2» -

02062

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA VEGETAL

TES1S CON
FALLA DE ORIGEN

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA
GLUTAMINA SINTETASA III DE Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli .

Tesis que para obtener
el Titulo de M. en IBB
p re s e nt a

Roberto Meza Romero

.J;\ '

I TR



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INTRODUCCION ........ Cererreesarraiisaaers T TOPr |
1. Asimilacion de amonio en ontoroblctorln verrernannned
a. papel de¢ la glutamato deshldrogenasa T
b. papel de la glutamato sintasa ........ TTTYTTOn YTTTISN 3
c. papel de la glutamina gintetasa (GS) et earee q
d. regulacion de la actividad de la GS ireriees cerarredarens 7
e. regulacion a nivel de sintesis de la GS YYYTTYISITS
2. Asimilacién de amonio en Rhizoblum  ......... iareases 16
3. Evidencia genética y bioquimica de que existe
una tercera GS en Rhizobium P e k|
OBUETIVOS . ...oiiviiiiiiiiimrinianninsnsisnianes cereatarienas TR 1 |
MATERIAL Y METODOS
1. Copas s
2. Roactivos  ......cvevivvennne

3. Resinas  ..............ns veerrertarannes v eriresdrens
4. Medios de cultivo TP
5. Crecimiento de los mlcroorganlsmos

6. Purificacion de bacteroides
7. Ensayos enzimaticos .

8. Purificaclén de la GSIlI
9. Electroforesis

a. desnaturalizante

b. nativa RN Cereerrere

C. preparativa reversa . :

d. Isoelectroenfoque en dos dimensiones - = .. 34
10. Inmunizaclones  .............. Creeesesresniresiansas verersersiniiee .35

11. Preparacién de anticuerpos
12, Experimentos tipo Ouchteriony
13. Experimentos tipo Western
14. Determinaclon de ia temperatura optima de

actividad  ........ rerieisen e st ssar s iertenns 37
15. Determinacién de las K., para glutamalo,

hidroxilamina y ATP  ...civiniinininiinionnn TP ¥ 4
16. Determinacion de ia secuencla N-terminal

de la proteina ....iiieiiieineiiiieeriseniiinsiniieiiens cereninnse 38

17. Andlisis de la secuencia de DNA

RESULTADOS et irrerereernees Crreerienes N TN 00 39
1. Puriticacion de la GSIli .

2. Determinacion de la secuencia N-terminal

3. Caracterizacion de la enzima GSlIi

a. temperatura de actlvidad optima

b. actividad en geles nativos .

¢. inmunodeteccion ..., Cireeeenae e



d. determinacion del punto isosléctrico o 49

. determinacion de los valores de Kny vevbasven .

4, Anlllnlt de ia secuencia de DNA T 1 ]

§. Secuencias regula torias alrededor de glnT errrreers o898
6. Homologia de la secuencia de amincécidos

otras GS'S  .......occvvvivininnnenns Cresereerrriases Cerastesenientanens ...56

DISCUSION .......oveen STTTTI N B P Ty £
CONCLUSIONES ............

NHPR . [

REFERENCIAS

Ciereesseranie Gresrevane P ST PP -1

AGRADECIMIENTOS ..ovivvvrieriscsiviisins

Wieeoen 98




RESUMEN

La mayoria de las Rhizoblaceae expresan dos
Isoenzimas GS: GSI, codificada por ginA y GSlI,
codlficada por ginh.

Recientemente se ha descrito la existencla en Rhizobium
meliloti, Agrobacterium tumefaciens y Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoll de una secuencia, llamada
ginT, capaz de complementar la auxotrotia para glutamina
de diversas cepas de Escherichla colly Kiebslella
pneumoniae.

En este estudio se muestra que:

La secuencia g/nT de R.l.phaseoli, codifica para
una glutamina sintetasa (GS!li) distinta a GSI y GSlI, cuya
estructura oligomérica es un dodecamero de
subunidades Idénticas de 51 kDa de peso molecular y
6.2 de punto isoeléctrico, termoestable durante 1th a 55
C, con actividad de sintetasa alta pero actividad de
transferasa no-detectable o baja, con una temperatura
6ptima de actividad de 60 C.

Los anticuerpos producidos contra la enzima pura,
nativa 6 desnaturalizada, no muestran reaccién cruzada
contra la GSI 6 la GS!l de R... phaseoll, indicando que las
tres Isoenzimas son Inmunolégicamente distintas, y el
antigeno de GSIII no esta presente en extractos crudos
de la cepa siivestre CE3 de R.l.phaseoll, ni extractos de
cepas que carecen de GSI| 6 GSIl, crecidas bajo
diferentes condiciones metabélicas.

El analisis de la secuencia de nucledtidos del
gene g/nT, confirma la presencia de un ORF con
homologia a las GS's de bacterias gram-positivas y en
menor grado a [as de las bacterlas gram-negativas. Los
primeros 8 aminoidcidos de las secuencia deducida a
partir de la secuencia de nucleétidos, coinciden con
aquella obtenida por medio dei método degradativo de
Edman.



INTRODUCCION
1. ASIMILACION DE AMONIO EN ENTEROBACTER!AS.

En bacterias entéricas', todo el nitr6geno celular se deriva
directamente de ia incorporaciéon de amonio (Reitzer y Magasa-
nik, 1987). Este es asimilado en esqueletos de carbono dando
como resultado la formacién de glutamato y glutamina. Estos
dos aminodcidos a su vez son los donadores del nitrégeno para
el resto de las macromdleculas nitrogenadas celulares: la
glutamina a traves de la ddnacién de su grupo amida y el
glutdmico a través de su grupo amino (figura 1).

Las enzimas responsables de la asimilacion de amonio en
glutamato y glutamina son: la glutamato deshidrogenasa (GDH),
la glutamato sintasa (GOGAT) y la glutamina sintetasa (GS)
(Tyler, 1978).

a. Papel de la glutamato deshidrogenasa. La GDH (L-
glutamato:NADP+ oxidoreductasa, EC 1.4.1.4.) cataliza la
aminacién reductiva del 2-oxoglutarato por amonio en una reac-

cidn reversible que usa NADPH o NADH.

2-oxoglutarato + NH; + NADPH «<----o- > glutamato + NADP+

En muchos microorganismos, la GDH dependiente de NADH
parece tener una funcién catabdlica, mientras que las que
dependen de NADPH sirven principalmente para la sintesis de
glutamato (Tyler, 1978).
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Figura 1. Vias de asimilacién de amonio en enterobacterias
para la produccién de glutamato y giutamina y algunos de los
papeles de estos compuestos en el metabolismo interme-
diarlo.



Las bacterias entéricas poseén una sola GDH d_ependie’nte de
NADPH que tiene una K, del orden de 1mM para 2-oxoglutarato
y amonio, lo cual sugiere que en las célu'las que crecen en un
medio con limitacién de amonio, esta enzima es relativamente
inefectiva.

Mutantes de Escherichia coli, Klebsiella aerogenesy Salmo-

nella typhimurium que carecen de esta enzima no requieren
glutamato para crecer, una observacién consistente con la
existencia de una via alterna para la biosintesis de glutamato
a traves de la glutamato sintasa.
b. Papel de la glutamato sintasa. La GOGAT (L-
glutamato:NADP+ 6xidoreductasa; EC 2.6.1.53) es una amido-
transferasa que transfiere el grupo amido de la glutamina al 2-
oxogiutarato dando como resultado la formacién de 2 moles de
glutamato; en esta reaccién se utiliza el poder reductor del
NADPH.

glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH -----.- > 2 [glutamato] + NADP+

Esta enzima fué descubierta por Tempest et al. en 1970 y se
ha reportado en todos los procariontes examinados hasta ahora.
La cepas que carecen de actividad de GOGAT solo pueden crecer
en presencia de altas concentraciones de amonio en el medio.
Las Kn para glutamina y NADPH de la GOGAT de E. coliy K.
aerogenes son del orden de 0.2 2 0.3 mM y 2.2 a 12 M, respectiva-
mente {Mantzala y Zalkin, 1976; Bower y Zalkin. 1983). En E



coli ( Rendina y Orme-Johnson, 1978) y Klebsiella pneumoniae
la K para 2-oxoglutarato es de 5 M y 300 M, respectivamente.

La GOGAT de enterobacterias estd compuesta de dos sub-
unidades de diferente peso molecular codificadas por genes
aparentemente ligados: g/tBy g/tD (Fuchs et al., 1982). Las
cepas derivadas de mutantes GDH- que tienen una lesién en unocs
de estos genes (g/tB), son auxdtrofas para glutamato.

La conclusién que resulta de todo esto es que, en enterobac-
terias, existen dos vfas para la sintesis de glutamato.

Cuando cepas tipo silvestre de enterobacterias crecen en pre-

sencia de glucosa y altas concentraciones de amonio, el
glutamato se forma principalmente por la actividad de GDH.
Bajo estas condicicnes los niveles de GS y GOGAT son bajas
pero suficientes para abastecer a las células de glutamato y
glutamina para la sintesis de proteinas y diversas reacciones
biosintéticas. Sin embargo, cuando la cantidad de amonio
disponible es limitado, el amonio se asimila por la accién
concertada de la GS y de la GOGAT [Figura 2 (Magasanik,
1982)].
c. Papel de la glutamina sintetasa. La figura 1 muestra
que la glutamina es un precursor importante en muchas vias
biosintéticas. Proporciona el nitrégeno para la sintesis de
purinas, pirimidinas, amino-azlcares, histidina, triptofano,
asparagina, NAD y p-aminobenzoato y es usada intacta para la
sintesis de proteinas y como una manera de almacenar amonio
(Meister, 1880).



PROTEINAS, PURINAS
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Figura 2. La GOGAT y la GS son enzimas que catalizan reaccio-
nes biquimicas acopladas.



Este aminoacido es formado por la glutamina sihtetasa’(GS)
{L-glutamato: amonio liasa; EC 86.3.1.2.), la cual incorpora
amonio en la molécula de glutamato en una reaccidn que
requiere de ATP.

M92+
glutamato + NHg + ATP --eeeeeees > glutamina + ADP + Pi

La enzima purificada es uspalmente un dodecamero de sub-
unidades idénticas de 50-55 kd de peso molecular y su activ-
idad catalitica es regulada negativamente por la adicién
covalente de un grupo AMP a un residuo tirosina especifico en
cada una de las subunidades. La adenilacién de una subunidad,
inactiva esa subunidad unicamente de tal manera que existe un
gradiente de actividad catalitica dependiente del grado de
adenilacién de la enzima.

Excepciones a la estructura de dodecadmero se han encontrado
en al menos dos organismos. En Clostridium pasteurianum
(Krishnan et al, 1988) un organismo capaz de fijar nitrégeno
en condiciones anaerobicas, la GS tiene una estructura oligo-
mérica de 20 subunidades y, en Bacteroides fragilis (Hill, et
al. 1989) el peso de subunidad de la GS es 82 kDa aproxima-
damente y la estructura oligomérica es de un hexamero.

In vitro, la actividad de glutamina sintetasa se puede medir
por la reaccién de transferasa y por la reacciéon biosintética.
En ambos ensayos, el producto detectado es y-glutamil-

hidroxamato.



En la reaccién de transferasa, tanto la enzima adenilada
como la no adenilada cataliza la transferencia del residuo v-
glutamil de la glutamina a la hidroxilami‘na en presencia de
ADP, Mn2+, y arsenato.

Mn2+ ADP

L-glutamina + NHaOH  ceeeecacennennns > v -glutamilhidroxamato + NHj3

As
No obstante, las dos formas de GS (la forma adenilada como

la no adenilada) se pueden distinguir afadiendo 60 mM de Mg2+
a la mezcla de reaccién. Bajo estas condiciones solo la enzima
no adenilada es activa ya que la forma adenilada estd com-
pletamente inhibida (Ginsburg y Stadtman, 1973). Esta pro-
piedad permite estudiar los niveles de adenilacién de la GS
cuando las células crecen en diferentes condiciones meta-
bélicas.

d. Regulacién de la actividad catalitica de la GS. Debido
a la importancia de la glutamina en el metabolismo celular, es
de esperarse que la sintesis y actividad de la glutamina
sintetasa estén altamente reguladas (Gussin et al, 1986;
Halpern, 1988: Magasanik, 1982; Tyler, 1978).

Existen dos niveles de regulacion de la GS: 1. a nivel de
actividad y a nivel de sintesis. En estos dos niveles de regu-
lacién intervienen varias proteinas lo cual amplifica la com-
plejidad del sistema de regulacién. Existen varios mecanismos
de regulacidn de la actividad catalitica de la GS en respuesta a

diferentes condiciones intracelulares: 1. por inhibicién por



retroalimentacién, en la que participan diferentes productos
del metabolismo de la glutamina, 2. por inactivacién en
respuesta a la concentracién de los iones divalentes y, 3. por
modulacién de la actividad por un sistema de adenilacién en
cascada en respuesta al balance carbono/nitrégeno intrace-
lular.

En bacterias entéricas, el balance entre el metabolismo del
carbono y del nitrégeno es reflejado por los niveles intracelula-
res de 2-oxoglutarato/glutamina (Stadtman, et a/. 1980). La
relacién de estos metabolitos controla la actividad de una
enzima bifuncional, uridil-transferasa (UTasa), producto del
gen g/nD, que cataliza la uridililacién y desuridililacién de los
residuos de tirosina de otra proteina regulatoria, Py, un
tetramero de subunidades de 11kDa, producto del gen g/nB. La
proteina Py, interacciona con la adenil-tranferasa, ATasa,
codificada a su vez por el gen g/nE (Adler, et al., 1975; Bueno
et al., 1985), y es una proteina bifuncional que promueve la
adenilacion y desadenilacion de los residuos de tirosina en la
posiciéon 357 de las subunidades de la GS (Stadtman, et
al.,1980; Bueno et al., 1885; Magasanik et al, 1987; Ginsburg y
Stadtman, 1973).

