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ABSTRACT 

Genetic regulation of ammonia assimmilation in Rhizobium /eguminosarum 
biovar phaseoli 

Bacteria of the genus Rhizobium have a symbiotic interaction with 

leguminous plants. This results in the formation of specialized structures, 

the nodules, in which the bacteria differentiate into bacteroids and fix 

nitrogen. These bacteria assimmifate ammonia for growth in the free

living state through the activities of two glutamine synthetases known as 

GSI and GSll, however in the nodules the ammonia produced by the 

nitrogenasa is exported to the plant cell. In arder to study the genetic 

regulation of ammonia assimilation in Rhizobium leguminosarum biovar 

phaseoli, in both the free-living and the symbiotic state we have 

identified, isolated and characterized, the structural genes g/nA and gin// 

coding for GSI, GSll, and glnT a previously unrecognised gene coding for a 

third glutamine synthetase isozyme GSlll. This was accomplished either 

by complemetation of Klebsiella pneumoniae glutamine auxotrophs with a 

gene library of the R. l. phaseoli gen orne or. by hybridization of the R. l. 

phaseo/i total DNA with heterologous gin genes as probes. By TnS random 

mutagenesis we have also identified two regulatory genes ntrB and ntrC 

homologous to those described in enteric bacteria. we have shown that 

these genes f the GSll synthesis and GSI 

activity. 



RESUMEN 

Regulación genética de la asimilación de amonio en Rhizobium 

leguminosarum biovar phaseo/i. 

Las bacterias del género Rhizobium forman asociaciones simbioticas con 

plantas leguminosas. El resultado de esta asociación es la formación de 

estructuras especializadas llamadas nodulos, dentro de los cuales las 

bacterias se diferencian en bacteroides y fijan nitrógeno. Estas bacterias 

asimilan amonio del medio para crecer cuando se encuentran en vida libre 

a través de las actividades de dos isoenzimas de glutamino sintetasa 

conocidas como GSI y GSll, sin embargo cuando se encuentran dentro de los 

nodulos como bacteroides fijadores de nitrógeno, el amonio producido por 

la nitrogenasa es exportado a las células de la planta. Con el objeto de 

estudiar la regulación genética de la asimilación de amonio en Rhizobium 

leguminosarum biovar phaseoli, tanto en bacterias de vida libre como en 

bacteroides, se identificaron, clonaron y caracterizaron, los genes 

estructurales glnA y gin// que codifican para las glutamino sintetasa 1 y 11 

respectivamente, y el gene glnT que no se había identificado previamente y 

que codifica para una tercera isoenzima que llamamos GSlll. Lo anterior se 

logro a través de experimentos de complementación de cepas de Klebsie/la 

pneumonia auxótrofas de glutamina, con un banco de genes de R. l. phaseoli, 

o por hibridización del genoma de R. l. phaseoli con genes estructurales de 

GS (gin) aislados de otras bacterias. A través de mutagenesis al azar de la 

cepa silvestre de R. l. phaseoli identificamos los genes reguladores ntrB y 

ntrC homólogos a los descritos en bacterias entéricas. Además 

demostramos que estos genes estan involucrados en la regulación de la 

slntes;s de GSll y el la '°)" de la actlv;dad de GSI. 
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Contenido de la tesis 

Esta tesis consiste de: i) un artículo que contiene los resultados obtenidos 

durante la realización de mi proyecto de doctorado que lleve a cabo en los 

años de 1983-1984, y que fue publicado en el año de 1985. 

ii) debido· a que han transcurrido varios años, en la introducción presento 

una revisión al día del tema, que contiene algunos resultados obtenidos en 

mi grupo, y iii) al final se incluye una discusión también al día de todos 

los resultados. 
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Introducción 

La simbiosis ~hizobium-Leguminosa 

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son 

fijadoras .?e nitrógeno, y se pueden encontrar en el suelo (en vida libre) o 

como bacteroides dentro de los nódulos de las raíces de plantas 

leguminosas con las cuales forman asociaciones simbíoticas. Las especies 

del género Rhizobium asimilan amonio para crecer en vida libre, pero en 

los nódulos el amonio producto de la fijación de nitrógeno es exportado a 

las células de la planta. La simbiosis entre bacterias del género Rhizobium 

y plantas leguminosas se puede visualizar como una complementación 

metabólica. La planta provee la energía en forma de fotosintato; los 

bacteroides sintetizan ATP a partir de estos compuestos a través de la 

respiración que tiene lugar a tensiones de óxigeno muy bajas (Appleby 

1 984) y sintetizan amonio que es asimilado por la planta (Bergerson and 

Turner 1967, O'Gara and Shanmugam 1976). Se han propuesto varios 

modelos para explicar como se lleva a cabo este intercambio (Brewin 

1991, Layzell et al 1990, McDermot et al 1989, Mellar 1989, Minchin et al 

1987, Vanee and Heichel 1991, Witty et al 1986). 

El establecimiento de la simbiosis es regulado por el nitrógeno 

(Streeter 1 988). En presencia de nitrógeno combinado (nitrato o sales de 

amonio) se pueden observar multiples efectos inhibitorios sobre la 

simbiosis: i) sobre la infección de las raíces por Rhizobium, ii) sobre el 

número y tamaño de los nódulos, y iii) sobre la actividad de la nitrogenasa 
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en los nódulos. En presencia de concentraciones crecientes de amonio en el 

medio la eficiencia de la simbiosis se disminuye, hasta que a ciertas 

concentraciones la nodulación se inhíbe completamente, de manera que 

cuando hay fertilizante en el suelo, no se fija nitrógeno, y se consume el 

fertilizante. La 'regulación de la simbiosis por nitrógeno combinado puede 

darse a través de la bacteria, de la planta, ó de ambos. Se ha estudiado 

principalmente el papel de la planta en el control de la símbiosis por 

nitrógeno. Se han aislado mutantes de plantas que son noduladas en 

presencia de altas concentraciones de nitrato (Carroll et al 1985) y se ha 

demostrado el papel de un factor del tallo en el control del nitrógeno sobre 

la formación de nódulos. 

Recientemente se demostró que parte de esta regulación es a través de la 

bacteria. La expresión de genes de nodulación (nodD y nodYABC) de 

Bradyrhizobium japonicum es reprimida por amonio (Wang y Stacey 1990). 

Por otro lado en Rhizobium meliloti también se demostró que los genes 

nod03 y nodABC son regulados por amonio. Además, en esta bacteria el 

sistema ntr (más adelante se decribe este sistema), y un locus 

cromosoma! regulan la expresión de los genes de nodulación (Dusha et al 

1989). Cuando se agregan 1 O mg/planta de nitrato de amonio, se inhibe la 

fijación de nitrógeno en nódulos inducidos por algunas cepas de Rhizobium 

leguminosarum biovar viciae y no tiene efecto sobre los nódulos 

inducidos por otras cepas (Pate 1980). Cuando a plantas de frijol se les 

agregan 1 O mg/planta de sulfato de amonio se inhíbe la formación de 

nódulos inducidos por Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli (Espín 

datos no publicados). Recientemente se aisló una mutante de R. meliloti 

que nodula en presencia de concentraciones de amonio que inhiben la 

nodulación en la cepa silvestre (Dusha et al 1989). La selección de 
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plantas mutantes que sean noduladas en presencia de nitrógeno en el 

suelo, sin duda mejorará la eficiencia de la simbiosis. El mejoramiento de 

la simbiosis se podría lograr también a través de la selección de cepas de 

Rhizobium una vez que la genética y la fisiología de su metabolismo 

nitrogenaado se' conozcan y entiendan mejor. 

Un estudio sobre la regulación del metabolismo nitrógenado en 

Rhizobium debe considerar al menos tres estados fisiológicos: i) 

bacterias~ en vida libre que asimilan varios compuestos nitrógenados 

dependiendo si crecen en el suelo o en medios de cultivo en el laboratorio, 

ii) bacterias creciendo activamente dentro de la planta que se originan de 

una sola célula y que alcanzan hasta 1 09 células hijas, estas deben 

asimilar fuentes de nitrógeno que provee la planta, y cuya naturaleza se 

desconoce, iii) bacteroides totalmente diferenciados, estos se sabe que no 

se dividen, llevan a cabo poca síntesis de proteínas, tienen un alto 

contenido de nitrogenasa y fijan nitrógeno atmosférico. 

Las vías de asimilación de amonio en bacterias entéricas 

La bacterias de la familia Enterobeaceae asimilan el amonio del medio a 

través de la vía de fa deshidrogenasa glutámica GDH (L-glutamato: NADP+ 

oxicoreductasa EC 1 .4.1 .4.) que cataliza la aminación reductiva del 2-

oxoglutarato por amonio (reaccion 1 ), o de la vía de la glutamato sintasa 

GOGAT (L-glutamato:NADP+ oxidoreductasa EC2.6.1.53) que transfiere el 

grupo amido de la glutamina al 2-oxoglutarato para formar dos moléculas 

de glutamato (reaccion 2), y la glutamino sintetasa GS (L

glutamato:aminoliasa EC 6.3.1.2.) (reaccion 3) 



GDH 
1) 2-oxoglutarato + NADPH + NH4 + ------ Glutamato + NADP 

2) 2-oxoglutar:ato + Glutamina + NADPH 

GS 
3) Glutamato + NH4+ + ATP 

GOGAT 
2 Glutamato 
+ NADP 

Glutamina + ADP + Pi 
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La GDH tiene una baja afinidad por amonio (Km de 1 mM) de manera que 

opera en altas concentraciones de amonio (Magasanik 1982). La GOGAT de 

Escherichia coli tiene una alta afinidad por glutamina (Km de 0.2 mM) 

(Matzala y Zalkin 1976) La via GS/GOGAT es la que opera para asimilar el 

amonio cuando este es limitante. En las bacterias entéricas el uso de 

estas dos vías de la asimilación del amonio se controla a nivel genético en 

respuesta a la disponibilidad del nitrógeno en el medio. 

