene mucho mas 
alta. 

Existe la posibilidad de que la mutación de la cepa AB2, 
únicamente afecte la utilización de succinato como fuente de car-
bono y que esta alteración en el metabolismo de carbono, sea lo 
suficientemente importante, como para producir los demás efectos 
colaterales en el fenotipo de esta cepa. Así la baja asimilación 
de succinato, produciría cambios en la relación de los diferentes 
intermediarios del ciclo de Krebs y esto repercutiera en la 
inducción de la síntesis de GSII. 

Por último, existe la posibilidad, de que la actividad de 
GSII sea importante en la oxidación de succinato, es desir que el 
funcionamiento del ciclo de Krebs sea estimulado por la via GS-
GOGAT. Se ha reportado que bacteroides de p.japonicum, oxidan el 
succinato hasta ácido glutámico (120), lo cual implica la 
participación de la via GS-GOGAT. Por otra parte de demostró, 
que el catabolismo del ácido glutámico es importante para la 
fijación simbiótica de nitrógeno en B.poliloti (127). El 
glutamato producido por la vía GS-GOGAT puede ser catabolizado de 
varias maneras, una de ellas es la vía de GABA, la cual ha sido 
propuesta en otras especies de Ahizobiumk (127,128,130,). En esta 
vía el glutámico es transformado a ácido a-aminobutirico (GABA) 
por la glutamado descarboxilasa, el GABA a su vez es convertido 
en semialdehido de ácido succinico y amonio. El amonio producido 
sería asimilado por la actividad de la GSII. Esto implica la ex-
istencia de un ciclo de síntesis y degradación de glutamina, 
fundamental para mover el carbono del ciclo de Krebs (Fig.9) 

Como la mutante AB2 esta afectada en la síntesis de 
glutamina, con este modelo se puede explicar, que se acumule 
a-cetoglutarato cuando crece en medio mínimo (succinato más 
amonio), debido a la falta de glutamina que se requiere para 
drenar este metabolito. También se puede explicar por qué la 
mutante utiliza más glutamina que la cepa silvestre cuando crece 
en medio mínimo (succinato más glutamina), ya que los productos 
del catabolismo de glutamina, glutamato y amonio no pueden ser 
utilizados para la síntesis de glutamina. 

El aislamiento de mutantes estructurales en la actividad de 
GSII, asi como mutantes en la glutamato descarboxilasa y en la 
deshidrogenasa de semialdehido succinico, permitirá demostrar la 
participación de este ciclo de síntesis y degradación de 
glutamina en el funcionamiento del ciclo de Krebs. Por el momento 
podemos señalar que mutantes afectadas en la degradación de 
glutamato así como mutantes en GOGAT descritas en otros 
Phizobium, han resultado en un fenotipo Fix-. 

El estudio de la asimilación de amonio en vida libre, 
resultó ser importante para comprender las estrategias que tiene 
esta bacteria, para manejar el nitrógeno y poder establecer una 
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simbiosis efectiva. Podemos decir que la vía de asimilación de 
amonio GS-GOGAT, ha sido seleccionada en esta interacción y el 
alterar esta ruta repercute en el proceso simbiótico. 

piruvato -.-. 
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	 '\\ 
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Figura 9.- Modelo del ciclo de la glutamina integrado al ciclo de.  
Krebs. (GS)glutamino sintetasa, (GOGAT)glutamato sintasa, 
(GDC)glutamato descarboxilasa, (SSDH)deshidrogenasa de semial-
dehido succinico. (SAS)semialdehido succinico, (GABA)acido gama-
aminobutirico. 
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