Cuando la concentracién de 2-oxoglutarato es alta, la UTasa
convierte Pj a Py-UMP y esta interacciona con la
adenililtransferasa, estimulando la reaccién de desadenilila-
cién de la GS (Ginsburg y Stadtman, 1973; Stadtman et al.,
1980; Garcia y Rhee, 1983). Cuando [a concentracién de gluta-
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mina es alta , la UTasa remueve los grupos UMP de la proteina
Py. La Py no uridilada, interacciona con la ATasa la cual cata-
liza la adenililacién de la GS (Stadtman, et al.,1980), Un esque-
ma de este complejo circuito regulatorio se muestra en la
figura 3.

e. Regulacién a nivel de sintesis de GS. La glutamina
sintetasa es el producto proteico del gen g/nA. En enterobacte-
rias, este gen forma parte de el operén g/nA-ntrBC (también
denominado g/nALG) (Pahel et: al, 1982). Este operdn tiene tres
promotores. g/inAp1 y g/nAp2, localizados hacia el extremo &
de g/nA y, ginLp situado en la regién intergénica de g/nA 'y ntrB
(Pahel, et al, 1982, Reitzer y Magasanik, 1985) (Figura 4).
Los promotores g/nAp1 y g/nLp son reconocidos por la subuni-
dad ¢70 de la RNA polimerasa y tiene la secuencia de los
promotores tipicos de las bacterias entéricas en la posicion -
10 y -35 con respecto al sitio de la iniciacién de la trans-
cripcién. La expresién a partir del promotor g/nAp1, es reprimi-
da por el producto proteico del gen ntrC, (NR;)(Reitzer y Maga-
sanik, 1985, 1986) pero activado por la combinacién de AMP
ciclico y CRP. Este es un promotor débil que sirve para man-
tener niveles de transcripcion de GS en condiciones de exceso
de nitrégeno y limitancia de carbono. El segundo promotor,
glnAp2, hacia el 3' de ginAp1, consiste de una secuencia
especifica (TTGGCACAN4TCGCT) en la posicién -24 y -12 en-



12ATP 12PP

GS(da) —L——Lb GS(a)

ATasa

TT
L
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J_. 4PPi
Py -UMP

ATasa (d)

GS(a) ﬁ GS(da)
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Figura 3. Mecanismo de regulacién de la actividad de la GS en
bacterias entéricas por el sistema de adenilacién. ATasa:
adeniltransferasa; UTasa: uridiltransferasa; UR: uridiltrans-
ferasa que remueve uridilos; UMP: uridin-monofosfato; UTP:
uridintrifosfato; GS(a): glutamina sintetasa adenilada.
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g/nApt

9/nAp2 _ilnzp
t:-,:' 1 T 1 x|
agin A glnL gin G
NRx NR
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Figura 4. Organizacién genética de! operén g/nA-gin LG en Es-
cherichia coll y Salmonella typhimurium. La flecha sélida
indica regulacion positiva y la flecha vacia indica regulacidn
negativa.
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contrada en los promotores regulados por el sistema Ntr.. Para
su expre-sién, requiere el producto activado del g'en ntrC (NRy),
asi como también de la subunidad o 54 (Reitzer'y Magasanik,
1985; Sasse-Dwight y Gralla, 1988). La subunidad o©54 es una
proteina codificada por el gen ntrA, también conocido como
rpoN, o g/nF (tigura 4). La proteina kinasa NRy, producto del
gen ntrB, puede fosforilarse a sf misma en un residuo His a
expensas de ATP y este fosfato es transferido a NR; (Weiss y
Magasanik, 1988; Keener y Kustu, 1988) en un residuo Asp
situado dentro del dominio N-terminal. Como ya se mencioné,
NR, fosforilado (NR|-P) promueve la transcripcion desde
ginAp2. NR|-P es también defosforilado por la accidn de NRy.
Tanto NR; como NR), pertenecen a una gran superfamilia de
sitemas regulatorios de dos componentes que intervienen en la
captacién y transduccién de sefiales (Albright, et al., 1989).

La actividad de la proteina NR) estd a su vez regulada por Py,
El estado nitrogenado de la célula es detectado por la UTasa, la
cual transfiere un grupo UMP a Py dando como resultado
Py-UMP, probablemente en respuesta a una alta proporcién de
glutamina/2-oxoglutarato. P;-UMP favorece la fosforilacion de
NR) por NR; (Keener y Kustu, 1988) y por consiguiente la
activacion de la transcripcién desde el promotor g/inAp2. En la
figura 5, se muestran los componentes que intervienen en

esta cascada regulatoria (revisado por Stock et al, 1989).
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Figura 5. Papel de la proteina P; en la regulacién de Ia

transcripcion del gene g/nA.
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Recientemente se ha reportado que bajo condiciones de
limitancia de nitrégeno, NR| se adhiere a sitios localizados
mas de 100-200 pares de bases hacia el extremo 5' desde el
promotor (Reitzer y Magasanik, 1986; Popham et al, 1989,
Buck, et al.,, 1986) que tienen las propiedades de mejoradores
("enhancers") de la transcripcién del gen g/nA por medio de la
interaccién fisica entre NirC y la RNA polimerasa formando un
"loop" [figura 6 (Su, et al, 1990)].

14



“ENHANCER” PROMOTOR

: . ginA
NtrC RNA pol
(03
COMPLEJO
CERRADO
-
ginh
COMPLEJO
ABIERTO

transcrito de gin A 7= TN TN

Figura 6. Modelo propuesto por Keener y Kustu (1990) para la
activacion de la transcripcién mediada por NtrC (NR)) de

genes regulados por el sistema Ntr. Las proteinas NtrC y o 54-

RNApol se unen a secuencias regulatorias especificas en el
DNA para la activaciéon de la transcripcién.
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2. ASIMILACION DE AMONIO EN Rhizobium .

Las bacterias del género Rhizobium y Bradyrhizobium, se
caraé:terizan por establecer asociaciones simbidticas con
plantas superiores, casi siempre leguminosas. El proceso
simbidtico comienza cuando la bacteria infecta los pelos
radiculares de las plantas y concluye con la formacién de una
estructura especializada, el nédulo. Dentro de este nuevo
érgano, la bacteria se diferencia a bacteroide el cual es capaz
de reducir nitrégeno molecular a amenio. El nitrégeno fijado de
esta manera es exportado a la planta con intercambio de
compuestos carbonados reducidos que son generados por
fotosintesis.

Los trabajos de Brown y Dilworth, (1975) han sugerido que
en Rhizobia de vida libre, el amonio es asimilado tanto por la
GDH como por la via GS-GOGAT. Sin embargo también se ha
sugerido que la actividad de GDH encontrada en Rhizobia tiene
un papel estrictamente catabdlico (Ludwig, 1980) y que el
amonio se asimila por la via GS-GOGAT para producir la
glutamina y el glutamato necesarios (Ludwig, 1980; Bravo y
Mora, 1989).

Recientemente, Lewis et al. (1990) han aislado cepas de R.
meliloti con mutaciones en los genes que codifican para la
GOGAT y sus resultados apoyan la idea de que la GDH no tiene
un papel significativo en la asimilacién de amonio en Rhizobia-
ceae (Ludwig, 1980). Esta misma via de asimilacion de ni-

trégeno parece funcionar en plantas (Miflin y Cullimore, 1984;

16



Robertson et al., 1975). ]

En Rhizobia de vida libre se ha descrito la presencia de dos
isoenzimas de GS's, GS| y GSI| (Darrow y Knotts, 1977; Fuchs y
Keister, 1980) que difieren en peso molecular de subunidad,
estado oligomérico, termoestabilidad y forma de regulacién.
Esto ha complicado el estudio de la participacién de cada una
de las isoenzimas en la asimilacién de amonio en Rhizobiumy
Bradyrhizobium. Hasta ahora se desconoce el papel que cada una
de las dos enzimas tiene en el metabolismo intermediario del
nitrégeno.

Aunque en Rhizobiaceae se han encontrado genes regulatorios
y estructurales del metabolismo nitrogenado homdlogos a los
encontrados en enterobacterias, parece ser que su organizacién
difiere en ambos grupos de bacterias.

GSI esta codificada por el gen g/nA y es muy similar a la GS
de enterobacterias. Es una enzima polimérica formada por 12
subunidades idénticas de 55-59 kDa de peso molecular y es
termoestable durante 1 h a 55°C. Presenta regulacién por el
sistema de modificacién post-traduccional de adenilacién
reversible y aparentemente no se regula de manera importante
a nivel de transcripcién (Adams y Chelm, 1988; Carlson et al.,
1987, Darrow y Knotts, 1977; Ludwig, 1980). E! gen ginA, ha
sido clonado de R. meliloti (Somerville y Kahn, 1983), Rhizobi-
um leguminosarum bv. viceae ( R.lviceae ) (Colonna-Romano et
al., 1987), Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Espin et al.,
1988), y B. japonicum (Carlson et al., 1985). La secuencia de

17



nucledtidos del gen ginA de R.l.viceae, predice una secuencia de
aminodcidos con alta homologia a la GS presente en E. coliy A.
brasilense. En B. japonicumy R. meliloti, la expresién de g/nA
no depende del sistema de regulacion nitrogenado. Mutaciones
en ntrA o en ntrC, no afectan los niveles de actividad de GSI de
manera significativa. Por otro lado, la secuencia de nucled-
tidos de g/nA de B. japonicumy R. meliloti carece de la se-
cuencia consenso de promotores regulados por el sistema Ntr.
En cuanto a la organizacién' genética del gen g/nA, se ha des-
crito que en Rhizobiaceae y en otras bacterias del suelo como
A. brasilense, y a diferencia de lo que sucede en enterobacte-
rias, el gen g/nA y g/nB forman parte del mismo operén, como
se muestra en la figura 7 (Martin et al,, 1989; Colonna-
Romano et al, 1987; de Zamaroczy et al., 1990; Chiurazzi y
laccarino, 1990; Moreno et al. 1991a, en prensa). En B. japoni-
cum (Martin et al.,, 1989) se expresa a partir de promotores
dispuestos en tandem y se regulan de manera diferencial en
respuesta a la disponibilidad de nitrégeno en el medio. EIl
promotor g/nBp2 es activado por el producto del gen ntrC tanto
en vida libre como en simbiosis. El operdn g/nBA en Azospiri-
llum brasilense presenta tres promotores, dos de ellos situa-
dos al extremo 5' del gen g/inB y el otro entre g/nB y g/nA. Bajo
condiciones de limitancia de amonio, se produce un transcrito
bicistrénico expresado desde unc de los prorhotores de ginB,

pero en condiciones de exceso de nitrégeno solo se produce el
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transcritoc desde el promotor ginA {de Zamaroczy et al., 1990).
También se han encontrado diferencias en la organizacion de
los genes regulatorios ntrB y en ntrC. En enterobacterias, como
ya se menciond, los genes g/nA, ntrB y ntrC forman parte del
mismo operén, pero en RA.l.phaseoli, estos dos U(ltimos estan
formando parte de ila misma unidad de transcripcién no re-
lacionada con g/nA (Moreno et al. 1991, en prensa). Los datos de
secuencia indican que el dltimo codon del gen ntrB se traslapa
con el primer codon de codificacién de ntrC.

La GSII, producto del gen ginll, se ha reportado que tiene 8
subunidades idénticas con un pesc molecular de 36-38 kDa, es
termolabil y no parece ser regulada por el sistema de modifica-
cion post-traduccional como sucede con GSI. El gen g/nll ha
sido identificado en B. japonicum (Carlson y Chelm, 1986), A.
tumefaciens (Rossbach, et al., 1988), R. meliloti (de Bruijn, et
al., 198%; Somerville et al., 1989) y R./.phaseoli (Espin et al.
1989), y el andlisis de secuencia del gen ha revelado una alta
homologfa (ca. 80%) a las GS's de plantas y animales (Shatters
y Kahn, 1989).

En cuanto a la regulacién de la expresion (a nivel de sintesis
de esta enzima), se ha mostrado que en R. meliloti (Shatters et
al., 1989) y R.l phaseoli (Moreno et al., 1991a) y, en B. japoni-
cum (Martin et al., 1988) , se requiere del gen ntrA y el gen
ntrC para la expresién del gen g/nll y se ha encontrado una
secuencia consenso de los promotores regulados por el sistema

Ntr asi como una region de DNA con alta afinidad para la
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proteina NtrC en direccién 5' desde el promotor de tal manera
que no es sorprendente encontrar que la GSl! es regulada en
respuesta a la disponibilidad de nitrégeno en el medio.

Hasta ahora, no hay evidencia de que haya un sistema de
regulacion postraduccional para la GSIl. Rao et al. (1978) han
observado que en B. japonicum, la actividad de GSIl es modu-
lada por la tensién de oxigeno en el medio, de tal manera que
bajo condiciones de microaerofilia la actividad de GSIl es
reprimida . Sin embargo, no se ha propuesto ninglin modelo para

explicar este hecho.

El analisis de mutantes en los genes estructurales de GSI o
GSIil de Rhizobiacea ha sido dificil de evaluar. Se ha encontrado
que una doble mutante g/nA ginll de B. japonicum ademas de ser
auxodtrofa para glutamina, es Nod- en soya cuando se usa un
medio vegetal libre de nitrdgeno pero Nod+ Fix-si el medio de
crecimiento de la planta es suplementado con glutamina
(Carlson et al., 1987). En contraste, en R. melilotiy A. tumefa-
ciens ha mostrado que ninguna de las dos GS's es esencial para
la interaccidn con plantas. En RA. meliloti se ha mostrado que
una doble mutante g/inA ginll es silvestre en cuanto al fenotipo
simbidtico (de Bruijn et al., 1989; Rossbach, et al, 1988) pero
en R.l.phaseoli, una mutacién por insercién en g/nA es Nod+ pero
la capacidad para reducir acetileno estd disminuida en un 40%
(Moreno et al, 1991b). En bacteroides inducidos por A./.phaseoli

tipo silvestre, se ha encontrado tanto la actividad de transfera-
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sa como el antigeno de GSI pero no en cepas g/nA- (Moreno et
al., 1991b). No se conoce el papel que esta enzirﬁa podria jugar
en la asimilacién de amonio en bacteroides aunque los datos
sugieren que la produccién de glutamina es necesaria para una
actividad ¢ptima de la nitrogenasa.