Mecanismos de regulación de la síntesis de gfutamina. 

La gfutamina el producto de la actividad de la GS juega un papel clave en 

el metabolismo celular, es el precursor en la síntesis de compuestos 

nitrogenados como 

aminoazúcares, etc. ver 

algunos aminoácidos, purinas, pirimidinas, 

la figura 1 . En las bacterias entéricas la GS esta 

codificada por el gene glnA, y la enzima es un dodecámero de subunidades 

idénticas de alrededor de 50 kDa . La GS es una enzima muy regulada: a 

nivel de su actividad y de su síntesis. 



Fosforilación ~PNH 
Dxidativa 

Polisacáridos ~ GlcN-6-P 
complejos 

Proteína 
Aminoácidos - metabolismo 

Trp Intermediario 
His 
Asn 
Arg 

+ 
Carb.mil-P 

p;/\minobenzoato l . .. .. .. . 1 
Nucleót1dos --Acidos nudéicos 

CTP metabolismo 
AMP intermediario 
GMP 

. NADPH 

ADPY Glutamina y .. -cetoglutarato 

GS GOGAT 

NH3+ATPAG1utamato A Glutamato 

t 
GDH 

1 
NH3 + ci-cetoglutarato 

Figura 1. Vías de asimilación de amonio en enterobacterias para la producción de 
glutamato y glutamina y algunos de los papeles de estos compuestos en el 
metabolismo intermediario. 
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Regulación de la actividad de la GS. 

se conocen al menos tres mecanismos que regulan la actividad de la GS: i) 

inhibición por retroalimentación por diferentes productos del 

metabolismo de glutamina. ii) lnactivación en respuesta a ciertas 

concentraciones' de íones divalentes, y iii) por modulación de su actividad 

a traves de adenilar (inactivar) o desadenilar (activar) cada una de las 

doce subunidades (Ginsburg y Stadman 1973, Stadman et al 1980, Meister, 

1980, Rhee et al 1985, Stadman 1990). La regulación de la actividad por 

este último mecanismo se logra a través de la acción de tres proteínas: 

una enzima bifuncional uridiltransferasa/desuridilasa (UTasa) codificada 

por el gene glnD; la proteína regulatoria P11 que es un tetrámero de 

subunidades idénticas de 11 kDa codificada por el gene glnB; y una 

adeniltransferasa que cataliza la adenilación o desadenilación de la GS en 

un residuo de tirosina en la posicion 357 de cada monómero, y esta 

codificada por el gene glnE. La disponibilidad de nitrógeno en el medio se 

refleja en la relación intracelular de glutamina/2-oxoglutarato (Stadman 

et al 1980, Stadman 1990). Cuando a un cultivo de bacterias creciendo en 

un medio limitante de amonio se le agrega un exeso de amonio, se causa 

un aumento en la relación glutamina/2-oxoglutarato, esto inicia una 

cadena de eventos que resultan en la activación de la UTasa que desuridila 

a la proteína P11 , y esta a su vez interacciona con la adeniltransferasa, que 

adenila a la GS. En células creciendo en un medio limitado de amonio, la 

relación glutamina/2-oxoglutarato es baja lo que dispara el reverso de las 

reacciones descritas, causando en última instancia la desadenilación de 

la GS. (ver la figura 2) 

'-



12 p¡¡ 
12 ATP 

~ 
GS 1 =-4 GS (AMP) 

12 
(inactiva) 

GS (AMP) 
12 -~=-···••=:~=-.. ~ GS (activa) r ~ 12 Pi 

12 ADP 

Figura 2. Modificación covalente de la glutamina sintetasa (adenilación de la GS). 
~UR/Utasa, Uridiltransferasa; ATasa, adeniltransferasa. 
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Regulación de la síntesis de la GS. 

En las enterobacterias el gene estructural de la GS glnA , forma parte de 

un operón que incluye a Jos genes reguladores ntrB y ntrC. Este operón 

glnA-ntrBC tiene tres promotores (figura 3) g/nAp1 y glnAp2, localizados 

en el extremo 5' del gene glnA y el promotor ntrBp situado en la región 

intergénica de glnA y ntrB. 

La transcripción de g!nA a partir del promotor glnAp2 se regula en 

respuesta a Ja disponibilidad de nitrógeno en el medio a través de Ja 

acción de las proteínas UTasa, P11, NtrB, codificada por el gene ntrB , NtrC 

codificada por ntrC, y el factor a-54 de Ja RNApolimerasa, codificado por 

el gene ntrA o rpoN. La proteína NtrB es una kinasa que se autofosforila 

en un residuo de histidina, y transfiere el fosfato a Ja proteína NtrC en un 

residuo de aspartico, situado en el dominio terminal (Weiss y Magasanik 

1988, Keener y Kustu 1988). ntrB y ntrC pertenecen a una familia de 

genes reguladores de dos componentes que captan y transducen señales del 

medio ambiente al interior de Ja célula (Nixon et al 1986, Albright et 

al1989). 

En condiciones de limitación de amonio, la UTasa que sensa una relación 

baja de glutamina/2-oxoglutarato, uridila a la proteina P11; Pu- U M P 

favorece la fosforilación de la proteína NtrC por NtrB (Keener y Kustu 

1988), y Ja proteína NtrC-P activa Ja transcripción de glnAp2. Cuando se 

agrega un exceso de amonio, la UTasa convierte Pn-UMP en P11, Ja cual 

promueve Ja defosforilación de NtrC-P catalizada por NtrB, Jo cual 

finalmente resulta en una disminución en la síntesis de GS (Reitzer y 

Magasanik 1987). (ver Ja figura 4). 

La transcripción del gene glnA a partir del promotor glnAp2 lo lleva a 
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cabo la RNA polimerasa que contiene al factor a-54. Este fact()r cOnfiere a. 

la RNApolimerasa especificidad para reconocer. promotores con una. 

glnAp7 

! r~ ntrBp 

¡ 
gin A 

,_ 
ntrB ntrC 

'"'-"""' .. T 
L DP+Pi 

Activación del regulón Ntr 

~ 
ATP 

Figura 3. Organización genética del operón glnA-ntrBC en Eschericia coli y Sa/monella 
typhimurium. La flecha sólida indica la regulación positiva y la flecha vacía indica 
regulación negativa. 



NTRC-P e:==============:::;[:> NTRC 
NTRB 

~ 
(no transcribe 
apartir del 
promotor 
glnAp2) 

Est1:ulada por una{lta pfl l:!liA] Estimulada por una baja 

concentrac16n de UR ¡ UTasa 
glutamina respecto a 

de 

2·cetoglutarato. 

'i'ID (5:1 (UMP)J 

NTRC 
NTRB .. •••••IÍÍÍÍÍiill••••• .. •~NTRC-P (transcriba 

apartir del 
promotor 
glnAp2) 

Figura 4. Mecanismo de regulación transcipcional del gene glnA (que codifica 
para GS), en respuesta al contenido de nitrogeno intracelular. UR/Utasa, 
Uridiltransferasa; NTRB, modulador, NTRC efector. 
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secuencia consenso específica GG-n 1 0-GC que se localiza 1 1 a 1 4 pares 

de bases arriba del sitio de inicio de la transcripción, esta secuencia se 

encuentra en el promotor g/nAp2, y en otros promotores de genes que 

codifican proteínas del metabolismo nitrogenado, como los genes de la 

fijación del nitrógeno ( nif). Los promotores que contienen esta secuencia 

se conocen como promotores ntr (Thony y Hennecke 1 989). Esta 

secuencia consenso constituye el sitio de unión de la polimerasa con el 

factor a-·s4. La proteína NtrC se une a regiones reguladoras en el promotor 

localizadas a mas de 1 00 pares de bases hacia arriba del sitio de inicio de 

la transcripción conocidas como UAS (Reitzer y Magasanik 1 986, Popham 

et al 1 989). Estos sitios de unión para NtrC, tienen propiedades similares 

a los de los de enhancers en eucariotes, o sea que funcionan a larga 

distancia para mejorar la transcripción. Estos sitios de unión funcionan 

para unir NtrC al promotor, dando como resultado un aumento en la 

concentración del activador en la region donde actua. NtrC contacta 

complejos cerrados entre la RNA-polimerasa con a-54 y el promotor de 

glnA a través de un doblamiento del DNA (Wedel et al 1 990). Los "loops" 

del DNA que se forman por el contacto de estas dos proteínas se han 

visualizado en el microscopio electrónico (Wen Su et al 1 990). Para 

activar la transcripción, pero no para unirse al DNA, NtrC debe estar 

fosforilado. En resumen el mecanismo de activación se esquematiza en la 

figura 5: NtrC cataliza la isomerización de complejos cerrados de 

reconocimiento entre la RNA polimerasa y el promotor, a complejos 

abiertos transcripcionalmente activos, en los cuales las cadenas son 

localmente desnaturalizadas alrededor del sitio de inicio de la 

transcripción y la cadena correcta puede servir como templado para la 

síntesis de RNA, la reacción de isomerización depende de ATP (Kustu et al 
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1989, Popham et al 1989). 

La transcripcción a partir de los promotores glnAp1 y ntrBp se lleva a 

cabo por la polimerasa que contiene el factor a-?o, ya que tienen la 

secuencia consenso -1 O -3 5 típica de promotores de bacterias entéricas. 

La transcripción a través del promotor glnAp1 es reprimida por NtrC 

(Reitzer y Magasanik 1 985), y es activada por la combinación de AMPc y 

CRP. Este es un promotor débil que mantiene niveles bajos de 

transcripción de glnA en condiciones de exceso de nitrógeno y limitación 

de carbono. 

La vía de asimilación de amonio en bacterias de la familia 

Rhizobeaceae. 

Las especies de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son bacterias 

del suelo que fijan nitrógeno atmosférico cuando estan en símbiosis con 

plantas leguminosas. En vida libre estas bacterias asimilan el amonio del 

medio para crecer exclusivamente a través de las actividades de la via GS

GOGAT, ya que carecen de la actividad de la deshidrogenasa glutámica GDH 

(Brown y Dilworth 1975, Ludwig 1980, Bravo y Mora 1988), sin embargo en 

la simbiosis el amonio producto de la fijación de nitrógeno es exportado 

fuera de la bacteria y es asimilado por la planta, lo que indica que existen 

mecanismos distintos que regulan la asimilación de amonio en bacterias 

de vida libre y en bacteroides fijadores de nitrógeno. Otra característica 

de las especies de Rhizobium y Bradyrhizobium es que poseen dos 

isoenzimas de glutamino sintetasa conocidas como GSI y GSll (Darrow y 

Knotts 1 977, Fuchs y Keister 1980). 
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La glutamino sintetasa 1 (GSI) 

La GSI codificada por el gene glnA es parecida a la GS de las bacterias 

entéricas, es una enzima polimérica compuesta de doce subunidades 

idénticas de alrededor de 52 kDa, es relativamente estable al calor y es 

adenilada (Darrow 1980). El gene glnA de R. /eguminosarum biovar viciae 

se ha clonado y secuenciado (Filser et al 1 986, Collona-Romano et al 

1987), la secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia del DNA es 

56, 63, y 68% similar con las secuencias de aminoácidos deducidas de las 

glutamino sintetasas de Anabaena, E. co/i y Azospirillum brasilense 

respectivamente. En R. meli/oti (Szeto et al 1987) R. leguminosarum 

biovar viciae (Rossi et al 1989), y 8. japonicum (Carlson et al 1985), la 

transcripción de glnA parece ser constitutiva, de hecho la GSI se regula a 

nivel de su actividad por el mecanismo de adenilación, que en R. 

/eguminosarum biovar viciae se demostró que inhibe la actividad 

biosintética y al igual que en bacterias entéricas se encontró altamente 

adenilada en células creciendo en exeso de amonio y pobremente adenilada 

en células creciendo en un medio con amonio limitante (Rossi et al 1989). 

En R. /eguminosarum biovar phaseo/i encontramos que aunque la GSI se 

adenila el mecanismo de adenilación no parece responder al contenido de 

amonio presente en el medio, ya que encontramos niveles de adenilación 

similares en células creciendo en exeso o limitacion de amonio ( Noguez 

1992). Aunque la actividad de GSl se regula por adenilación poco se sabe 

de los genes que participan en este mecanismo en Rhizobium. Un gene gln8 

homólogo al reportado en E. coli y Klebsiel/a pneumoniae se encuentra 

junto al extremo 5 · del gene glnA en R. /eguminosarum biovar viciae 

(Collona-Romano et al 1987, Holtel et al 1989), en 8. japonicum (Martín et 

al 1989), y en R. /eguminosarum biovar phaseoli (Espín G. resultados no 



15 

publicados). El gene g/nB de R. /eguminorarum biovarviciae tiene un 

promotor ntr, y se ha encontrado la presencia de un transcrito glnB-glnA, 

así como uno glnA (Chiurazzi y laccarino. 1990). El gene glnB de B. 

a) 

b) 

c) 

d) 

~ NtrC-P 

ffi RNApol 

lmrn;m;;I ~~~oenzima 
~ glnApl 
11!!1!!1111111 glnJ>.p2 

RNAm 

Figura 5. Mecanismo de acción de NtrC-P para activar los promotores regulados por 
nitrógeno. a) Interacción de NtrC-P (activo) con la secuencia UAS. b) Doblamiento del 
DNA y la interacción de Ntrc-P con la RNApol holoenzima (core-o 54). e) Formación del 
complejo cerrado en complejo abierto y d) elongación del transcrito. 
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japonicum se transcribe a partir de promotores en "tandem", uno de los 

cuales es promotor ntr, sin embargo, no se sabe nada del papel de glnB en 

la regulación de la adenilación de GSI ni el la regulación de la 

fosforilación de NtrC. En R. /eguminosarum biovar phaseoli mutantes con 

inserciones de TríS en el gene ntrC tienen niveles reducidos de la proteina 

P11 (Moreno et al 1 992) y la adenilación de la GSI esta también muy 

reducida en estas mutantes (Noguez 1992). Se han aislado mutantes por 

inserción 'de transposones o genes de resistencia a antibióticos en el gene 

glnA es decir mutantes GSI- en R. meliloti (Somerville y Khan 1983) en B. 

japonicum (Carlson et al 1987) y en R. /eguminosarum biovar phaseoli 

(Moreno et al 1991 ). Estas mutantes crecen en amonio como fuente única 

de nitrógeno debido a la presencia de la GSll. 

Con respecto a la presencia de la actividad de GS en los bacteroides 

Brown and Dilworth ( 1 9 7 5) demostraron la presencia de una actividad de 

GS en bacteroides de varias especies de Rhizobium y Bradyrhizobium, sin 

embargo en ese tiempo, se desconocía la presencia de dos isoformas de GS. 

En ese mismo estudio la actividad de GS de los bacteroides se encontró 

muy baja comparada con la GS presente en las células de la planta. En un 

estudio más reciente Shatters et al ( 1989) utilizando anticuerpos 

específicos contra la proteína de GSll no detectaron dicha proteína en 

extractos crudos de nódulos de alfalfa, chícharo o soya. En mi laboratorio 

determinamos la actividad de GS en bacteroides aislados de nódulos 

inducidos por la cepa silvestre de R. /eguminosarum biovar phaseoli y de 

nódulos inducidos por una mutante GSI- ; en los bacteroides de la cepa 

silvestre detectamos solo actividad de GSI, en la mutante no se detectó 

ninguna actividad de GS (Moreno et al 1991 ). Todos estos datos sugieren 

que la GSI . y no la GSll esta presente en bacteroides. En simbiosis las 
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mutantes glnA- (GSI-) de R. meliloti nodulan y fijan nitrógeno igual que la 

cepa silvestre (Somerville y Khan 1983 ); las mutantes glnA- de B. 

japonicum inducen un número mayor de nodulos por planta que fijan más 

nitrógeno que la cepa silvestre (Carlson et al 1 987); la mutante glnA- de R. 

leguminosarum uiovar phaseoli nodula pero fija solo un 50% del nitrógeno 

que fija la cepa silvestre (Moreno et al 1991 ). 

La glutamino sintetasa 11 (GSll) 

La GSll esta codificada por el gene gin//. La GSll es un octámero 

compuesto por subunidades de alrededor de 36 Kda, y es sensible al calor, 

se inactiva completamente cuando se incuba 1 hora a 50 ºC (Darrow 

1 980). El gene gin// de B. japonicum se ha clonado y secuenciado (Carlson 

and Chelm 1986). La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida 

de la secuencia DNA con otras glutamino sintetasas, mostró que la GSll 

comparte poca homología con glutamino sintetasas bacterianas y mucha 

con glutamino sintetasas de plantas, como la GS de Phaseolus vulgaris y 

de animales (Carlson and Chelm 1986, Shatters y Khan 1989). En mi grupo 

clonamos el gene gin// R. leguminosarum biovar phaseoli, la expresión de 

este gene en E. co/i depende del sintema ntr (Espin G. datos no publicados). 