La existencia de dos genes GS's no estd limitada a las Rhizo-
biaceae, sino que también se han identificado y clonado en
algunas especies del actinomiceto Frankia (Edmands et al.
1987; Rochefort y Benson, 1990), el cual es capaz de fijar
nitrégeno y formar asociaciones simbidticas con algunas
plantas vasculares, y también se han descrito dos GS's en la
mayoria de las especies de Streptomyces (Kumada et al.,
1990), las cuales, no se sabe que interaccionen con plantas
superiores. En Streptomyces viridochromogenes, se ha identi-
ficado un gen con alta homologia a ginll de B. japonicum y su
producto proteico es una GS con caracteristicas similares a la
‘GSIl de Rhizobiaceae (Behrmann et al, 1990).

Es evidente a partir de estos resuitados, que genes que codifi-
can para dos GS's, estan mas diseminados de lo gue anterior-
mente se pensé entre los microorganismos del suelo. Por lo
tanto, la presencia de dos GS's debe ser considerado como un
problema relevante para la fisiologia bacteriana. Es intere-
sante saber el efecto de dobles mutaciones sobre el metabo-

lismo nitrogenado en estas especies.
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3. EVIDENCIA GENETICA Y BIOQUIMICA DE QUE EXISTE
UNA TERCERA GS EN Rhizobium. '

Existe controversia en cuanto al nimero de GS's presentes en
Rizobiaceas ya que algunos reportes sugieren la presencia de
una tercera isoforma. En bacteroides de R. lupini (Evstigneeva
et al., 1983) se han podido detectar tres formas de GS y, en A.
meliloti, R.l.viceaey en R.l.phaseoli Kumar y Rao (1986) han
reportado la separacién cromatografica de tres formas de GS.

En A. meliloti (de Bruijn et al, 1983) y en A. tumefaciens
(Rossbach et al., 1988) se ha identificado y aislado una secuen-
cia de DNA denominada g/nT, diferente de ginA y g/nll capaz de
complementar la auxotrofia para gfutamina de mutantes g/nA
de E. coli. Sin embargo, en estas cepas complementadas no se
logré detectar actividad enzimatica de GS por los ensayos de
transferasa ni  biosintetica (Rossbach, et al., 1988; de Bruijn
et al., 1989) gque permitieran conocer la identidad de la pro-

teina codificada.

Recientemente, se ha reportado que una doble mutante de AR
meliloti no es un auxétrofo estricto para glutamina, ya que
cepas de este genotipo pudieron crecer en medios que con-
tenfan glutamato y amonio, pero no en medios que contenian
aisladamente glutamato o amonio, como fuente de nitrégeno
(Somerville et al. 1989). Esta observacién, puede considerase
como una evidencia adicional de una via alternativa para la

sintesis de glutamina en cepas de R. meliloti carentes de
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actividad de GSI y GSII. )

Usando como probador la secuencia g/nT de R. meliloti
clonada en pFB6162, Espin et al. (1990) identificaron y
aislaron un fragmento BamHl del genoma de R.l.phaseoli con
homologia a g/nT. Este fragmento de 12 kb, fue clonado en el
plasmido pSUP202 (Simon et al., 1983) para dar origen al
plasmido pMWS5a, Esta secuencia a semejanza de lo reportado
para R. melilotiy A. tumefaciens, suprimié el requerimiento
para glutamina de la cepa de K. pneumoniae 1811 (con una
mutacién en el gen gl/nA) (Espin et al., 1982) cuando fue
clonado en una direccidon pero no cuando fue clonada en la
direccién opuesta. Este resultado sugiere que la secuencia ginT
podria transcribirse a partir de un promotor del vector y no a
partir de su propio promotor (ver articulo adjunto) ademds de
establecer el hecho de la posible presencia de una tercera GS

en R./.phaseoli.
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Summary. Using gihT DNA of Rhizobium meliloti as
a hybridization probe we identified a R. leguminosarum
biovar phaseoli (R. /. phaseoli) locus (ginT) expressing
a glutamine synthetase activity in Klebsiella pneumoniae.
A 2.2 kb DNA fragment {rom R. /. phaseoli was cloned
to give plasmid pMWS5a, which shows interspecific com-
plementation of a K. pnewmoniae ginA mutant. The
cloned sequence did not show cross-hybridization to
gind or ginll, the genes coding for two glutamine synthe-
tase isozymes of Rhizobium spp. While in previous re-
potts on ginT of R. meliloti and Agrobacterium tumefa-
ciens no glutamine synthetase activity was detected, we
do find activity with the g/nT locus of R. I phaseoli.
The glutamine synthetase (GSIII) activity expressed in
a K. pneumoniae glnA strain from pMW5a shows a ratio
of biosynthetic to transferase activity 103-fold higher
than that observed for GSI or GSII. GSIII is similar
in molecular weight and heat stability to GSI.

L

Key words: Rhi legumil um bv. phaseoli ~ Glu-
tamine synthetases — Nitrogen metabolism — g/n7"

In bacteria belonging to the family Rhizobiaceae two
isozymes of glutamine synthetase (E.C. 6.3.1.2.) have
been detected: GSI, similar to the glutamine synthetase
from enteric bacteria, and GSII, a heat labile enzyme
found in the Rhizobiaceae (Darrow and Knotts 1977;
Fuchs and Keister 1980) and in Frankia sp. (Edmands
et al. 1987). Genes coding for GSI and GSII have been
identified (Carlson et-al. 1985; Carlson and Chelm 1986;
Colonna-Romano etal. 1987; de Bruijn etal. 1989;
Espin et al. 1985, 1988; Filser et al. 1986; Rossbach et al.
1988 ; Somerville and Kahn 1983). Three forms of gluta-
mine synthetase have been detected in R. lupini bacter-
oids (Evistigneeva et al. 1983), and in R. leguminosarum

Offprint requests to: M. laccarino

bv. viciae, R. meliloti and R. leguminosarum bv. phaseoli
(hereafter called R. !. phascoli) (Kumar and Rao 1986).
However, no genetic evidence for the presence of a se-
quence coding for a third glutamine synthetase was pre-
sented in these studies.

A locus, called g/nT, which complements the gluta-
mine auxotrophy of Escherichia coli ginA mutants was
first identified in R. meliloti (de Bruijn et al. 1984) and,
recently, in Agrobacterium tumefaciens (Rossbach et al.
1988). However, no glutamine synthetase activity could
be demonstrated in cell extracts of the complemented
strains (Rossbach et al. 1988; de Bruijn et al. 1989), lead-
ing to several possible interpretations of those results.

To identify a ginT-like locus in R. I phaseoli, we
hybridized DNA of plasmid pFB6162, carrying the ginT
locus of R. meliloti (de Bruijn et al, 1984) to a BamHI
digest of DNA isolated from strain CE3 of R. /. phaseoli
and found positive signals with fragments of 3.0, 5.3,
and 12.0 kb. When cloned into the vector pSUP202 (Si-
mon ect al. 1983), to give plasmid pMW5a, the 12 kb
fragment complemented the glutamine auxotrophy of
strain UNF1811, a K. pneumoniae ginA mutant (Espin
et al. 1982) in one orientation only (Espin et al. 1988).
Plasmid pMW5a suppresses the glutamine auxotrophy
of K. pneumoniae strains carrying different mutations,
including two different point mutations, gin4202 and .
gInA208, and a deletion of the gin4 and ntrBC genes
(Espin et al.-1982) and all these strains show glutamine
synthetase activity. These results rule out the hypothesis
that pMWS5a causes reactivation of an inactive K. pneu-
moniae ginA gene product.

The 12 kb BamHI insert of pMWSa, used as a probe,

‘showed no hybridization with DNA of plasmids

pSM245 carrying the structural gene for GSI from R.
1. phaseoli (Espin et al. in preparation) or pBJ196A (con-
taining the glnll gene of Bradyrhizobium japonicum;
Carlson and Chelm 1986), but hybridization with a sin-
gle 12 kb BamHI fragment present in CE3 DNA. These
results show that the g/nT locus is different from the
rhizobial gind or ginll genes coding for GSI and GSII



514

Table 1. Glutamine synthetase specific activities of Klebsiella pneu-
i I ; h

moniae and RAi. leg um bv. li strains

Heat stable Heat labile

B T B T
Strain
UNF1811 <0010 <0010 <0010 <0010
UNF1811 (pMWS5a) 0.672 0.019 <0010 <0010
CE3 0.036- 0.638 ~ 0.038 1.230
SMs8 <0.010 <0.010 0.060 1.360
CFN2012 0.044 0.873 <0.010 <0010

B, biosynthetic activity; T, transferase activity

Bacteria were grown for 12 h on Rhizobium (Noel et al. 1984) or
Klebsiclla (Dixon et al. 1977) minimal media using glutamate as
a nitrogen source, and glutamine synthctase specific activity values
were determined in total cells as described by Bender et al. (1977).
The heat-labile activity was determined by measuring activity be-
fore and after heat treatment (1 h incubation at 50° C) and sub-
tracting the heat-stable fraction from the total activity. Units of
activity are pmoles of gamma-glutamyl-hydroxamate formed per
min; specific activity is expressed as units/mg protein, Protein de-
terminations were carried out by the mcthod of Lowry (1951).
Klebsiella strain UNF1811 grown in glutamine showed no activity.
Wild-type K. preumoniae (UNF122) gave specific activity values
of 0.023 (biosynthetic) and 0.080 (transferase)

activities, respectively. Moreover, pMW5a does not hy-
bridize to the 3.0 and 5.3 kb fragments that appear when
pFB6162 is uscd as a probe in a hybridization to R.
1. phaseoli CE3 DNA, showing that these are not reiter-
ated genes,

We assayed glutamine synthetase activity in K. pneu-
moniae strain UNF1811 (pMWS5a), in R. /. phaseoli wild-
type strain CE3 and in R. /. phaseoli strains SM58, lack-
ing GSI activity (Espin etal. in preparation) and
CFN2012, lacking GSII activity (Morett et al. 1985). We
found (Table 1) that plasmid pMWS5a codes for a heat-
stable glutamine synthetase activity with a very high bio-
synthetic to transferase ratio, which we call GSIIIL
Transferase activity values are reproducible and the ratio
of biosynthetic to transferase activity did not change
during partial purification and concentration of the en-
zyme. The R. /. phaseoli wild strain showed, as expected,
a heat-stable and a heat-labile fraction while strain SM58
(g/nA) showed only heat-labile activity, and only heat-
stable activity was detected in strain CFN2012 (lacking
GSII activity). We conclude that both GSI and GSII,
when expressed in R. /. phaseoli, have a ratio of biosyn-
thetic to transferase activities of about 0.05, similar to
the ratios found for glutamine synthetases from different
microorganisms (see, for example, references quoted by
Orr and Haselkorn 1981). However, GSIII expressed in
K. pneumoniae shows a ratio about 103-fold higher.

We assayed heat-stable and heat-labile biosynthetic
and transferase activities in R. /. phaseoli strain CE3
grown in glutamine, ammonium or glutamate, or in am-
monium plus glutamate as nitrogen sources, and in bac-
teroids. We found no difference in the ratio of biosyn-
thetic to transferase heat-stable activities in any of the
conditions tested. Therefore the g/nT locus might be
cryptic in R. /. phaseoli, or the gene product giving GSIII

0.1
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Fig. 1. Glutamine synthetase aclivity profiles from crude extracts
(200 ul) of UNF1811 (pSM245) (O) with specific activity values
of 0.670 for biosynthetic and 0.02 for transferase and UNF1811
(pMWS5a) (m) with specific activity values of 0.013 for biosynthetic
and 0.290 for transferase, run on 5%—-20% sucrose gradients, Ac-
tivities are given as Agqo values, The arrow indicates the fraction
with highest heat-labile activity obtained in a tube run in parallel,
on which a crude extract of strain CE3 was loaded

activity in K. pneumoniae might be different in R. /. pha-
seoli.

We also compared the apparent molecular weight
of GSIII with that of GSI and GSII. Crude extracts
of strain UNF1811 (pMWS5a) possessing only GSIII ac-
tivity and of strain UNF1811 (pSM245), which has only
GSI activity, were mixed in equal amounts and loaded
on a sucrose gradient. After centrifugation and fraction-
ation, biosynthetic (mainly GSIII) and transferase
(mainly GSI) activities were determined for each frac-
tion. As shown in Fig. 1, GSI and GSIII give a single
peak, and the same result was obtained when the two
extracts were run in different tubes. In a tube run in
parallel, a crude extract of R. I. phaseoli CE3 grown
on glutamate was fractionated and transferase activity
was analysed before and after heat treatment (data not
shown in the figure). The peak of the heat-stable activity
(namely GSI), coincided with that shown in Fig.1, while
the most active fraction of the peak showing heat-labile
activity, namely GSl1I, is fraction 5, indicated with an
arrow in Fig. 1. This experiment shows that GSIII is
similar in size to GSI and quite different from GSII.

We tried to construct derivatives of the R. /. phaseoli
strains CE3, SM58 and CFN2012 carrying plasmid
pMWS35a to test for the presence of GSIHI activity. As -
pMWS3a cannot replicate in Rhizobium spp. we trans-
ferred it by conjugation after cointegration with either
plasmid pJB3 or R68.45 (Brewin et al. 1980). Transcon-
jugants with all R. I phaseoli stains appeared as very
small colonies on minimal medium plates supplemented
with the appropriate antibiotics, but failed to grow when
restreaked on minimal or rich medium plates. As a con-
trol we transferred pMWS5b, containing the insert of
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Fig. 2, Physical map of pMWSa and derivative plasmids pGE203
and pGE205. Restriction endonuclease cleavage sites for Bamlil
(B), EcoRI (E) and HindIll (H) are indicated. Open bars indicate
pSUP202 vector sequences. The 2.5kb Hindlll fragment of
pMWS5a that includes a 0.3 kb Hindlll— BamH] fragment from
the vector was cloned into the unique HindI!l site of pSUP202
to give plasmid pGE203. The 2.2 kb BamHI— Hindlll fragment
from pMW35a was ligated to pSUP202 digested with BamHI—
HindI11 to give plasmid pGE20S. Arrows indicate sites of TnJ inscr-
tion in pMW5a, which abolish the ability to complement a gin4
Klebsiella pneumoniae strain

pMWS5a in the opposite orientation, into strain CE3 in
the same way and obtained stable exconjugants. We also
found that in the absence of selection, pMW5a is lost
at a higher rate than the vector from E. coli and K.
pneumoniae wild-type strains. Since pMW35b does not
express GSIII, these results indicate that expression from
a vector promoter of the gene(s) coded by the insert
causes inhibition of growth. We think that the apparent
toxicity caused by GSIII expression might be due to
its very high biosynthetic activity, which could cause
a depletion of either the glutamate or the ATP pools.
In fact, a partial growth inhibition due to excess gluta-
mine synthetase activity has been reported in Salmonella
1yphimurium mutants (Kustu et al. 1984).

In R. meliloti the ginT locus has been shown to form
part of an operon encompassing about 5 kb of DNA
and coding for five polypeptides (de Bruijn et al. 1989).
To localize the g/nT complementing sequence within the
12 kb BamHI fragment we isolated thirty TnJ deriva-
tives of pMWS5a and introduced them into XK. preumon-
iae UNF1811. Three out of thirty UNF1811
(pMW35a:: Tn3) derivatives failed to grow in the absence
of glutamine and were shown to carry the transposon
inserted within a 3 kb EcoRI fragment (see Fig. 2). A
2.5 kb HindlIll fragment containing 2.2 kb of R. /. pha-
seoli DNA and 0.3 kb of vector DNA (sec legend to
Fig. 2) was cloned into vector pSUP202 giving pGE203
and then the R. . phaseoli DNA was recloned in the
opposite orientation giving pGE205. These two plasmids
were transformed into UNF1811 and the strains ob-
tained were screened for their ability to grow in the ab-
sence of glutamine. Plasmid pGE203, but not pGE205,
gave complementation and caused the appearance of
GSIII activity. These results are summarized in Fig. 2
and allow us to delimit the g/nT locus to a BamHI-
Hindll fragment of 2.2 kb and to confirm expression
of GSIII from a promoter of the vector. We think that
in the R. meliloti ginT locus itself one or two polypep-
tides are sufficient for glutamine biosynthesis, that their
structural genes arc located at the end of the operon
and that the other TnJ5 insertions described by de Bruijn
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ctal. (1989) show polar effects the GSIII structural
gene(s).

In previous studies (de Bruijn et al. 1989; Rossbach
ct al. 1988; Carlson et al. 1987) it was shown that mu-
tants of other Rhizobiuceue lacking both GSI and GSlHI
are glutamine auxotrophs and it was thus concluded that
other genes coding for glutamine synthetase activity are
not present in these species. More recently (Somerville
et al. 1989) it was claimed that a third glutamine synthe-
tase may be present in R. melilori. Our data are compati-
ble with the hypothesis that the g/nT locus codes cither
for a R. I, phaseoli glutamine synthetase or for an activa-
tor of a cryptic gene of K. pneumoniae, Likewise, the
latter hypothesis cannot be ruled out by data published
on the ginT locus of R. meliloti (de Bruijn et al. 1984,
1989) or Agrobacterium tumefaciens (Rossbach et al,
1988).

While we find glutamine synthetase activity in crude
extracts of different K. pneumoniae strains carrying
pMWS3a, no activity was found in crude extracts of var-
ious Escherichia coli strains carrying the ginT locus of
R. meliloti (de Bruijn et al. 1989). Alternative pathways
for glutamine biosynthesis have not been described and
the ginT genes of R. meliloti and R. I. phaseoli show
a strong cross-hybridization, We therefore believe that
the failure to detect glutamine synthetase activity after
complementation with the R. meliloti ginT locus may
have a trivial explanation, such as a requirement for
a specific reaction mixture or inactivation during the
preparation of crude extracts, and is perhaps associated
with extra genes not present in pMWS5a compared to
pFB6162.

The finding of complementation with pMW35a, but
not with pMW5b indicates that the GSIII structural
gene is transcribed from a promoter of the vector and
therefore we cannot exclude the possibility that the pro-
tein we detect is a hybrid protein synthesized from DNA
of the vector fused to R. /. phaseoli DNA. If this hypoth-
esis is correct the ratio of biosynthetic to transferase
activity may be different in the protein synthesized under
physiological conditions in R. I phaseoli. A third gluta-
mine synthetase form has been purified from R. /. pha-
seoli (Kumar and Rao 1986). This enzyme has a ratio
of biosynthetic to transferase activities very different
from that reported in this paper for GSIIL
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OBJETIVOS. ) :

Es evidente que en R./.phaseoli de vida libre, la GSI y la GSI|
juegan un papel fundamental en la asimilacion de amonio.
Debido a que se ha encontrado actividad y antigeno de GSI en
bacteroide (Moreno et al, 1991 en prensa) resulta, pues,
interesante preguntarse cual podria ser el papel que esta
enzima desempena en la asimilacién de amonio en el bacteroi-
de.

Existen evidencias para la presencia de una tercera isoforma
de GS. Los datos reportados en el articulo adjunto, especialmen-
te la complementacién de una mutante g/n y la hibridizacién
con ginT de R. meliloti, sugieren fuertemente que la secuencia
ginT de R.l.phaseoli codifica para una GS distinta a GSI y a GSII
pero no se puede descartar la posibilidad de que esta secuencia
funcione como activadora de un gen de GS criptico en K. pneu-
moniae.

El objetivo de este trabajo fué determinar en forma clara si
gInT codifica para una tercera forma de GS, GSlII, o si es una
secuencia que promueve la activacién de una GS criptica de K.
pneumoniae, asi como continuar con nuestros estudios genéti-
cos y bioquimicos de la GSlil.

Con esta idea en mente, nos propusimos como primer paso
purificar la protéina responsable de la ectividad de GSIII
expresada en K.pneumoniae UNF1811 para:

1. determinar la secuencia de aminoécidos del extremo amino

terminal de la proteina y compararla con aquella deducida de la
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secuencia de nucledtidos de g/nT clonada en K. pneumoniae.
Este experimento nos permitid saber sin ambigliedades, que la
secuencia g/nT es el gen estructural que codifica para la
glutamina sintetasa lll de R./.phaseoli.

2. determinar algunas propiedades bioquimicas y fisico-
quimicas como: estructura cligomérica, peso de subunidad,
punto isoeléctrico, temperatura optima de actividad y Ky para
glutamato, hidroxilamina y ATP. Estos experimentos nos
permitirfan conocer la identidad de la proteina codificada por
g/inT y hacer comparaciones con las propiedades cinéticas de
otras GS's

3. generar anticuerpos especificos contra la proteina pura para
usarlos en estudios inmunolégicos como:

a. determinar si hay reaccién cruzada con la GSI y la GSlI
rizobiales. La respuesta a esta pregunta nos permitiria saber
que relacién existe entre las proteinas GS's de R.l.phaseoli

b. hacer una blsqueda de este antigeno en extractos crudos
de diversas cepas de R./.phaseoli crecidas en vida libre 0 en
simbiosis por medio de experimentos de inmunodeteccién con
la finalidad de saber bajo que condiciones se expresa este gen.
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MATERIAL Y METODOS.
1. Cepas.
Las cepas y plasmidos usadas en este trabajo se enlistan en el

cuadro 1 junto con su caracteristica relevante.

CUADRO 1. CEPAS Y PLASMIDOS QUE SE USARON EN ESTE TRABAJO

CEPAO PROPIEDADES REFERENCIA
PLASMIDO RELEVANTE OFUENTE

Escherichla coll

MX614 . tipo silvestre Dr F. Bastarrachea
Klebsiella pneumoniae

UNF1811 glnA201 Espln et al., 1981
UNF5022 tipo silvestre Espin et al., 1981

Rhizoblum leguminosarum
bv. phaseoli.

CE3 tipo silvestre Noel et al.,1984

CFN2012 ntrC::Tn5, derivada Moreno et al.,1991a
de CE3

SMs8 ginA:Km, derivada de Moreno et al.1991b
la CE3

Plésmidos

pMW5 pSUP202 que contiene Espin et al.(1990)

ginT en un fragmento
BarmH| de 12 kb de CE3.

pPGE203 pSUP202 que contiene Espin et al (1990)
ginT en el fragmento
BamHI-Hindli de
2.4 kb de pMWS5,

pSM245 pSUP205 que contiene Moreno et al.1991b
glnA en dos fragmentos
EcoR1 de CE3

pSuUp202 Apr Cmt Ter Simon et al., 1983.
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2. Reactivos. ]
Todos los reactivos usados en este trabajo fueron grado
"analitico". Los antibiéticos usados en los medios de cultivo

fueron Cm 50 pg/ml, Tc 5 ug/ml, Ap100 pg/ml, Nal 20 pg/ml,
Km 60 p g/ml, Spc y Str 100 p g/ml.

3. Resinas.
DEAE-Sephacel y Sephacryl S$-300, fueron obtenidos de
Sigma; Hidroxilapatita fue obtenida de Bio-Rad.

4. Medios de cultivo .

Minimo. El medio minimo usado para el crecimiento de
Klebsiella pneumoniae fué el mismo al reportado por Dixon et
al., {1977). Se usé el medio minimo para R./.phaseoli reportado
por Noel, et al.,(1984). En algunos experimentos de crecimien-
tos de los microorganismos se usé glutamina, KNO3 o NH4Cl»
como fuente de nitrégeno a urna concentracién de 1mg/mi.

Rico . El medio rico para enterobacterias fue LB y consistié de
0.5% de extracto de levadura, 1.0% de peptona de caseina y 0.15
M de NaCl. El medio rico para Rhizobium consistié de 0.3% de
extracto de levadura, 0.5% de peptona de caseina y 7 mM de
CaClz.

5. Crecimiento de los microorganismos.

Las cepas de Klebsiella pneumoniae y de Escherichia coli
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fueron crecidas a 37°C con agitacidn constante de 300rpm. Las
cepas de R.l.phaseoli fueron crecidas a 30°C y 300 rpm de
agitacion constante. Para la purificacion, los cultivos se

hicieron en matraces Fernbach con 1 litro de medio minimo.

6. Purificacién de bacteroides.

Aproximadamente 10 gr de nddulos inducidos por las cepas
CE3, CFN2012 y SM58 de R.l.phaseoli (tabla I} en frijol Negro
Jamapa, se homogenizaron en un mortero en presencia de hielo
seco y amortiguador Imidazol-Mn (Imidazol 10mM: Mn 1mM; pH
7.15). El homogenado se centrifugd a 3,500 rpm durante 5
minutos y el sobrenadante se centrifugd una vez mas a 12,000
rpm por 10 minutos y la pastilla se resuspendié 5 ml de
amortiguador Imidazol-Mn. Esta suspensién se aplicé a un
gradiente discontinuo de sacarosa con 2ml de sacarosa al 60%,
4ml al 40% y 5ml al 20%. Los bacteroides se colectaron de la

interfase entre las soluciones al 40% y al 60% de sacarosa.

7. Ensayos enzimaticos para GS.

Los ensayos enzimaticos para GS fueron hechos de acuerdo al
protocolo reportado por Bender et al. (1977). A 4001 de mezcla
de reaccion que contenia todos los sustratos excepto gin (en el
ensayo de transferasa) y ATP (en el ensayo de sintetasa), se

afnadieron 50 p | de extracto crudo o enzima purificada y la

reaccién se inicié adicionando 50 pl de glutamina 20 mM o 60
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ul de ATP 40mM, respectivamente. El pH de la mezcla de
reaccion de transferasa se ajusté a 7.55 y el de la mezcla de
reaccién de sintetasa se ajusté a 7.7. Bajo estas condiciones, 1
unidad de actividad enzimatica, produce una absorbancia de
0.532 UDO a 540 nm de longitud de onda durante 1 minuto de
reaccién. La actividad especifica se di6 en u M de v -glutamil-

hidroxamato por minuto por mg de proteina.

8. Puriticacion de la GSIIL.

Ocho litros de medio minimo fueron inoculados con 10 ml de
un precultivo de Klebsiella pneumoniae UNF1811(pGE302)
(Espin et al, 1990) crecido durante 12 hs. Los cultivos se
dejaron crecer hasta la fase exponencial, aproximadamente
8hs. Las células se cosecharon por centrifugacién a 8,000 rpm
a 4°C, la pastilla se lavé 3 veces con un amortiguador Imidazol-
Mn (compuesto de 10 mM de Imidazol y 1 mM de MnClp, pH 7.15)
y ésta finalmente se resuspendié en 400 m! del mismo amorti-
guador. Inmediatamente después de este paso se midid acti-
vidad biosintética.