A differencia de la GSI, los niveles de la actividad de GSll varían en 

bacterias creciendo en medios con diferentes fuentes de nitrogeno 

(Darrow 1980, Howitt y Gresshof 1 985, Martín et al 1988, Bravo y Mora 

1988, Espín et al 1990, Moreno et al 1992), o diferentes concentraciones 

de óxigeno (Rao et al 1 978, Adams y Chelm 1 988). El efecto de óxigeno y la 

fuente de nitrogeno sobre los niveles de actividad de GSll se ha 

demostrado que es a nivel de la transcripción del gene gin//. Los genes 

gin// de B. japonicum y R. me/iloti tienen promotores ntr (Martín et al 
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1988, Shatters et al 1989) y su transcripción es regulada por la fuente de 

nitrógeno presente en el medio de cultivo (Martin et al 1988, Adams and 

Chelm 1988, de Bruijn el al 1989). De hecho la transcripción del gene gin// 

en R. melifoti, B. japonicum, y R. leguminosarum biovarphaseo/i depende 

de la presencia de los genes ntrC (de Bruijn et al 1989, Martin et al 1988, 

Moreno et al 1992) y ntrA (Ronson et al 1987, Shatters et al 1989). En B. 

japonicum el gene ntrC se requiere para la expresión de glnll en 

condiciones de crecimiento aeróbico limitado de nitrógeno, pero no en 

bacterias limitadas de óxigeno, ní en bacteroides. En B. japonicum la 

inducción de GSll bajo condiciones de limitación de óxigeno, depende del 

gene nifA cuyo producto activa la transcripción de los genes de la 

nitrogenasa (Martin et al 1988). 

Se han aislado y caracterizado mutantes estructurales de GSll en R. 

meti/oti (de Bruijn et al 1989, Somerville et al 1989),B. japonicum 

(Carlson et al 1987), y en R. leguminosarum biovar phaseo/i (Moreno y 

Espín datos no publicados). de Bruijn et al ( 1 989) construyeron una 

mutante de R. melifoti con una fusión del gene lacZ de E. coli en el gene 

gfn/I , esta mutante (glnll::lacZ) es capaz de crecer en medio mínimo con 

amonio como fuente de nitrógeno de manera similar a la cepa silvestre, es 

también capaz de nodular y fijar nitrógeno. En nódulos inducidos con esta 

mutante no se detecta actividad de f!.eta-galactosidasa. 

A diferencia de lo que se encontró en R. meliloti en nódulos inducidos por 

una cepa silvestre de B. japonicum, si se detecta transcrito de gin//, y el 

nivel de este transcrito es similar al encontrado en bacterias cultivadas 

en microaerofilia (Adams y Chelm 1988). 

La nodulación y la fijación de nitrógeno de las mutantes GS- de R. meliloti 

son similares a la cepa silvestre (de Bruijn et al 1989, Somerville et al 
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1989). La mutante GSll- de B. japonicum induce un número de nódulos 

mayor y Ja fijación de nitrógeno esta también aumentada (Carlson et al 

1987). 

Se han aislado dobles mutantes glnA-glnll- de R. me/iloti y B. japonicum. 

Las dobles mutántes de R. meliloti nodulan y fijan nitrógeno (Nod+ Fix+) 

como Ja cepa silvestre (Somerville et al 1989), mientras que las mutantes 

de B. japonicum no nodulan ni fijan nitrógeno (Nod- Fix-) (Carlson et al 

1987). En· R. leguminosarum biovar phaseoli hemos tratado sin éxito, de 

contruir una doble mutante glnA-gln/1- debido posiblemente a que 

auxotrofos de glutamina de R. leguminosarum biovar phaseoli no son 

viables (Moreno y Espín datos no publicados) 

Glutamino sintetasa 111 (GSlll) en Rhizobium. 

Recientemente de Bruijn et al (1989) clonaron un fragmento BamHI de 

11 .2 kb del genoma de R. meli/oti. El plasmido resultante pFB61 62 

complementa la auxotrofia de glutamina de cepas glnA- de E. coli. Este 

fragmento de DNA no hibridiza con los gene glnA y gin// por lo cual se 

denominó glnT , al locus responsable de esta complementación. La 

mutagénesis con TnS del fragmento BamHI de 11 .2 kb delimitó el locus 

glnT a una región de aproximadamente 5 kb. Esta región codifica para cinco 

polipéptidos de 57, 48, 38, 29, y 28 Kda, por lo que se sugirió que el locus 

glnT es un operón que consiste de varios genes involucrados en la 

biosíntesis de glutamina. Estos autores sin embargo no detectaron ninguna 

actividad de GS en las cepas complementadas. 

Utilizando el plasmido pFB6162 como detector en un experimento de 

hibridizacion tipo Southern, identificamos y clonamos un fagmento BamHI 

de 12 kb que contiene al locus glnT de R. leguminosarum biovar phaseoli; 
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este fragmento no hibridiza con los genes estructurales de la GSI y la GSll 

del mismo R. leguminosarum biovarphaseoli. El plasmido pMW5a que 

contiene el fragmento BamHI de 12 kb, complementa la auxotrofía por 

glutamina de cepas de E. coli y K. pneumoniae con mutaciones en el gene 

glnA, debido a qúe expresa el locus glnT a partir de un promotor del vector. 

Las cepas complementadas poseen una actividad de glutamino sintetasa 

(GSlll), con características catalíticas que la distinguen de otras GSs por 

ejemplo posee una relación de actividad biosintética/transferasa 1 03 

veces mayor que la observada para la GSI o la GSll de R. leguminosarum 

biovar phaseoli. Buscamos una actividad de GSlll en varias cepas de R. 

/eguminosarum biovar phaseo/i ( silvestre, GSI-, GSll-, NtrC-) crecidas en 

diferentes condiciones en vida libre y en bacteroides y no la detectamos. 

Tratamos de transferir el plasmido pMWSa a varias cepas de R. 

/eguminosarum biovar phaseo/i para determinar la presencia de GSlll en 

R. leguminosarum biovar phaseo/i. Con todas la cepas utilizadas aparecían 

transconjugantes como pequeñas colonias en medios suplementados con 

los antibióticos apropiados, pero estas ya no crecían al ser resembradas al 

mismo medio selectivo. Este y otros resultados nos llevaron a concluir que 

la expressión de GSlll a partir de un promotor del vector causa la 

inhibición del crecimiento y que este efecto tóxico puede ser el resultado 

de la alta actividad biosintética de esta enzima (Espin et al 1990). La 

actividad de GSlll se purificó a partir de una cepa glnA- de K. pneumoniae 

complementada con el locus glnT. La caracterización bioquímica de la 

enzima pura reveló que esta compuesta de un solo polipéptido de 51 kDa 

con un punto isoeléctrico de 6.2. Se determinaron las afinidades de la 

enzyma pura por ATP (Km 0.08 mM), glutamico (Krn 5.3 mM) e hidroxilamina 

(Km 15.5 mM), se encontró que la afinidad por ATP es 1 O veces mayor que 
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la de la GS deE. coli. Por el método de degradacion de Edman se determinó 

la secuencia de ocho aminoácidos del extremo N-terminal (Met-Thr-Leu-

Asp-Leu-Ala-Ala-Phe). Utilizando anticuerpos contra la GSlll pura no se 

detectó la presencia de esta proteína en extractos crudos de cepas de R. 

leguminosarum biovar phaseoli crecidas en vida libre ní en bacteroides. 

Por medio de mutagenesis con el transposon TnS se delimitó al locus glnT 

a un fragmento BamHI de 2.4 kb. al cual se le determinó la secuencia de 

nucleótidos. El analisis de esta secuencia reveló un marco abiero de 

loctura cuyos ocho primeros aminoácidos corresponden a ocho aminoácidos 

determinados en la proteína pura, la masa molecular de la proteína 

deducida de la secuencia es de 48,276 que concuerda con el valor de 

51 ,000 determinado experimentalmente para la GSlll. Estos resultados nos 

permiten concluir que glnT es el gene estructural de la GSlll y que R. 

leguminosarum biovar phaseoli posee tres genes que codifican para tres 

diferentes GSs. 
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Antecedentes y objetivos del proyecto de tesis 

El objetivo del proyecto realizado durante mis estudios de doctorado fué 

el estudio de la regulación genética de la asimilación de amonio en 

Rhizobium phaseoli (ahora reclasificado como R. leguminosarum biovar 

phaseoli), específicamente la regulación de las glutamino sintetasas 1 y 11 

y ·su papel en la fijación de nitrógeno. En ese entonces poco se conocía de 

la regulación genética de la asimilación de amonio y de la fijación de 

nitrógeno· durante la simbiosis, en especies de Rhizobium, sin embargo la 

regulación genética de la fijación de nitrógeno y de la asimilación de 

amonio de la bacteria K. pneumoniae (que fija nitrogeno en vida libre) se 

conocía ya con bastante detalle (Espín 1 984, revision). Se sabía ya que el 

regulón nif consistía de 1 7 genes organizados en 8 unidades 

transcripcionales (Kennedy et al 1 980), que la expresión de estos genes 

estaba regulada a dos niveles: un nivel general mediado por los genes ntrB 

y ntrC cuyos productos controlan la síntesis de enzimas que se requieren 

para la asimilación de una gran variedad de fuentes de nitrógeno 

incluyendo a la glutamino sintetasa (Espín et al 1982). ntrB y ntrC 

también se requieren para activar la transcripción del operón nifLA (Dixon 

et al 1980). El segundo nivel mediado por los productos de los genes 

reguladores nifA y nifL que controlan la expresión del resto de los genes 

nif que incluye al operón nifHDK que codifica para los polipéptidos de la 

nitrogenasa (Dixon et al 1 980, 1984) . En K. pneumoniae los genes ntrB y 

ntrC estan localizados abajo del gene glnA con el cual forman una unidad 

transcripcional, de manera que mutaciones en glnA son polares sobre estos 

genes y producen un fenotipo Nif- (Espín et al 1 981, 1 982). 

Se conocía ya la existencia de las glutamino sintetasas 1 y 11 en 

Rhizobium y Bradyrhizobium. Existían también dos reportes sobre 
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mutaciones en R. meliloti (Kondorosi et al 1977), y en Rhizobium sp 

Cowpea (Ludwig y Singer 1977) que alteran la síntesis de glutamina Gin

y producen un fenotipo Fix-. Esto sugería la presencia en Rhizobium de 

genes reguladores comunes de la fijación de nitrógeno y la asimilación de 

amonio analogos- a los genes ntr descritos en enterobacterias. Se sabía 

también que en R. melifoti mutaciones polares en glnA el gene estructural 

de GSI no afectaban la fijación de nitrógeno (Somerville y Kahn 1983) lo 

que sugería la ausencia de genes ntr ligados al gene glnA. Otro dato que 

sugería la presencia de genes ntr en Rhizobium es que se había 

identificado en R. meliloti un gene regulador nifA analogo al descrito en K. 

pneumoniae (Szeto et al 1984). 

El objetivo específico del proyecto de tesis es la identificación de genes 

reguladores de la síntesis de glutamina y de la fijación de nitrógeno (?), a 

través de el aislamiento de mutantes de R. leguminosarum biovarphaseo/i 

con alteraciones en la síntesis de glutamina y la determinación de su 

capacidad para fijar nitrógeno. 

Se hicieron dos experimentos de mutagenesis química y con transposones 

con el objeto de aislar mutantes auxótrofas de glutamina, sin embargo no 

se obtuvieron dichos auxótrofos. Estos resultados nos sugerían que en R. 

leguminosarum biovar phaseo/i se requería mas de una mutación para 

obtener dicho fenotipo debido posiblemente a la presencia de dos genes de 

GS. Por Jo que decidí cambiar de estrategia. La estrategia utilizada 

consistió en aislar mutantes sensibles a metionina sulfoximina (MS) que 

es un inhibidor específico de la glutamino sintetasa. La hípotesis que se 

proponía suponía que un fenotipo MSs sería resultado de Ja pérdida o de la 

disminución de la actividad de alguna de las dos GSs. Los resultados 

obtenidos se resumen en el artículo que a continuación se presenta. 
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'"'"""' Impaircd nitrogcn fixation and glutamine synthesis 
in methionine sulfoximine sensitivc (l\1Ss) mutants 
of R/Jizobium phaseoli 
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Summary. Rnndom Tn5 mutngenesis of nntibiolic-rcsistanr 
dcrivativcs of Rhi:obium plwsenli CFN42 yielded severa! 
indepcndcnt mutanls'that wcrc scnsi1ive to mcthionine suJ
foxin1inc (MS~). a spccific inhibitor of gluti.imine synthc1¡¡se 
(GS). Thcse MS' mt1ta111s wcrc analyzed for OSI :111d GS!l 
activitics and for thcir symbiotic properties. Four classes 
of tvlS' mutants lla\'c becn distinguishcJ. Class I strnins 
nrc imp11ircd in tlwir synthcsis lif g!uruminc <1nd in thcir 
symbiotic propcrties. Class 11 strains Jwvc wild type levcls 
of GSI and GSJI nctivitics but havc a rc<luccd cupaci!y 
lo fix nitrogcn. Class IJI strains ha\'c losl GSII ;Jctivity. 
but their symbiotic rropertics are wild type. In class IV 
mutants 11citl1er glutaminc syn1hcsis nor symbiotic proper
ties ar.e affec1ed. 1'.1urnnts of ch1sscs I. 111. and IV ¡¡l] ha\"e 
the Tn5 inscrrcd inlo tllc chronwsome. whcr~ns in class 
Il mutnnts lhc Tn5 is Joca!cd in pl~ismid p42e, a plasmid 
different from thc prcviously i<lcntilicd symbio1ic plasmid 
p42d. 

lntroduc-tion 

Bacteria of thc gcnus Rhi:obium ha\'C a symbiotic interat:· 
rion wi1h leguminous plunrs. This resLills in rhc formalion 
oí spccializcd slrucl urcs, tbc nodulcs. in which thc buc1eria 
diffcrcntiate into bacreroi<ls ;rnd fh 11i1rüg~n tfor a rc,·iew 
!-ice Vcrma and Lcmg 1983). Al pr~scnt Iittle is known :1bou1 
the rcgulatíon of nitrogcn fixa1ion during this symbiosis. 
Jn contrast the regul;:1 !ion of thc ni1rogcn fixalion (ni/) gene 
cluster of the frccMli\'ing, nitrogcn 1ixing orgunis111 A.'fcbsie//a 
¡meumoniae. has bccn studicd cxtcnsi\'cly. Thc K. ¡mc11111011-
h1i! ni/ cluster consisls of 17 genes org:1111ized in ro 7 or S 
operons tfor rcvie\v sec Kenncdy et ni. 1981: Roberts and 
Brill 1981 : Ueynon et .al. 1983). Exprcssion of this gene clus
ter is regulalcd ;I( !WO lc\'cls: 1hc firsl lc\'CI in\·oh·cs a general 
nitrogcn rcgulalion syslcm mcdiatcd by thc products of tl1c 
11trA and 111rC genes. The sccond !c\'cl involn:-s 1hc spccilic 
control of nif opcrons by 1hc 11~'(..t and 11{(L gene products 
(Di.xon et .aJ. 1980: BuclrnmrnM\Voll1isto11 et al. 1981 a. b; 
Hill et al. 1981; Merrick et al. 1982). Thc products of t he 
lllrA and 111rC genes cxert a general control on the synthesis 
of cnzymes requircd for ílssimii<1til1n of a widc varicty of 
nitrogcn sourccs including gluwmine synthc1ase (GS) 
(Espín et al. 1982'; de Bruijn and Allsubcl 1983; Ow and 

Ausubcl 1983; Merrick 1983). They also are required to 
activa te thc 11ifLA promotor(Ow :md Ausubel 1983; Drum
mond et al. 1983; Mcrrick 1983; Dixon et al. !984). Thc 
l1((A product in_curn activa tes transcription of nll othcr nif 
opáons including the n{fIIDK operen cncoding thc nitro
genasc polypcptides (Dixon et al. 1980; Buch:urnn-Wollas
ton et al. 1981 a). The 111rC gene is locatcd downstrcam of 
glnA, 1hc slructur31 gene of GS. Some mutalions in ,i;/11.·I 
ar~ po1:ir to 111rC and thcrcforc prod ucc a Nif- phcnotype 
(Espin et al. 1981, 1932; de Brt1ijn ond Ausubcl 1981). 

Rhizobin posses t wo forms of GS. GSI is similar to 
1hut of enlcric bacteria, whcr~as 1hc heat-Jabile GSII is spc
cifíc to the RhizobcncC<ll! (Dmrow nnd Knotts 1977). ln 
Rhi=obiwu me/ifoti (Ko11doro~i et al. 1977) and in Rhi:o
bium sp .. Cowpea·· J2Ht (Ludwig and Singer 1977) mura
tions tlrnt alter glulaminc synthcsis (Gin-) produce a Fix
pbenotype. This suggcstcd 1hat GS pnrticipa1cs in the rcgu
lntion of ni1rogc1rnse e.\:pression. Howcvcr. 1hc demonstra
tion in K. p11C!w11011h1e rhat g/11..t is rcquired not for cxpres
sion of the nif regulan btll thc gb1A·1inkcd 11/rC regulalory 
gene (Espín c1 nl. 1982) raiscs 1he question of whc1her in 
Rhi:ohium GSI amJ)or GSll ~1c1tmlly h:.n•e a role in tJ1e 
regulation of ni1rogcn lix;.1 lion or \\'hc1hcr lhis role is played 
hy 11/J"·likc genes rinalogous to those descrihcci in K. ¡mt'u~ 
monirw. Srudics with r~\'crt:mts of 1he R/Ji:ohium sp 32Hl 
Gin~ mutants, showed thal loss of GSJJ acti\'ity docs not 
rcslllt in a f.'ix- phl!no1ypc (Ludwig 1980) and more rcccntly 
Sommcr\'illl! and Kahn (1983) rcported 1lwt in R. me/i/()fi 
:in inscrlion mulalion in thc struclural gene of GSI. does 
nor :1ffcct nitrogcn fixation. indicating rhat OSI is nol in· 
\'ol\'cd in tlw regulation of nitrngcn tixarion; this rcsult 
also suggcsrs lhe ~1hsenl·c ofa 1ur-likc rcgu1a!ory gene clase~ 
Jy Jinkcd to glnA GSJ. Howc\'cr. c\'idcncc for thc prco;cncc 
oí a 11/rMlike rcgul:nory sys1cm in Rhi:obium is thc línding 
of a nlt:.f-likc rcgulatory gene in R. me/i/01i (Zimmcrm;rn 
el :JJ. 1983; Szclo et :11. 1984). A T115 inscrtion muwnt in 
11{[..t failcd to :1ccumulatc n{f/IDK mRNA or nilrogcnnsc 
polypelides (Zimmerman et al. 1983). Jn adtlilion this gene 
hybridizcs to 1he K. ¡meumoniae nifA ;md to thc !:.J·cheric/Jia 
"ºli 111rC reguhJtory genes (Szero et :iJ. 1984). 