Las células se rompieron en un sonicador a una frecuencia de
20 pM de amplitud con pulsos de 1 minuto y descansos de 30
segundos durante un tiempo total de § min. El material se
centrifugd a 15,000 rpm durante 20 min, la pastilla se des-
cartd y el sobrenadante se usé para la purificacion. A este

sobrenadante se le llamé extracto crudo .
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Un esquema de la purificacién de la GSIIl se muestra en la
figura 8. El extracto crudo se tratd con calor durante una hora
a 50°C, se centrifugd y la 'pastilla, que contenia material
desnaturalizado, se descartd. El sobrenadante se precipité con
(NH4)gSO4 al 45% de saturacidn incubando a 4°C durante 20
minutos con agitacion constante, se centrifugd y la pastilla se
descartd. El sobrenadante, donde permanecié aproximadamente
el 95% de la actividad de GS se llevé hasta un 65% de satura-
¢ién con (NH4)2S04), incubando nuevamente durante 20 minutos
y posteriormente se centrifugd. El sobrenadante se descarté y
la pastilla se resuspendié en amortiguador Imidazol-Mn en una
relacion 1/20 del volumen original, y se dializé durante toda la
noche contra el mismo amortiguador con cambios constantes.
Paralelamente se registré el contenido de sal de la muestra
midiendo conductividad. Una vez dializado, este material se
cargd en una columna de DEAE-Sephacel de 1.5 cm de ancho por
30 cm de largo previamente equilibrada con 200 mi de amorti-
guador Imidazol-Mn. Las fracciones proteicas fueron eluidas
con 100 ml de un gradiente lineal de 0-0.5 M de KC| en amorti-
guador Imidazol-Mn a una velocidad de 30mi/h y se colectaron
en fracciones de 1.5 ml. La salida de material proteico se
detectdé con un monitor de luz UV y a cada fraccién se le midid
actividad de GS por medio del ensayo biosintético para loca-
lizar el pico donde eluyéd la enzima. Las fracciones que con-
tenfan la actividad de GS!ll se mezclaron, se concentraron por

precipitacién con sulfato de amonio y se cargaron a
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EXTRACTO CRUDO

{

TRATAMIENTO CON CALOR
5% C
PRE@UPBTACU@N CON
SULFATO DE AMCONIO

!

CROMATOBRAFIA EN
DEAE-Sephacel

i

FILTRACION EN
Sephacryl S-300

4

CROMATOBRAFIA EN
HIDROXIL=-APATITA

Figura 8. Esquema de purificacién de la GSIll, a partir de
pGE203 expresado en Klebsiella pneumoniae
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una columna de Sephacryl S-300 de 1.5 cm por 50 previamente
equilibrada con 1.5 litros de amortiguador Imi-aazol-Mn. Las
fracciones se eluyeron por gravedad recogiendo fracciones' de 3
ml. El pico proteico que contenia la actividad enzimatica fue
analizado por electroforesis desnaturalizante y cargado a una
columna de hidroxilapatita de 1.0 em por 10 cm tambien
previamente equilibrada con amortiguador Imidazol-Mn que
contenfa 5 mM fosfatos de sodio. Las proteinas fueron eluidas
con un gradiente lineal de fosfatos de 5 mM a 250 mM en
amortiguador Imidazol-Mn a una velocidad de 20 m! por hora.
Las fracciones se colectaron en fracciones de 1.5ml y a cada
una de éstas se le determind actividad enzimatica. La concen-
tracién de proteina de todas las muestras se determindé por el
método de Lowry et al. (1957). De cada uno de los pasos de
purificacién se hizo una electroforesis para determinar el
grado de pureza de la enzima. La enzima purificada de esta
manera se destind para la obtencion de anticuerpos y para la
determinaciéon de las Km asi como para la determinaciéon de la

secuencia de aminoacidos de la regién amino terminal.

9. Electroforesis.

a. Desnaturalizante . La electroforesis desnaturalizante se
hizo de acuerdo a la técnica de Laemli (1970). En cada carril se
cargaron 50 p g de proteina total en extracto crudo o 5-10 u g de

enzima pura.
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b. Nativa. Esta modalidad se usé para detecta_r las actividad
enzimatica de GS. El protocolo usado fué el mismo de Laemli
(1970) pero se omitieron las condiciones desnaturalizantes
como el tratamiento de la muestra con 2-mercaptoetanol, el
tratamiento con SDS y el tratamiento por ebullicién,

c. Preparativa reversa. Esta técnica se usd para obtener la
GSIli desnaturalizada y usarla en los ensayos de inmunizacion.
5 mg de enzima pura fueron cargados a un ge! preparativo tipo
Laemli (1970). Después de la electroforesis, se separaron los
costados del gel, se tifieron con Comassie para localizar la
migracién de la banda de GSIll, se corté y se practicé una
electroforesis reversa. Esta consistid en incluir la banda de
interés en un gel preparativo de acrilamida al 5%. La prepara-
cién del gel se hizo con amortiguador de corrida con el 10% de
SDS. La electroforesis se realizd durante 18 hs de corrida con
la polaridad invertida y la proteina se recuperé en el pozo.
Posteriormente, se dializé contra amortiguador Imidazol-Mn
para quitar exceso de sales. De la proteina recuperada se tomd
una muestra y su pureza se determind electroforéticaments.

d. Isoelectroenfoque en 2 dimensiones. E! isoelectroen-
foque de la GSlil se llevé a cabo de acuerdo a Dumbar, 1990. La
primera dimensidén fué corrida en un rango de anfolinas de 3 a
10 y de 5 a 7. La segunda dimension se llevé a cabo en un gel de
acrilamida desnaturalizante al 10% Durante el isoelectroen-

foque se usaron 8 g de proteina pura.
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10. Inmunizaciones. .

Tanto la proteina pura nativa como la obtenida por electro-
foresis reversa se usaron para la obtencién de anticuerpos. Los
animales de experimentacion fueron conejos Nueva Zelanda
machos de aproximadamente 3 meses de edad. Las inmuniza-
ciones consistieron en la aplicacion de 500 p g de proteina
incluida en adyuvante completo de Freund por via subcuténea.
Cuatro y siete dias después de la primera inmunizacién se les
dié un refuerzo con 250 p g de proteina bajo las mismas con-
diciones. Doce dias después de la primera inmunizacién los
conejos se sangraron para la obtencién de anticuerpos.

11. Preparacidn de anticuerpos.

De cada uno de los dos conejos se obtuvieron 60 mi de suero
y posteriormente se incubaron a 37°C durante 2 h para la
formacién del codgulo sanguineo. El suero se separd y se
centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos para retirar los
eritrocitos remanentes. La fraccion y-globulina se precipitd
tres veces con (NH4)2S04 al 40% de saturacién con agitacion
suave y constante durante 20 minutos y se centrifugé a 10,000
rpm durante 15 minutos. La pastilla se resuspendid con 1
volumen de PBS (amortiguador de fosfatos de sodio 0.5 M, pH
7.4 con NaCl 0.15 M). Este tratamiento se hizo tres veces.
Finalmente, el precipitado que contenia los anticuerpos, se

resuspendié en 1.5 ml de PBS y se dializd6 contra 20 volimenes
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de PBS a 4°C hasta que la conductividad de la solucién de
anticuerpos fuera la misma que la del PBS. Después de la
didlisis, los anticuerpos se almacenaron a -20°C en alicuotas
de 200 | hasta su uso. Todos los pasos se hicieron a 4°C. De
esta manera se obtuvieron dos lotes de anticuerpos: uno
dirigido contra la enzima pura nativa y el otro dirigido contra
la enzima pura desnaturalizada. Estos anticuerpos fueron
usados para llevar a cabo experimentos tipo Ouchterlony , tipo

Western e inmunoprecipitaciones.

12. Experimentos tipo Ouchterlony.

Se prepararon extractos crudos de las diferentes cepas de
Klebsiella pneumoniae crecidas en medio rico y R.l.phaseoli
(tabla 1) crecidas bajo diferentes fuentes de nitrégeno con el
fin de detectar la presencia de antigeno de GSIIl. En cada pozo
de una placa de Ouchterlony se cargaron de 15 a 20 u g de
proteina total y se dejaron en reposo a temperatura ambi-
entehasta observar la formacién de lineas de precipitacién.
Para la titulacidn del anticuerpo, 15 pn g de antigeno de GSill
pura se cargaron en el pozo central y el anticuerpo a diferentes
diluciones se cargdé en los pozos periféricos. Se probaron
diluciones desde 1:2 hasta 1:64. Los anticuerpos se utilizaron a

una dilucién 1:8.

13. Experimentos tipo Western.
Los experimentos de inmunodeteccidén se llevaron a cabo de
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acuerdo Towbin et al. (1982) agregéndose 0.1 gr de SDS al
amortiguador de transferencia. 100 a 200 p g de proteina total
0 5-10 p g de enzima pura, fueron cargados a geles de po-
llacrilamida desnaturalizantes al 10% de concentracion
(Laemli 1970). Después del corrimiento, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por electrodi-
fusién durante 2.5 hs y fueron revelados con el sistema de
fosfatasa alcalina o GAR-peroxidasa.

14. Determinacién de la temperatura o6ptima de acti-
vidad.

Para determinar la temperatura optima de actividad, los
ensayos de tranferasa de GSI| y de sintetasa de GSlil se rea-
lizaron como se describié anteriormente (Bender et al., 1977).
Se usé un rango de temperatura de 20°C a 70°C. El tiempo de
reaccién fue de 5 min.

15. Determinacién de las K, para glutamato, hidroxil-
amina y ATP de la GSIIlL.

La determinacion de los valores de Km de la GSIil se hizo
midiendo la actividad biosintética de la enzima pura al variar
la concentracién de uno de los substratos mientras se man-
tenia constante la concentracién de los demds. La actividad
enzimética se midié6 de acuerdo a Bender et al. (1977) a 30°C y

se usaron 5 u g de enzima pura durante un tiempo de reaccién de
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2 minutos. .

16. Determinacién de la secuencia N-terminal de la
proteina. '
Una muestra de 2 mg de la proteina purificada fue enviada al
laboratorio del Dr. M. laccarino para la determinacién de la
extremo amino terminal Esta se llevd a cabo por medio de la
reaccién degradativa de Edman en un secuenciador automatiza-
do.

17. Andlisis de la secuencia de DNA.

El fragmento BamHI-Hindlil de 2.4 kb del inserto clonado en
pMWS5 fue subclonado para dar origen al plasmido pGE203 (ver
figura 1 del articulo adjunto), y expresado en Klebsiella
pneumoniae UNF1811.

El fragmento de DNA clonado en pGE203, que contiene el gen
ginT, fue secuenciada por el método de terminacién de la
cadena (Sanger et al.,, 1977) en el laboratorio del Dr M. lacca-
rino. La secuencia de nucledtidos fué comparada con las
secuencias existentes en el GENBANK (Release 03/90). Los
analisis de secuencia fueron hechos con una computadora VAX
Server 3500 usando los programas FASTA (Lipman and Pearson,
1985) y Seqaid.
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RESULTADOS A .

En la tabla 2 se exponen las actividades de GS's de las cepas
usadas en los experimentos. En esta tabla podemos ver que la
relacién de actividad biosintética/transferasa para GSI, GSIl y
GSIll son distintas entre si. Estas actividades nos permiten

distinguir a cada una de las tres isoenzimas.

TABLA 2. Actividades de Glutamina sintetasa en las diversas cepas
usadas en los experimentos.

TE# L GS! GSit GslN
CEPA Tra Bio Tra Bio ™8 T8 TB
K. pneumonlae
UNF1811 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 - - -
UNF1811(pMWSa) 0.019 0.672 <0.01 <0.01 - - 35
UNF1811(pSUP202)  <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 - - -
R.l.phaseoll
CE3 0.63 0.036 1.230 0.038 0.056 0.030 -
SMs8 <0.01 <0.01 1.360 0.060 - 0.044 -
CFN2012 0.87 0.044 <0.010 0.010 0.050 - -

#TE: Actividad termoestable durante 1h a 50°C; “TL: Actividad termolabil bajo las
mismas condiciones; AE: actividad especifica en p moles de y -glutamilhidroxamato min-1
mg de prot-i.

Los ensayos enzimaticos practicados a extractos de las
cepas de K.pneumoniae y a cepas de R.l.phaseoli crecidas en
diferentes fuentes de nitrégeno y carbono (Tabla 2), indican
que ninguna cepa de R.l.phaseoli mostré un nivel de actividad
biosintética comparable a la actividad clonada en pMW5a.
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1. PURIFICACION DE LA GSHI

La purificacidn de la GSIii fué posible debido a que este gen
pudo ser expresado en K. pneumoniae UNF1811 complementando
el fenotipo gin- y debido a que la actividad de su producto pudo
ser detectado. Una de las caracteristicas que distingue a la
GSlll de R.l.phaseoli de la GSl y la GSil es su alta actividad
biosintética y su baja (0 no detectable) actividad de transfe-
rasa.

Después del tratamiento con calor a 50 C, se recuperd el

100% de la actividad y la enzima fué purificada aproximadam-
ente 1.5 veces. Al ser precipitado con sulfato de amonio, este
material se purificd 6 veces pero durante la didlisis se perdid
el 35% de actividad. Esto se debid, probablemente, a la desn-
aturalizacion enzimatica. La proteina resultante de este paso
de purificacién se aplicé a una columna de DEAE-Sephacel y las
proteinas fuercn eluidas con un gradiente de KCIi. El perfil
cromatografico se detalla en la figura 9. La enzima eluyé
entre 0.18 y 0.25 M de KCI.
El pico de actividad resultante de la cromatografia fué con-
centrado y aplicado a una columna de filtracién Sephacry!
8-300 en donde se puede ver que la actividad eluyé con el
volumen vacio (figura 10). E! pico que contenia la actividad
enzimatica fué concentrado y dializado antes de cargarse a una
columna de Hidroxilapatita. La enzima fué eluida con 50 m! de
un amortiguador de fosfatos.

El pico que contenfa la actividad enzimatica, fué analizade
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CROUMATOGRAFIA EN DEAE-Sephacel
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Figura 9. Pertil de elucién de la cromatografia en DEAE-
Sephacel de un corte con sulfato de amonio del 45-60% a un

extracto crudo tratado con calor. Las proteinas fueron elu-

idas con un gradiente de KCi de 0-0.5 M.

[ o ]: detecclén de -proteina por absorbancia a 280 nm; [ = ]:

Actividad de GSIll por absorbancia a 540nm.
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FILTRACION EN SEPHACRYL S-300
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Figura 10. Perfil de elucién en Sephacryl S$-300 por proteina
por absorbancia a 280 nm [m), y por actividad biosintética de
GSIll [ o] midiendo absorbancia a 540 nm. '
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electroforéticamente en geles de SDS al 10%. Simultaneamente
se corrieron marcadores de peso molecular. Este experimento
revélé una sola banda proteica con un peso molecular de 51 kDa
aproximadamente. De esta manera obtuvimos una preparacién
enzimatica con un 99% de pureza (figura 11). Ei perfii de
purificacién de la actividad enzimatica se consigna en el tabla
3.

TABLA 3. Perfll de purificacién de !a glutamina sintetasa (Il de
R.l.phaseoll expresada en Klebsleila pneumoniae UNF1811 (pGE203).

PASODE * ActEsp. Unidades Rend. Veces
PURIFICACION Totales de Purif.
Extracto crudo 0.431 896 - 1.0
Tratamiento con 0.851 871 a7 1.17
Precipitacion con 1.058 425 47.4 2.45

{NH).SO, (45-60)

DEAE-Sephacel 4,79 358 40 11.0
Sephacryl S-300 9.00 153 17 47.0
Hidroxilapatita 41.13 88 10 91.0

*Act.esp.= actividad especiifica en moles de y-glutamil hidroxamato (minuto)1(mg
de proteina)-1
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Figura 11. Electroforesis desnaturalizante tipo Laemli en
'geles 'de acritamida al 10% de los diferentes pasos durante la
purificacién de GSill. Carril 1: marcadores de peso molecular;
carril 2: extracto crudo; carril 3: precipitaciéon con sulfato
de amonio; carril 4: pico de DEAE-Sephacel; carril 5: pico de
Sephacryl S§-300; carril 6 y 7: pico de la cromatografia en
hidroxilapatita.
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2. Determinacién de la secuencia del extremo N-
terminal. '

La secuencia de los primeros 7 aminodcidos obtenida a partir
de la proteina purificada concuerda perfectamente con aquella
deducida de la secuencia de nucledtidos. La secuencia obtenida
del extremo N-terminal por el método de degradaciéon de Edman
es: MTLDLAA

3. Caracterizacion de la enzima GSIil.
a. Temperatura de actividad éptima

La actividad de la GSIil fué medida a diferentes tempera-
turas desde 20°C hasta 70°C. Los resultados de estos experi-
mentos se muestran en la figura 12, en donde podemos ver que
la enzima tuvo una maxima actividad a 60°C. La GSI de R./.phas-
eoli mostrd una temperatura 6ptima de 50°C, cuando el exper-

imento se llevé a cabo bajo las mismas condiciones.

b. Actividad en geles nativos

Una de las caracteristicas de la mayoria de las glutamina
sintetasas de bacterias es que su actividad puede ser detec-
tada en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. También
es posible, de esta manera, identificar las actividades de la
GSl y la GSll de R.l.phaseoli en base a su velocidad de migra-
cién en su estado nativo y en base a su diferente sensibilidad
al calor. Estas actividades enzimaticas son perfectamente
separables cuando se aplican a un gel nativo en gradiente de
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concentracién de acrilamida del 4-8%. Bajo estas_condic.iones
se revelan por actividad dos bandas cuando el extracto proviene
de la cepa CE3 crecida en glutamato como fuente de nitrégeno,
pero la banda de actividad con mayor velocidad de corrimiento
correspondiente GSIl desaparece si este mismo extracto es
calentado a 50°C durante una hora. De la misma manera, solo es
detectable una banda de actividad si el extracto proviene de la
cepa CE3 crecida en amonio o medio rico o cuando el extracto
proviene de la cepa CFN2012, la cual es una mutante que carece
de GSII. La caracteristica de ser detectada en geles nativos no
es compartida con la GSlil de R./.phaseoli. La acti-vidad de esta
enzima no fué vista cuando muestras de extractos de
K.pneumoniae UNF1811 (pMW&5a), extractos de diferentes cepas
de R.l.phaseoli crecido bajo diferentes fuentes de nitrégeno y
carbono, o enzima pura fueron aplicadas a geles no desnat-
uralizantes y su presencia determinada por medio de la activ-
idad biosintética (figura 13). Antes de cargar el gel, a la
enzima pura se les determind actividad de GS biosintética con

el fin de asegurarnos que estuviese funcional.

¢. Inmunodeteccién

Con el fin de detectar e! antigeno de GSIIl, se crecieron las
cepas de R.l.phaseoli en las mismas condiciones antes men-
cionadas y se realizaron experimentos tipo Western y de
inmunodifusién en agarosa tipo Ouchterlony. En los experi-

mentos tipo Western se usaron los anticuerpos producidos
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Figura 13. Electroforesis nativa en geles de poliacrilamida en
gradiente de concentracién del 4-8% de extractos de R./.
phaseoli crecido en medio rico (carril 1), medio minimo (MM)-
amonio (carril 2), MM-glutamato (carril 3), pGE203 (carril4),
Escherichia coli en MM (carril 5), R.l. phaseoli CFN2012 (GSIl-
,carril 6), pSM245 (carril 7). El gel fue tefiido por actividad
biosintética.
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contra la proteina desnaturalizada ya que los anticuerpos
dirigidos contra la proteina nativa no cruzar’on contra la
enzima pura, el control positivo. ’

No se detecté ninguna banda proteica que fuere reconocida por
anticuerpos anti-GSIll cuando se usaron extractos provenientes
de diferentes cepas de R./.phaseoli. Solo hubo reaccién cruzada
en los carriles donde fue cargado un extracto de K.pneumoniae
UNF1811(pMWS5a) o enzima pura (figura 14). Por otro lado,
estos anticuerpos tampoco ° cruzaron contra un extracto de
pFB6162, el cual lleva clonado el locus g/inT de R. meliloti.

Los resultados de los experimentos de inmunodifusién dieron
esencialmente los mismos resultados que aquellos obtenidos
por Western. Para realizar los experimentos tipo Ouchterlony,
se usaron los anticuerpos contra la proteina nativa y aquellos
contra la proteina desnaturalizada. En este tipo de
experimentos, sdlo los anticuerpos dirigidos contra la proteina
nativa fueron capaces de dar reaccién cruzada con los ex-
tractos de K. pneumoniae UNF1811(pMW5a) o enzima pura. No se
detectd reaccidn cruzada en extractos de las diferentes cepas

de R.l.phaseoli (datos no mostrados).

d. Determinaciéon del punto isoeléctrico.

Se realizaron electroforesis en dos dimensiones tipo
O'Farrell, primero enfocando la proteina a su pH isoeléctrico y
después por peso molecular. Los experimentos mostraron que la

enzima pura tiene su punto isoeléctrico a pH de 6.2 (figura15)
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Figura 14. Experimento tipo Western de extractos crudos de:
GSIll  (carril A), Klebsiella pneumoniae 1811 (carril B),
pGE203 (carril C), y pSUP202 (carril D). En este experimento
se usaron anticuerpos contra la proteina desnaturalizada y
las bandas fueron reveladas con GAR-peroxidasa.
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Figura 15. Electroforesis tipo O'Farrel de la GSill pura. La
proteina se enfocd durante 18 hs en anfolinas de 3-10 y de 5-
7. La segunda dimensién fué hecha en gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 10%.
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y que estd compuesta por mondmeros idénticos de peso

molecular de casi 51 kDa.

Determinacién de los valores de Kgp.

Se realizaron determinaciones de actividad biosintética de
esta enzima con diferentes concentraciones de sustratos. Los
valores de K5, muestran que esta enzima tiene una alta afinidad
por ATP (Km= 0.087mM) pero una afinidad baja para glutamato
(Km= 16mM). La Ky para hidroxilamina fué de 4.0mM. En las
figuras 16a, 16b y 16c se muestran los resultados obtenidos
experimentalmente y en los recuadros se presentan las trans-

formadas de Hanes ( ) para cada una de ellos.

4. Analisis de secuencia de DNA,

El andlisis de la secuencia de nuclettidos de g/nT, indicé que
inserto clonado en pGE203, contiene dos ORF's potenciales. E!
ORF1 estd comprendido entre las bases 107-1414. El ORF2 esta
contenido entre las bases 1460 y 2383 y tiene una alta homo-
logia (47%) con el locus tyr-T de E. coli (Goodman et al., 1968)
y hasta un menor grado (38%) con los genes purB-C del operdn
de B. subtilis que codifican para enzimas involucradas en la
biosintesis de purinas (datos no mostrados). La figura 17
muestra la secuencia de nucledtidos del inserto junto con la
secuencia deducida de aminoacidos codificada por el ORF1.

El ORF1 abarca una longitud de 1308 pb (desde la posicion
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GGATCCCCGGCAAGGG 16

AGGCT-TTTGATTTCTACCGGCCGGGCACATGTCCCGGCCGTCTCATATCCATMCCMAGTGTCTCGMGAAATCCAAAGGGGMCGAGA 106
ATGACACTGGACCTTGCTGCTTTTGCGAGAGACAAGAGCATCAAATATTTCATGATCAGCTATACCGACCTGTTCGGCGGCCARGGLGCE 196
M T LD LAAMTFARDIEK S TI XYV FMIS YTDILFGOGOQRA 30
ARGCTGGTCCCGGCAGAAGCCATCGCCGACAT GCAGAAGGACGGCGCCEGCTTTGCAGGCTTTGCARCGTGGCTCGATCTCACGCCGGLT 286
K L VP AEATI ADMMG QEKTDGA MNGT FAGT FH ARTMW®WILD L TP A 60
CATCCCGACTTGTTTGCGGTTCCCGA‘I‘GCTTCCTCCGTCATCCMTTGCCC'1'GGMGAMGACGTCGéATGGGTCGCCGCCGJ\CTGCGTC 376
H PDLF AV P DAS SV I QLP WIKUZXKDVAUWVAADTE CYV 90
ATGGACGATCGGCCTGTCGAACAGGCGCCGCGTGTCGTGCTGAAAAGACTGGTGGCTSCCGCTGCCAAGGAAGGUCTCCLGGTGAAGACC 466
M DDRP VEQAP RUVV L KR RLVYVAARBADMAMZMIKTETGTULHRUVIKT 120
GGCGTGGAGCCCGAATTCTTTCTCATCTCTGC TGACGGTTCGGTGATTTCAGACCAGT TCGATACCGCCGAGAAGCCTTGCTACGACCAG 556
G VE®PETFT FULISADSG SVISDOECF DTATEIUEKZ®PT¢GCYDOQ 150
CAGGCCGTGATGCGTCGGTATGATGTCATCGCCGAGATCTGCGAC TATATGCTGGAGCTCGGCTGGAAGCCCTATCAGAACGATCACGAG 646
C AV MRRYD VIAETIGCDU YMIULETLGU WI K®PVYQQNDHE 180
GATGCGAACGGCCAGTTCGAGATGAACTGGGAATATGACGATGTCCTGAAGACCGCCGACAAGCACTCCTTCTTCAARTTCATGCTCANG 736
D ANGG QT FEMUNUMS®NEYDODVTILILIEKTADIKUHST FTF K FMLK 210
TCGGTCGCCGAAAAGCACGGCCTTCGCGCTACCTTCATGCCGPAGCCCTTCAAGEGCCTGACCGGAAACGGTTGCCATGCGCACATCTCG 826
§ VAEKHGILRATT FM?PIKZ®PTFKGL T GGNGCHA BAHTIS 240
GTCTGGGACGTCGATGGCAGGGTAAACGCCTTCGCGGACAAGGARATGGCCTTIGGGCTCTCGGCTCAGGGGAARACCTTTCTCGLCGGC 916
VWDV DGRV N.AF ADI KEMAMPEFGL SAQGIKTTFILSGG 27¢
ATCATGAAGCACGCCCCCGCGCTGGCCGCGATCACCARTCCGACGGTCAATTCCTACAAGCGCATCAACGCGCCGCGCACCACCTCGGGT 1006
1 M XHAPALA AARAMTILITDNPTVNS Y XK RIDNAPRTTS G 300
GCCACCTGGTCGCCCAACACCGTGACATGGACGGGCAACAACCGCACTCACATGETGCGCGTGCCGGGGCCTGGECGCTTCGAGCTIGCGC 1096
AT W S PNTUVTWTGNUNZRTHMU VRV?P GG P G6GRFELR 330
CTGCCGGACGGCGCGGTCAATCCATACCTCTTGCAGGCGATCATCATCRCAGCCGGCCTCGAGGGLATCCGCAGCCAGGCAGACCCCGGC 1186
L PDG AV NP YL L QATITIIAAZGILESGTITRSGQADTPG 360
CAGCATTACGATATCGATATGTATGCTGAGGGGCACCTGGTGAAGGACGCGCLGEGCCTGCCACTCARCCTGCTCGATGCACTSCGCGLC 1276
Q HYDIDM VY A E G H LV XKDPAUPURTUILZPILDNILLDAILRIEA 390
TTGATGCCGACGAAGGCTTGARGGCGGCAATCGGGGCTGAGTTTTCCTCCGCCTATCTCAAGCTCAAGCACCTGGANTGGAATGCCTAC 1366
F DADEGYDL K AATI GAHAEUDPFP S S5 A YL KILIXHILEWNARY 420

TGCTCGCATTTCACCCAGTGGGAACGCGHCAGCACGCTCGATATCTGAGCAGCCGGACCEACETCTITGCCATUCCEGETTCGACAGCTC 1456
C S HFTQWEWU RUDS TUL D I < ’

GGCATGECCORACTCTTATACCTGARMAGEECGAACGANGAGACA 1500

Figura 17. Secuencia de nucledtidos de! gene g/nT y secuencia
deducida de aminoacidos. Las bases sub-rayadas representan
el sitio de unidén al ribosoma. Las bases en negritas muestran

parte de la secuencia de codificacién del ORF2
54



107 hasta fa posiciéon 1414) y codifica para una proteina de
435 aminodacidos. Los primeros 7 aminoacidos 'coinciden con
aquellos determinados quimicamente de la proteina pura. E!
peso molecular deducido del polipéptido completo es de 48.2
kDa aproximadamente. Este peso molecular esta muy relaciona-
do con el peso molecular de 51 kDa obtenido por electroforesis
desnaturalizante de la enzima purificada.