In this study we describe thc isoln1ion mHl clwraclcriza
tion ofTn5 inscrtion mu1a111s in which the synthcsis ~1nd/or 
regu1<1tion of GS cnzymcs has bccn nllercd. This was accom
plishcd by isohiting murnnts sensilive to mcthioninc su!foxi
minc CMS) a $pccific inhibi1or ofGS. Thc symbiolic propcr~ 
tics of thcse mut:Jnl strains havc bccn 1111;1lyzcd to dclcrmine 
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1hc possib_lc r9lc of-gcn.cs·0~01.i_frolli1lg "g~ ~l~!iyity,.'.in th_e, 
rcgulation of nitrogC~ fixation.·:·· -

!\fatcrinls n~d ffiCthodS_ ,· . . 
- . ,'. ' 

BtlC'teria/. StráiúS·. mu(p/asmids. Struins an_d plusniids· n~c 
Jisted in Táble f. · · 

Media. Ali inedia were as described by Nocl ·et al. (1984) .. 
Antibiotics used were: Kanamycin (Km), 30 µg/ml; Rifam
pycin (Rif), 25 ¡1g/ml; Cloramphenicol (Cm), 20 f1g/ml; Tet-· 
racyclinc (Te), 1 O µg/ml; Ampicillin (Ap), 50 µg/ml; Strep
tomycin (Sm), 200 µg/ml. 

Tn5 111111ageuesis. pSUP 1011 and pSUP 5011, mobilizablc 
''suicide" plasmids carrying Tn5 u nd Tn5 mob. respcctivcly, 

Tublc J. B;i.ctcri;1i strains und plasmids 

Strnin/plasmid Rdcvant charactcristics 

Rlii:obium p/iascvli 
CNF42 Wild typc · 
CE3 Smr dcriv:uivc 

ofCFN42 
CE2 Rir Cm' dcriwllÍ\'c 

oíCFN42 
CFN200J- CFN42 dcrirnlÍ\'C 

curcd of p42a an·d p42d 
plasmids 

CFN201 J Mutanls isolatcd 
nftcr trnnsfer 
·orpsur> 1011 

CFN2012 
CFN2013 
CFN2014 
CFN20t7 
CFN2018 

CFN2026 

10 strain CE3 

'i\1utant isolutcd - -
nftci- _transfor of pJ B~J 1 
to strnin CE3 . · ' 
:~1uiant isolntcd 
aflcr 1rnnsfcr of 

. pSUPSOlt .. 
- to CE2 strain 

.:, 
. '1, 

Quinto et al. (1982)"c• 
Noel et al. Cl.984) ·:ce· 

Noel et/•1.(t~k-l).i,t 
r:t1acias'f¡~,¡:c1.9s4). 

CFN2025 CFN20J3 dcrh·ati\'c ··-·-TJliS_wOrk-_' 
·cu red of plasmid 'p:42d 

AgrobaC'terilmr tu11ufc1cie11s 

C58CJ _Ery' Cm~ 

Esclrerid1ia coli 

HBIOJ recA lisdR hsdJI Smr. 

P/asmld 

pJB4J 

pJB3 
pBR328 
pBR329 

proleu 

!11cP Gcnr Cmr Spr 
Ivlu::Tn5 

R68.45 Km• Cm' Ap' 
Cm' Te' Ap' 
Cm' Te' Ap 

pBI022: :Tn5 in vivo inscrtion ofTn5 
pSUPIOI t p8R325 Tn5 mob 
pSUPSOt 1 pBR325 Tn5 moh (moh 

inscrlcd into Tn5) 
pll2 p42d: :Tn5 

Boycr and Roulland~ 
Dussoix (1969) 

Bcringcr et ni. (1978) 

Brcwin et al. (1980) 
Sohcron et otl. (1980) 
Covarrubius omd Bolh•nr 
(1982) 
This Jaborutory 
Simon el :ti. (1983) 
Sfo10n et al. (1983) 

Nocl et ul. (1984) 

(Sim.on. et :11. J 983) wcrc mobilizcd into R. phaseo/i struins 
CE3 .or CE2 (Table 1). Matings wcrc done on PY mcdium 
J)faiCS O\·ernight at 30º C, lhc cclls wcrc resuspcndcd in stcr~ 

, !_le \yatcr.and pJatcd on sclcctivc mcdium. Tn5 mutagenesi.s 
· was also performed with plasmid p.IB4 JI as dcscribed by 
Nocl et al: (1984). 

Plasmitl mw/ys1:r. Plasmid DNA was scparatcd on 0.7% 
agarose gels according to the Eckhardt (Eckhardt 1978), 
or Hir~h procedures (Hirsh et al. 1980). 

.DNA ltybridi=ation. Southern blot hybridization experi
ments werc carried out as described by Quinto et al. (1982). 

1\folec11/ar doning. Total EcoRl-digcsted R., phaseoli DNA 
was ligated into the EcoRI sitc of pBR328 or pBR329, 
according to Quinto et al. (1982), Ligatcd DNAs werc 
transformed in E. coli HBlOl. 

G/111ami11e sy111/w1ase actkith>s. Cullurcs wcrc grown to an 
·ao5.rn nm of 0.3 in minimul mcdium supplemcntcd with 
~ mg/ml glutamatc and succinatc us nitrogcn and carban 
sourccs. CclJs wcrc harvcstcd and rcsuspcndcd in buffer 
containing 10 mM lmidazol and 1 mM MnCI, pH 7.0; GSI 
and GSII trnnsfcrasc activilics wcrc dclcrmincd by tJ1e 
mcthod of Bcnder et al. (1977), using thcir diffcrcnt heat 
stabilitics at 50° C to distinguish bctwccn thcm. (Darrow 
and Knotts 1977). 

Nodulalio111es1s and acetrlc.·m? rcduction acril"iries. Plwseo/us 
r:ulgaris c.v. negro jumaPa surfacc-stcrilized sccds werc in
aculatcd into 250 mi Erlcnmcycr flasks with 175 mi nitro
gcn-frcc plant nutricnt (\Vacck and Brill 1976) and 0.8% 
agar. Aftcr gcrmination (2 or 3 days). sccdlings wcrc inocu
latcd with 0.5 mi Jiquid R. plw.1eoli culture. Arter 15 days 
incubation in a growth chambcr, nodula1ion was scorcd 
und nitrogenase activily wus dc1crmincd by mcasuring acc-

. tylcne reduc1ión of nodulatcd plant roats. 

Rcsults 

/sola1io11 ofmulalll srrains 

In K. jJJ1l'11mo11iae 111rc- ~1nd 111rA - mulants ha ve low levcls 
ofGS activity (Espin et al. 1981, 1982; de Bruijn and Ausu
bel 1981; Merrick 1983).Sincc MS is a specific inhibitor 

--of GS acti'i'ity, ,\•e hypolhcsizc rhat in R. plwseo/i an MS
sensi1ivc phcnotypt! muy bt! causcd by a lass or dccreasc 
of GSI an<l/or OSI 1 activitics. Strains CE2 and CEJ (Nocl 
et al. 1984) wcrc mutagcnh~cd with 1ransposon Tn5 ar Tnj 
mob (scc Matcrials and mcthods). Km' dcrivativcs werc 
scrccncd far .MS scnsitivity on mininml medium platcs con
taining 5 or 10 _g/111! of the inhibitor. About 0.1% of thc 
Kmr mutants wcre MS\ This vcry high ratio may indicatc 
a high numbcr 1Jf genes in\'olvcd in MS mctabolism, ar 
nanrnndomn Tn5 inscrtion. TllC lattcr is unlikcly :1s thc 
rangc of auxotropl1s produccd aflcr Tn5 mutagcncsis af 
R. phaseo/i suggcsts that Tn5 inscrtion is random (Ucringcr 
et al. 1978; Noel'ct al. 1984). Two typcs of MS' mutants 
wcrc distinguished; onc that complctly failcd to grow on 
5 g/ml of the inhibitor (strains CFN2012, CFN2017) and 
;rnothcr tlwt w;ts Jcss scnsitivc (strnins CFN2014, CFN2018, 
CFN2011, CFN2013 and CFN2026), see Table 2. 
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Tuhlc 2. Scnsitiyity t_o.,mcÜ1_ioniil.~ su!l:o_~imiri~ -,~nd :1.Ctivitics of GSI and GSI 1 :md nilrngcnasc of MS' m~wnts 

:'l:1ss ·s1r:~iO a·ra,\,111-· Trnnsvcrasc :.1ctivity Nitrogcnasc 
% 

MM ~IM' MS 5 ¡1g/rnl MM' MS 10 Jlg/ml OSI GSll 

Wild typc CE:i + + 
l CFN20t4'' :+ ± 

CFN:?Ol8 
-'jr CFN2013' + ± 

CFN2026 

111 . CFN2012 +· 

IV 
CFN_2017, 
CFN2011. + 

Not dctcctcd 

'.Gt!llC'IÍCu/ c/1m·ac1eri=ati01{ of mu1w11s 

Plasmid pJB3, a Km-sensilivc dcriva1ive of R68.45 (Brewin 
-~et al. 1980), was uscd 10 .. mobilizc the knnamycin rcsistnnce 

(Tn5) from tl1c mutants to stmins CE2 or CE3. Transconju
gants nppcarcd ata frcqucncy of 1 o- 6 or lo-~ pcr rccipicnt, 
dcpcnding on whcthcr the donar strnin carricJ Tn5 or Tn5 

- mob, rcspcctivcly, and wcrc ali h1S•, indicating tlrnt thc MS .. 
. mutations wcrc causcd by Tn5 inscnion. 