El DNA de de ia secuencia g/nT de R.l.phaseoli tiene un
contenido de G+C de 61% y éxhibe un uso de codones que esta
fuertemente desviado hacia la presencia de G o C en la tercera
posicién. El 78% de los aminodcidos estan codificados por este
tipo de codones. De acuerdo al cddigo genético, Leu y Ser son
representados por seis posibles codones: En el caso de g/nT,
Leu fué codificada el 95% de las veces y Ser el 89% por codon-
es que tienen C o G en la dltima posicién. Caracteristicas
simitares son presentadas por las secuencias g/nA de M
capsulatus (Cardy y Murrel, 1990} y de A. brasilense
(Bozouklian y Elmerich, 1986) y la secuencia g/nll de Frankia
(Rochefort y Benson, 1990). En C. acetobutylicum (Janssen et
al., 1988) y C. pasteurianum , se ha encontrado un contenido de
G+C de 28 % vy en estos organismos los codones mas frecuent-
emente usados tienen A o U en la tercera posicion. En la
secuencia g/nT, se usaron 56 de los 84 codones posibles.

5. Secuencias regulatorias alrededor de gi/nT.
En la figura 17, también podemos ver que el ORF1 esta
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precedido por una secuencia consenso SD potencial (éhine y
Dalgarno, 1976) 8 pb hacia el extremo 5' del fragmento desde
el coddén de iniciacién ATG presuntivo.

En E.coliy K. pneumoniae, se ha mostrado que la expresion
del gen ginA depende de un par de promotores dispuestos en
tandem (Reitzer y Magasanik, 1985; Dixon, 1984). Como ya se
menciond (ver Introduccién) g/nApl es una secuencia localiza-
da en la posicion -35 y -10 tipica de los promotores reco-
nocidos por 70, es reprimida por NtrC y requiere CAP y, ginAp2
es una secuencia localizada en la posicién -24 y -12 (Beynon et
al.,1983) reconocida por la subunidad 54, producto del gen ntrA
(también llamado rpoN o ginF). En el analisis hecho a la regién
regulatoria hacia el extremo §' de g/nT no encontramos ninguna
secuencia parecida a las secuencias promotoras descritas,
probablemente debido a que no fue incluido en el fragmento de
2.4 kb o debido a que el gen tiene una localizacién interna en un
operén policistronico.

6. Homologia de la secuencia de aminoacidos con otras
GS's.

En la figura 17 se presenta la secuencia de aminoacidos del
ORF1 deducida a partir de la secuencia de nucleétidos. Se
hicieron comparaciones de ésta, con la secuencia de ami-
nodcidos de otras GS's reportadas (Rawlings, et al., 1987 ;
Janssen et al. 1988).En la tabla 4 se muestra el resultado de

esta comparacién, en donde se puede apreciar que la GS codifi-
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cada por g/nT, comparte un 31% de homologia con la GS de
Bacillus subtilis y Clostridium acetobutylicum (dos bacterias
gram positivas) a lo largo de toda la cadena (430 aa) mientras

que con el resto de las GS’s consideradas, la homologfa a nivel

Cuadro 4. Comparacién de ia secuencia deducida de aminodcidos de GSllI
con la secuencla de amincacidos de GS's de otras especles bacterianas.

% de a lo largo
GSIll vs: homologia de (aa)
Bacillus subtilis 30.3 439
Clostridium acetobutylicum 31.2 442
Anabaena sp. 33.6 247
Salmonella typhimurium 35.6 264
Escherichia coli 35.6 264
Thiobacillus ferrooxidans 32.7 263
Azospirillum brasilense 33.5 266
Rhizobium leguminosarum 35.0 246

de la secuencia de aminodcidos es de aproximadamente el 33 a
35% en solo la segunda mitad del polipéptido.

En la GS de E. col/i, se ha mostrado que la secuencia de
aminoacidos alrededor del residuo de Tyr en la posicién 397, es
el sitio de adenilacién (Shapiro y Stadtman, 1968). Las enzi-

mas GS's de E. coli, S. typhimurium, T. ferrooxidans y Anabaena
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sp. todas tienen un residuo Tyr en esta posicion, mientrés que
C. acetobutylicum, B. subtilis tienen un residuo Phe (Figura
18). La subunidad de la GS de S. typhimurium muestra un
residuo Trp-58 y que estéricamente estd situado muy cerca del
residuo Tyr-398 de la otra subunidad. Esto ha sugerido que la
estructura tridimensional de esta regién puede controlar la
capacidad de una enzima para ser regulada por adenilacién
(Almassy et al.,1986). Se sabe que la GS de B. fragilis no se
adenila, no presenta el residuo Tyr en la posicion relevante y
carece de! residuo Trp en la regién I. La GSlil de R./.phaseoli,
tiene un residuo Tyr en esta posicién, lo cual la hace un blanco
potencial para la reguiacién por adenilacién pero no presenta el
residuo Trp en la regién | (figura 19). Las enzimas de GS que
se sabe se adenilan, muestran fuerte homologia en los 18
aminoacidos adyacentes. Por medio de ensayos in vitro, se ha
mostrado que la GS de Anabaena no se adenila (Fisher et al.,
1981) aunque contenga un residuc Tyr en esa posicién. Es muy
probable que esto se deba a las diferencias en la secuencia de
aminodcidos aledafas al residuo Tyr (ver figura 18).

No sabemos si la enzima GSIIl es susceptible de ser adeni-
lada por el sistema de adenilacidn de UNF1811 debido a la
carencia de la actividad de transferasa de esta enzima in vitro.
Aunque en la secuencia aminoacidica deducida de la GSIll de
R.l.phaseoli se encuentre un residuo Tyr en esta posicién, la
homologia con los 18 aminodcidos aledafios es pobre con

respecto a la. GS de E. coli. Esto nos permite predecir la proba-
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DOMINIO BLANCO DE LA ADENILACION

An 394
Ec 398
Tf 385
st 391
Bs 362
Ca 361
»Rp 357

Rp! R.l.phaseoli; S§t: Salmonella typhimurium
An; Anabaena sp; : Bs! Bacillus subtilis;
Ec: Esoherichia coli; Ca! Clostridium acetobutulicum.

Tf: Thiobacililus ferrooxidans;

d+residue de tirosina blamco de la adenilacidn

Figura 18. Alineacién de la regién de adenilacion de GS's de
diferentes fuentes. La flecha indica el residuo Tyr

susceptible ser adenifado.

59



CODIGOS:

Comparacion de las secuencias de aminodcidos de las 5
regiones de homologia de las enzimas GS de Phaseolus vulgar-
is (Pv), Hamster chino (Ch), Alfalfa (Af), Bradyrhizobium
japonicum (Bj), Thiobacillus ferrooxidans (Tf), Escherichia
coli (Ec), Anabaena sp (An), Salmonella typhimurium (St),
Clostridium acetobutylicum (Ca), Streptomyces coelicolor
(Sc), Bacillus subtilis (Bs), Bacteroides fragilis (Bf) y
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Rp). Los aminodcidos
son identificados por el cédigo de una letra y los numeros
indican la posicién del primer aminoacido del alineamiento
. dentro de la cadena completa.
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ble ausencia de regulacién de la GSIll por adehilacién. No
obstante, es necesario llevar a cabo experimentos para evaluar
este problema.

Rawlings et al. (1987) ha mostrado que la regién 315-348 de
la secuencia de aminoacidos de la GS de E. coli, esta altamente
conservada (83%) entre las enzimas de E. coli, Anabaena y T. fe-
rrooxidans y, en la GS de C. acetobutylicum, Janssen et al. ha
encontrado una secuencia en la misma posicién también
altamente conservada (66%).

En la GSlil de AR.l.phaseoli, también hemos detectado una
regién entre los aminoacidos 268 y 291 que tienen una 66% de
homologia a la regién comprendida entre los aminoacidos 297 a
321 de la secuencia de GS de E. coli.

En R.l.phaseoli, se han encontrado dos isoenzimas de GS, GSI
y GSIt (Darrow y Knotts, 1977). GSI es una enzima tipicamente
procarionte, y se ha mostrado que GSIl esta muy relacionada
con las GS de eucariontes y carece de la porcién C-terminal de
la enzima procarionte que incluye el sitio de adenilacion
(Filser et al. 1986).

Rawlings et al. (1987), Janssen et al.(1988) han mostrado
que todas las GS's de procariontes examinadas hasta ahora,
comparten 5 regiones de alta homologia (figuras 19-23)
distribuidas a lo largo de toda la cadena y que tienen que ver
con la conformacién del sitio activo.

En la GSIll de R./.phaseoli, se detectaron las 5 regiones

aunque con distinto grado de homologia. La regién | de la GSlil
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(figura 19) es la menos conservada de las 5 regiones A(solo 7
de 33 aa) pero despliega algunos de los aminoacidos mas
altamente conservados. Esta regidn carece del residuo Trp
presente en las GS's restantes y tiene un residuo Glu en esta
posicién. Se supone que el residuo Trp completa el sitio activo
formado entre subunidades adyacentes (Almassy et al. 1986;
Janson et al.1986; Rawlings et al1987). En la region | de las
GS's de C. acetobutylicum , de Streptomyces coelicolor y de B.
subtilis (bacterias Gram-po.sitivas) el residuo Trp, ha side
reemplazado por un residuo Phe y, por un residuo Val en la GS
de B. fragilis (Hill et al., 1989). La GSIil de A.l.phaseolino
muestra el residuo Trp en esta posicidn, una caracteristica
compartida con las GS's de bacterias Gram-positivas.

En las enzimas GSI y GSl|, las regiones Il a IV estdn asocia-
das con los dos Mn2+ de una subunidad (Janson et al., 1986). La
regién 1l (figura 20) de la mayoria de las GS's procariontes
analizadas, contiene 4 aminoacidos conservados no contiguos
[EV(X3.4)Q(X4)E]. Esta regién estd altamente conservada en la
GSIll de R.l.phaseoli excepto que la Val ha sido reemplazada por
un Asp.

La region 111, se piensa que es el sitio de unién del ATP, ya
que se asemeja a la secuencia KX4GX2GXGKT encontrada en
varias proteinas que pegan ATP (Tischer et al., 1986; Walker et
al., 1982). En la figura 21 podemos observar que ésta es la
regién mas altamente conservada en todas las GS examinadas

incluyendo las GS de eucariontes y la GSIII de Ff.l.phaseo/i
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Figura 19. Regién | de homologia. Las enzimas de GS que se

adenilan, muestran fuerte homoiogia en esta region.
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(aminoacidos 221-241),

En base a toda esta informacién se podria proponer como
consenso para la regién Il de las GS de procariontes a la
siguiente secuencia: FMPKPX2GX2GXGXHX3S.

La regién IV se considera como el sitio que pega Glu debido a
que es similar a la secuencia DRGASIV encontrada en la
glutamato deshidrogenasa de pollo y de bovino de la posicién
18 a 24. Esta region se encuentra cercana al residuo de K-27
que esta implicado en el enlace del Glu (Moon y Smith, 19873).

De todas las secuencias alineadas, solo la regién IV de la GS
de B. japonicum tiene una secuencia idéntica a las de la GDH,
excepto que al residuo V precede al residuo R. Este residuo R
esta conservado en las regiones 1V de todas las GS examinadas.
Por otro lado, donde el residuo V no esta conservado, este ha
sido reemplazado por un residuo de | (figura 22). Es impor-
tante hacer notar que la regién IV de la GSIll, comprendida
entre las posiciones 313-322, también estd poco conservada y
comparte 4 de los 10 aa que forman esta regién. Todas las
secuencias comparten un residuo N adyacente al residuo R
excepto en B.japonicum donde este es reemplazado por un
residuo D. La regién IV de la GS de B. fragilis, no muestra
homologfa al resto de las GS's.

La regidon V de la GSllIl estd comprendida entre los ami-
nodcidos 327-343. Esta region estd altamente conservada en
todas las GS alineadas y la homologia entre las GS de pro-
cariontes es aln mayor que entre las GS de procariontes y
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eucariontes. Las GS de eucariontes despliegah una alta
homologia entre ellas. Los residuos E, R y P de esta region,

estdn conservados en todas las enzimas GS (figura 23).
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Figura 23. Regién V de homologia entre las GS’'s alineadas.
Esta regién tiene que ver con en enlace del Mg2+ necesario
para la actividad.
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DISCUSION

La presencia de dos isoenzimas de GS aparentemente no esta
limitada a las bacterias de la familia Rhizobiaceae sino que
parece ser que su presencia se ha extendido a diversos
microorganismos del suelo como Frankia sp. (Rochefort y
Benson, 1990) y varias especies de Streptomyces (Kumada et
al., 1990).