~ Physica/ /ocali:a1in11 of Tn5 

Strain CFN42 harbors six plasmids (a-f, sec Fig. 1): plas
mid p42d has bccn shown to carry tlm~c copies of thc 11({/I 
gene (Quinto et al. 1982). Strains curcd of this plasmid lose 

- thcir nodulation capacity and rcgain it upon rcintroduction 
of p42d (Palacios el al. 1983; Lcemans el al. 1984). p42d 

· thercforc is callcd thc Sym plasmid. Al1 !\'fs~ CFN42 <lcri,·a-
.. _ ti\'CS were found to ha\'C a plasmid pattcrn idcnticul to 

tlmt of CFN42 (data 1101 shown). J-lybridiza1io11 of such 
plasmid pattcrns against np.Jabdcd pl3R322:: Tn5. Jocatcd 
thc Tn5 inscrtion in thc chromosomc in most of1hc nrntants 
(CFN20l l, CFN202l, CFN20l 2. CFN2017. CFN20l4. 
CFN201S) :1nd on plasmid p42c in strains CFN2013 und 
CFN2026 (Fig. 1). Similar hybridil<.ttion uf rcstriction pat
tcrns of 1;·c0Rl-digcs1cd total DNr\ showc<l tlrnt ;lll mutants 
conlain a singk copy ofTn5 (data nol shown). 

G/111a111im.• .\y11tlu·1ase c1c1iri1it!s ami sy111hio1ic propcrlit!S 
of .lis~ 111r.tc11iis 

Thc GSJ and GSII lransfcrasc activitics and thc ;1bilitv to 
, .. ,' nodulatc and fix ni1rogen 011 roots of P. rulgaris wcrc d~tcr

mincd for ali mutants. Table 2 summ;1rizcs thc rcsults. \Ve 
could distinguish four phcnotypic classcs: Class I mutants 
CFN20l4 and CFN20l8 IHl\"C rcduccd lcvcls of GSI and 
GSll activitics. Thc symbiotic propcrtics of thcsc mutants 
al so ha,·c hccn altcrcd: thcy induce fcwcr noduli:s, which 
are white. small, an<l lack nitrogcnasc activity. Class JI mu
tanls CFN2013 and CFN2026 havc wild-lypc kvds ofGSl 
an<l GSII uctivitics, thcy do nodulatc but tildr capacity 
to lix nitrogcn has bccn !-iignilkantiy rcduccd (lcss than 
20% of normal acctylcnc rcduclion). In thcsc mutants, Tn5 
is locatcd on plasmid p42c. Similar rcsults wcrc obscrvcd 
with a Ms~ Kmr trnnsconjugant obtaincd by mobilizing 
Tn5 from strain CFN2013 to strnin CE2 (daw not shown), 
índic11ting that this phcnotypc is causcd by thc Tn5 inscr
Lion. Class lll mulanls CFN20l2 and CFN20l7 havc no 

+ 
± 

± 

:¡: 

f ~ 
e ~ 

d -> 

e ~ 
a.b-> 

1.40 6.30 

0.60 o.:io 

t.25 5.60· 

!.JO ND 

1.60 6.05 

100 

NO' 

5-15 

100· 

100 

CFN 42 CFN 2013 CFN 2026 CFN 2025 

b b b b 

Fig. J. Locali7.;1tion or Tn5 illSL'rlioll 011 plasmid p-12c in llllll'1lllS 
CFN'.::013 and CFNJ026. PJ;1~mic.ls from ~1rains CFN...J::!. CF~201J. 
Cí-"N.2026 anc.I CFN2025 (a CFN.'.::013 dcri\':itivt! curL'd uf plasmiU 
Syl11) \\'t!l'C ~craratt!d 011 n. 7% Ol!;ill"mC ,gds ~1ccording to lhc Eck
hardt procC'dUrL' (Ecklwrc.lt 1978). gds \\l'r.: staincd \\Ílh cthidium 
hrnmidc (lancs a) bJ01tcc.I inlo 11it10.:cllulosc liltcrs anU h)bridizcll 
with -'=P-labclcd nitrncclluklsc liltt•rs and hyhridized with ·'=P-la
bdi:d pBr322: :Tn5 (l:incs b) 

Jctcc1ablc GSII aclivity but rctain wild-typt.! GSI acth·ity; 
nodulation and nitrogcnasc activitics in thcsc strnins are 
similar to thc wild typc. Class IV mutant CFN20l 1 has 
wild-typc GSI and GSII activitics. no<lulatcs and fixcs nitro· 
gen in a 1m111ncr indistinguishablc from the wil<l typc. 

Furthf!r chm·ac1eri=atio11 of c/ass l muttml.\' 

Thc f'act that class l mutants havc rcduccd Jcvcls of GS 
activitics and are unablc lo fix nitrogcn suggcsts, that thc 
mutation is in a gene thc product of which is involvcd in 
rcgulation of both ammonia assimilation and symbio1ic ni
trogcn Jixation. To charactcrizc thcsc mutations furthcr, 
wc isolatcd a Km-rcsistant clone from a bank ofCFN2018 
DNA construclcd in pBR32S. Tl1c resulling hybrid plasmid 
pGE2 carries an l S kb EcoRI fragmenl including lhc Tn5 
inscrtion. pGE2 was usl!d as a hybridization probc lo isolatc 
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Flg. 2A-C. Hybridizmion of tOla] DNA digcsts of ~trains CFN2014 and CFRN2018 with.'pS~17 ... und pBi~322; ;Tn~ ~l~st~ids a~ 
probcs. CFN42 (l}, CFN2014.(2) an~ CFN20l8 (3) tott1_l Dl\'As·,w~rc digcstcd with EcoRI ~\ 1 C·:md BamHI B.· DigcSts wCrc· scpafa1cd 
on 0.8% agarose gClS and tr.insfcrcd to nitroccltulcisC',filtcfs. Blots wcrc h)•bridizcd with labclcd .~::P-pBJU22:'":Tn5 A, n und. with 
"P-pSM7 C .. 

p 42 d 

p 42 o 

A 

Mf "'' ~ ~ j . • 

~;;a 
- ' '. .. 

B 
4 

"13Kb 

2,2 K b 

Fig. 3 A, B. I·f )bridiz:ttion of plasmids p·L?a amf p.J2d wi1h pla!'mid 
pSM7. Pl:ismids frl1m strilins CFN·'2. wcrc scp;1rn1cd on O.i% 
agarosc gds nccortfing lo Hirsh et :ll. (1980}, ~laincd with cthidium 
bromidc A-t. transfcrcd to a nitroc1.•llulosc filtcr :in<l hvhridi1.cd 
with np.J:.tbded pS~17 .\-2. EwHI Ji~l'!>b uftot:ll DNA ~fs1rnins 
CFN42 B-1. C.5SC1pl t: U-2. CSSCt B-3, ;ind CFN2001 ll-4 wcrc 
scparatcd on 0.8'% :1garosc gds. bll1ttcd onto ni1roccllulosc filler 
and hybri(li7cd with ·1='P-labclcd pSM7 pbsmids 

thc wild-typc scqucncc from a gcnomc library of R. plwsco/i 
CFN42 DNA c0ns1ruc1cd in phagl! I059 (Calva et al. un
publishcd). This scqucncc was rccloncd inlo pBR329. Thc 
rcsulting plasmid pSivl7 contains a l3 kb EcoRl inscrt. This 
plasmid hybridizcs both in CFN2014 :ind CFNWl8 ll"ith 
the 18 kb EcoRl frngmcnt carrying Tn5 (Fig. 2), indicating. 
thc in thc l\\'O str:1ins thc mutation is locatcd in thc samc 
EcoRJ fragmcnt. Furthcrmorc, hybridization of a Baml-ll 
rcstriction pattcrn of thcse mutants with pBR322: :Tn5 
(Fig. 2B) also indicatcs that Tn5 is locutcd in thc samc 
BamHI fragmcnt, and that thc inscrtion sitcs are approxi
mately 0.2 ar 0.8 kb ap:irt. 

fiasmid/iSXi7 hybridi=es 1ri1/1 plasmid'f j;42{1-a11d p.f2d 

\Vhcn an EcoRI digcst of CFN42 was hybridizcd with 
pSM7 and autoradio,graphy was carricd out for 5 days in
stead of 18 h, wc found tlrnt in addition to thc 13 kb chro
mosomal band, thrcc othcr bands hybridizcd with pSM7 
(Fig. 3 BJ). Thcsc thrcc hybridizing fragmcnts are dcrivcd 
from plasmids p-12a and p42d. :15 shown by hybridization 
of pSM7 to a plasmid pallcrn of CFN42 and to :111 EcoRI 
digcst of a CfN42 dcrivmivc curl!d of plnsmids p-t~a and 
p42d (Fig. JA, B4). Hybridization or pSM7 and with p-12a 
and p42d is not duc to \'cctor hybridization as in an control 
cxperimcnt pBR329 did not hybridizc to un EcnRI rcstric
tion puttcrn of CFN42 (U:itu 1101 slwwn). \Ve thcn Uctcr
mincd which Of thc EtoRl fragmcnts dt:ri\'cd from p42d. 
An EcoRI digcst of Agrobac1crium C5SCt containing pJ 12 
(a p42d derivative c::1rrying a Tn5 inscrtion Noel et al. 1984) 
was hybridizcd with pSM7. l-Jon10Jogy with p...i2d is prescnt 
in a 2.2 kb EcoRI fragmcnt (Fig. J 02). 