La informacién acerca de la presencia de una tercera GS en
otras Rhizobiaceae son limitados. Evstigneeva et al. (1983) han
proporcionado evidencia sobre la presencia de tres isoformas
de GS en Rhizobium lupini, y Kumar y Rao (1986), han separado
por medio de metodos cromatograficos tres formas de GS en
diversas especies de Rhizobium entre ellas R.lL.phaseoli sin
embargo no se aporta ninguna base genética de estos
resultados.

Una secuencia capaz de complementar auxotrofia para
glutamina de E. coli, ha sido aislada de R. meliloti (de Bruijn et
al.1989) y de Agrobacterium tumefaciens (Rossbach et al
1986). Sin embargo, en estas cepas complementadas no se pudo
detectar actividad de GS en extractos crudos. Por lo tanto, la
identidad de la proteina para la cual codifica queda por ser
aclarada.

Somerville et al.(1989) han reportado recientemente la
obtencién de una cepa de R. meliloti con mutaciones
estructurales en los genes g/nA y ginll, los cuales codifican

para GSI y GSIl, respectivamente. Esta doble mutante no es un
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auxétrofo estricto para glutamina, ya que pudo crecer en
medios que contenfan glutamato y amonio como fuente de .
nitrégeno. Este dato sugiere la presencia de una tercera GS. La
actividad responsable para la carencia de auxotrofia de esta
doble mutante ha sido purificada y sus propiedades cinéticas
han sido determinadas (Liu, et al. 1990). Estos datos indican
que en la doble mutante de R. meliloti se expresa una GS
distinta a GSI y GSIl y que anticuerpos dirigidos contra esta
enzima, dan reaccién cruzada contra un polipéptido de 48 kDa
expresado en pFB6162, gue lleva clonado la secuencia ginT de
R. meliloti.

En un articulo previo se reporté la identificacién, aislamien-
to, clonaciéon y expresion de la secuencia g/nT de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, homéloga a g/nT de R. meliloti
(Espin et al., 1990). Este gen complementa la auxotrofia para
glutamina de la cepa Klebsiella pneumoniae UNF1811 (ver

articulo adjunto).

En este trabajo reportamos la purificacién y caracterizacidn
de la enzima expresada en K.pneumoniae UNF1811 (una
auxétrofa para glutamina), asi como la produccién de
anticuerpos especificos contra la proteina nativa y contra la
proteina desnaturalizada con el fin de conocer la identidad de
esta GS y el papel que pudiese jugar dentro del metabolismo
nitrogenado de A./phaseoli.

Los estudios anteriores llevados a cabo en nuestro
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laboratorio indican fuertemente que la secuencia g/nT cbdifica
para una nueva glutamina sintetasa porque complementa la
auxotrofia para glutamina de la cepa K. pneumoniae UNF1811,
el producto proteico tiene actividad biosintética de GS.
Ademds, en experimentos anteriores se ha mostrado que la
secuencia g/nT no hibridiza ni con g/nA de R.l.phaseoli ni con el
gen g/nll de Bradyrhizobium japonicum (Espin et al., 1990) y
que, anticuerpos producides contra esta proteina no cruzan con
la GSI ni con la GSIl de Ff.l.phaseo//. El hecho de que la secuen-
cia de los primeros siete aminoacidos del extremo amino
terminal de la proteina purificada coincide con aquella dedu-
cida de la secuencia de nucleétidos nos permite concluir que,
efectivamente, este locus codifica para una enzima GS de
R.l.phaseoli descartando la posibilidad de que el fragmento
clonado en pMWS5 (o pGE203) funcione como activador de un gen
de GS criptico en K. pneumoniae.

La proteina purificada de la cepa complementada de K.pneu-
moniae, esta compuesta de mondémeros idénticos de 51,000 Da
de peso molecular obtenido por electroforesis desnaturalizante
y acuerda muy bién con el peso molecular de 49 kDa deducido
de la secuencia de nucleédtidos por medio del cédigo genético.
Por experimentos de centrifugacidn en gradientes de sacarosa
usando como marcador la GS| de R./.phaseoli, podemos decir que
la enzima en su estado nativo es dodecamérica en estructura.
Aunque la centrifugacion en gradientes de sacarosa no es un

método preciso para determinar peso molecular oligomérico de
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una proteina, como lo es la filtracion en gel con marcadores
apropiados, si nos puede dar una idea de el peso molecular de la
enzima. Para la GSill de R. meliloti se ha estimado un peso
molecular de 48, 000 Da por electroforesis desnaturalizante
con una estructura oligomérica de 8 subunidades (Liu, et al
1990). GSllI de R.l.phaseoli, al igual que la GSIIl de R. meliloti
es termoestable a 50°C durante una hora y tiene una
temperatura éptima de actividad de 60°C. No podemos evaluar
el significado biolégico de esta Ultima propiedad.

Los anticuerpos producidos contra esta enzima no presentan
reaccién cruzada con GSI ni con GSIl de R./.phaseoli, y sabemos
que el gen responsable de su sintesis no tiene homologfa con
gilnA de R.l.phaseoli ni con ginll de Bradyrhizobium japo-
nicum,los genes estructurales de GSI y GSIl respectivamente
(Espin et al., 1990). Adicionalmente, anticuerpos anti-GS| de
R.l.viceae, no muestran reaccién cruzada contra GSIll de
R.l.phaseoli.

Una caracteristica interesante es que tiene alta actividad
biosintética pero carece o presenta una muy baja actividad de
transferasa y, en contraste a las dos iscenzimas restantes
encontradas en Rhizobiaceas, esta actividad biosintética no se
puede detectar en geles nativos como sucede con la GSl y la
GSH. El hecho de no poder detectar la actividad en geles
nativos pudiere deberse a la disociacion de la estructura
oligomérica activa de la enzima o a la separacidn, durante la

electroforesis, de algin cofactor esencial para la actividad.
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Todos estos datos tomados en conjunto sugiere'n que las tres
isoenzimas son distintas desde el punio de vista genético y
bioquimico.

Las propiedades cinéticas determinadas para esta enzima
resultan interesantes desde el punto de vista catalitico con
respecto a otras GS's, ya que su alta afinidad por ATP
(Km=0.087mM) su baja afinidad por glutamato (Km=16.0 mM) y
su afinidad intermedia por hidroxilamina (Km= 4 mM) sugieren
que esta enzima podria funcionar bajo condiciones muy parti-
culares. Estos resultados concuerdan con aquellos obtenidos
recientemente para R. meliloti y reportados por Liu et al
(1990).

La busqueda de GSlli en R.l.phaseoli es importante debido a
que nuestro objetivo es estudiar la expresion y actividad de la
enzima en este organismo. Este problema se evalué por medio
de técnicas inmunoldgicas como Western y experimentos de
doble difusion. Los resultado obtenidos por medio de estas
técnicas, muestran que R./.phaseoli no expresa esta proteina
bajo las condiciones probadas. Solo pudimos detectar este

antigeno en extractos de la cepa complementada.

Las explicaciones posibles para este resultado son:
1. el gen g/nT puede ser criptico y se ha mantenido en el
genoma debido a que forma parte de una regidn

metabdlicamente importante para R./.phaseoli, o que’
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2. este gen solo se expresa bajo circunstancias genéticas y/o
bioquimicas particulares que hasta ahora hemos sido incapaces
de determinar. En 'este sentido serfa interesante saber si una
doble mutacién en otras Rhizobiaceas que contengan la se-
cuencia g/nT (como R.l.phaseoliy Agrobacterium sp.), es una
condicién necesaria para poder detectar la actividad
enzimatica de GSIII.

3. también es posible que la alta actividad biosintética de esta
enzima pudiere ser téxica para esta bacteria, como ha sido
mostrado para S. typhimurium (Kustu et al., 1984) debido a la
baja de las pozas de glutamato y/o ATP de la célula.

Con los resultados presentados en este trabajo no se puede
descartar ninguna de las hipétesis antes mencionadas, pero si
podemos decir que en las condiciones metabdlicas y genéticas
bajo las cuales se hicieron los experimentos no esta presente
el antigeno ni la actividad de esta proteina.

No podemos explicar el hecho de que los anticuerpos anti-
GS!l de R.l.phaseoli no cruzaran contra el extracto de una cepa
de E. coli que porta el pldsmido pFB6162 con el gen de GSIiI de
R. meliloti, aunque pudiere ser que la identidad de las dos
enzimas es distinta o que los niveles de la proteina son
extremadamente bajos como para ser detectados. Por otro lado,
anticuerpos anti-GSIll de R. meliloti no muestran reaccion
cruzada contra la GSIIl de A./.phaseoli (datos no mostrados).
Esta ultima observacidn apoya la idea de que ambas proteinas
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son lo suficientemente diferentes como para no mostrar
reaccién cruzada.

Indudablemente, la inactivacién de Io§ genes que codifican
para GS! y para GSIl por mutagénesis dirigida y la expresién de
la secuencia g/nT en esta cepa doble mutante de R./.phaseoli
nos permitira evaluar el papel que esta enzima juega dentro
del metabolismo nitrogenado de Rhizobium tanto en vida libre
como en estadio de bacteroide.

En R. meliloti, contrariamente a lo encontrado en B. japoni-
cum (Carlson et al. 1987), una doble mutante g/nA g/nll no es
un auxétrofo para glutamina y es Nod+Fix+. No sabemos el papel
que el producto de g/nT pudiese jugar en estas mutantes.
Suponiendo que en B. japonicum no existe una secuencia g/nT
(aunque no se sabe que se haya explorado esta posibilidad) es
probable que la auxotrofia y el fenotipo simbidtico de esta
cepa se deba a la carencia de este gen.

En este sentido es necesario destacar que en R. meliloti, una
actividad semejante a la de GSlll, solo se ha podido detectar en
una cepa que carece tanto de GSI como de GSIl y en medio
minimo con glutamato y amonio como fuente de nitrégeno
(Somerville et al.,, 1989). La caracterizacién de la actividad
biosintética remanente de GS en la doble mutante de R. meli-
loti, asi como del origen genético de las demas enzimas GSlil
reportadas para Rhizobiaceae, nos permitira conocer la identi-

dad de cada una de estas enzimas.
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La gran termoestabilidad (1 h a 50°C) y la alta temperatura
optima (alrededor de 80°C), de esta enzima, sugiere un alto con-
tenido de alpha-hélice dentro de su estructura secundaria. Este
resultado coincide con aquel reportade por Liu et al.(1990) para
la GSIll de R. meliloti. Los datos de secuencia de nucledtidos de
este gen y de la secuencia de aminodcidos deducida obtenidos
recientemente en nuestro laboraterio junto con la aplicacién
de programas de computadora para el analisis, favorecen esta
hipétesis. '

La localizaciébn de esta enzima en una electroforesis de doble
dimensién (1a. dimensién por Isoelectroenfoque; 2da. dimen-
sién por peso molecular) indica un punto isoeléctrico entre 6.0
y 6.2. No existen datos con respecto a esta propiedad para la
GSlll purificada de R. meliloti.

La identificacién de secuencias homdlogas a g/nA, y g/nll en
otros organismos del suelo ademas de las Rhizobiaceae, indica
que la asimilacién de amonio y la sintesis de glutamina en
estos organismos es un problema fundamental y han de-
sarrollados mecanismos para contender con él. Se desconoce el
significado bioldgico de la presencia de mas de una isoenzima
de GS. La identificacién de una nueva GS en Rhizobiaceae, y la
purificacién de su producto proteico, hace interesante los
estudios sobre la asimilacién de amonio en microorganismos

que poseén mas de una isoenzima de GS.
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El andlisis de secuencia muestra que g/nT forma parte de un
operén en el que esta incluido un gen con alta homologfa a pur
B. Se sabe que, en E. coli, este gen codifica para una enzima que
estd involucrada en la biosintesis de inosin-monofosfato, un
precursor de purinas (Koduri y Gots, 1980) y también se sabe
que la glutamina es el precursor de todos los atomos de N
presentes en estos compuestos. Serfa interesante estudiar la
relaciobn que pudiere existir en la asociacién de estos dos
genes (ginT y purB) en R.lphaseoli.

Una pregunta que queda sin respuesta es: que relacién existe
entre las enzima GSIIl encontradas por Kumar y Rao (1986), por
Evstigneeva et al. (1983), por Shatters (1989) y por nosotros?.
La respuesta a esta pregunta arrojaria luz sobre este problema.

78



ESTA TESIS HO DEBE
SAIR BE L4 BIBLIOTECA

CONCLUSIONES ‘

Los resultados obtenidos experimentalmente y aquellos
obtenidos por medio del andlisis de la secuencia de nucleétidos
y de su secuencia de aminodcidos deducida confirman que la
secuencia clonada en pGE203 (o pMW5a) contiene un gen g/nT de
R.l.phaseoli que codifica para una GSIII, distinta a GS! y GSIl.

Desde el punto de vista inmunoldgico, se ha mostrado que an-
ticuerpos dirigidos contra GSIHI no muestran reaccién cruzada
contra GS! ni contra GSIi, To que nos habla de enzimas in-
munolégicamente distintas.

Desde el punto de vista bioquimico, las propiedades cinéticas
de la GSill son diferentes a las de las GS's estudiadas. Su alta
afinidad por ATP la hace una enzima avida por este metabolito.

Desde el punto de vista molecular, los genes que codifican
para GSI, GSll y GSlil (ginA, glnlly gInT, respectivamente), no
hibridizan entre si (Espin et al.,1990).

Desde el punto de vista metabdlico, la actividad de GSl y la
de GSII se pueden detectar experimentaimente cuando la
bacteria crece en medio minimo con glutamato como fuente de
nitrégeno y succinato como fuente de carbono. La actividad de
GSlli, no se puede detectar bajo ninguna de las condiciones
probadas. Por otro lado, el anélisis de secuencia nos ha
permitido identificar las 5 regiones propuesta presentes en la
secuencia de aminoacidos de las GS's de otros organismos. En
base a estos datos, seria interesante saber acerca de las

relaciones evolutivas existentes entre las tres GS's.
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