Discussion 

\Ve isolatCd Tn5 inscrtions in R. plwseoli CFN42. \\hich 
cause :1 MS~ phenotypc, to im·cstigatc whethcr both ammo
nia nssimilntion and nitrogcn fixation are controllcd via 
a common rcgulatory mcchanism. \Ve distinguishcd four 
phenotypical dasscs ofMS' mutants. In 1wo oftlwsr:, gluta
minc syn1hesis has becn <1llcrcd. Class 111 111u1ants, havc 
lost GSII trnnsfcrasc activity, but rema in Fix .... Thcir phc
notype suggcsts lhat thcy could hmc insertions in 1hc g/11A 
GSll structurnl gene or in a rcgulatory gene, thc product 
of which is rcquircd for OSI 1 activity but not for nitrogcn 
íh:ation. Thcse results agrcc wilh prcviously rcporlcd Rhi=o
/Jium spp mutants in which loss of GSJJ activity docs not 
resull in :i Fix- phcnotypc (Ludwig 1980). 

Class l 111u1<1nts havc low Jcvcls ofGSI an<l GSll activi
tics and in addition are urwblc to fix nilrogcn. Nodulcs 
producc<l by thcsc mutants are smallcr nnd whitc, similar 
to thc nodulcs produccd by R. nwli/O/i mutants in thc ni/A-



likc rcgulatory gene (Zimmcrman et al. 1983). This suggcsts 
- tlmt thc mutations :.1rc in a gene in\'olvcc.I in rcgulation of 

both ammonia ussimilation and nitrogen lixation. Thc 
chromosomal rcgion carrying thcsc mutations shows ho
mology with plasmids p42a and p42d. Thc homologous 

- scqucnccs on p-12a urc not involvcd in symbiosis, as a 
CFN42 dcrivative cured of p42a nodules fixcs nitrogen in 
a manncr indistinguishable from the wild-type strain (Lec

.... 1nans et al. 1984). Thc EcoRl chromosomal fragment 
- cloncd into pSM7 is 13 kb long, thus it is quite possible 

thal the homology we dctected in p42d is not duc to thc 
gene mutatcd in CFN2014 and CFN201S but to adjaccnt 

,.- scqucnccs. Cloning and sitc dircctcd mut:.igenesis ofthc cor
rcsponding p42<l scquencc will aUow an investigation of 
whcther it is involved in symbiosis. In K. p11eumo11iae mula
tions i11111rA or in 111rC genes alter both GS and nitrogenasc 

""" cxprcssion (!vJerrick 1983; Espín et ni. 1981; de Bruijn and 
Ausubcl 1981). Our clnss 1 mut:.111ts have :.i phcnotypc simi
lar to 111rA - or 111rc- K. pncumo11iae 111utants. By Southcrn 
analysis using tllc K. ¡mcumouiae 111rC gene us a probc 

-•(pMMl2, Espin et al. 1982) wedctcctcd two rcgions ofho
mology in CFN42, onc ofwhich is prcsent on p42d (unpub-

• lished rcsults). HowcYcr, thcsc rcgions do not corrcspond 
to the squcnccs carrying thc nrntation in strains CFN2014 

- and CFN201S, nor to its homologous scqucncc on p42d, 
, indicaling that thc gene mutntL·d in class I mutants is not 
structurally homologous 10 llfrC. Expcriments conducivc 

_to thc expression of this R. pltaseoli rcgulatory gene in K. 
¡me11mn11iae will allow us to invcstigatc whether it is func
tionnlly related 10 thc 111rA or the 111rC rcgulatory genes. 

Class JI mutnnts CFN2013 and CFN.2026 carry mutu
tions 011 plasmid p-1.:!c which impair nitrogcn lixation. Sym
biotic mutants ofCFN42 isolatcd by rnndom Tn5 mutagcn
csis wcrc found to be located in thc chromosome or in 
thc symbiotic plasmid p...J2d (Noel et <11. 1984). Yct :.111other 

-- plasmid, p42:c, is im·oivcd in symbiosis. since a CFN42 dc
rivmive curcd of this plasmid shows rcduccd nodulation 

· :.md nitrogcn lix:uion (J. Lcc111:111s. personal communica~ 
tion). Taken togctht!r tl1csc da1~1 show that genes involvcd 

·in symbiosis are Jocatcd in four diffcrcnt replicons in 
CFN42: in thc chromosomc allCI in plasmids p42c, p42d 

· and p42c. In CFN20l 3 and CFN2026 thc acth·ities of GSI 
or GSll are not altered. Al present thc nature of thesc 

··mut~tions is unclcar. wc do not know whether thcy are 
involved spccilically in symhiosis or whcther thc mutations 
·~lrc in genes cxcning a plcitropic effect on nitrogcn lixation. 

Class IV J'vlS5 mutants do not affecl gh1taminc symhcsis 
'or nitrogcn lixation. Thercf'ore thc MS~ phcnotypc of thcsc 

.. ,mutants mighl r~sult from an incrcascd upt;.1kc or from 
inability or rcduccd capacity 10 degrade 1hc inhibi1or. 

Thc experimcnts prcsented do not rule out thc role of 
GSl and/or GSll thcmselves in thc rcgulation of 11~{ genes 

___ in R. phaseoli. As thc mcthod 11sc<l did not produce muta
tions in thc structural gene for GSJ, and although it did 

.produce mulanls thal havc lost GSJI activity. \\'C hnvc not 
dcmonstratcd th:.n they contain inscrtions in thc structural 

~gene for GSII. \Vhat wc h.ivc shown with dass 1 mutants 
is thal therc are genes in R. plwseo/i that are invo)ved in 

0 both ammonia <issimilation and nitrogen fixation; whcthcr 
thcsc genes are analogous to thc ntr ,genes describcd in K. 

·~~pneumo11iae rcmains an open qucstion. 

'.4ck1101rfedg<•mc111s. \Ve tlrnnk J. Lccmans and L. Sé'go\'Ía for nssis. 
_1ancc in prcp;iring thc m:inuscript, Y. Pcrnlta ¡¡nd 11. de la Vcg;i 

233 

for lechnical hclp, :md C. Hcrní111dcz f~r typing thc nrnnuScript. 
Wc ;1rc also indcbtcd to E. Culva and' M. Girnrd· for provision 
of thcir plu1gc librnry. 

Hcfcrcnccs 

Render Rr\, Jansscn KA, Rcsnick AD, Blummcnbcrg M, Foor 
F, Mag:mmik B (1977) Biochcmical paramctcrs of glutaminc 
synthctasc from Kl<•bsiella t1erogem·s. J Bactcriol 129: 1001-1009 

Bcringcr JE, Bcynon JL, Buch.anan.\Volh1ston A V ,Johnston A \VB 
(1978) Transfer ofthc drug-rcsistancc transposon Tn5 to R/zi:o
biwn. N:lturc (London) 276:633-634 

Beynon J. Cannon M, Budmn:m-\Vollaston V, Cannon F (1983) 
Thc nif promotcrs of Klehsiella p11e11mo11iae ha ve a ch:uactcristic 
primary struclurc. Ccll 34: 665-675 

)foyer HB. Roulland-Dussoix D (1969) A complcmentation analy
sis of thc rcstriction and modilication of DNA Escherichia coli. 
J Mol Biol 41 :459-472 

Brcwin NJ, Bcringcr JE, .Johnston AWB (1980) Plasmid-mediatcd 
lransfcr oí host-r:mgc spccilicity bctwccn two strains oí Rhi:o
bium lt•g11111i11osar11111. J Gen Microbio! 1:!0:413-420 

de Bruijn FJ, Ausubcl FM (1981) Thc cloning rmd tramposon 
Tn5 mut:lgcncsis of thc g/nA rcgion of Klebsiel/a p11c1mw11iae: 
Jdcntiíication oí g/11R, a gene involvcd in thc rcgulation of thc 
nif and lwt opero ns. ~1ol Gen Gen et 183: 289-297 

de llruijn FJ. Ausubel F:vl (1983) Thc cloning and clrnrnctcri7.ation 
oí !he g/11F {111rA) gene of A'l<•bsh•l/a p11c11mo11iae: Role of ~/11F 
(111rA) in thc rcgulation of nitrogcn lixation (nff) .ind othcr 
nitrogcn :1ssimilation !;enes. Mol Gen Gcncl 192:342-353 

Buchanan-Woll:1ston V, C:mnon MC, Bevnon JL, C:mnon FC 
{1981 n) Role of thc 11({A gé'ne produc""t in thc rcgulution of 
11{fcxprcssion in J...'f,·h1h·lla ¡111t•11111m1hze. Nttturc 194:776-778 

Buclmnan-\Voll:1ston V, Cannon MC, Bcynon JL, Cannon FC 
(1981 b) Use of cloncd nif(nitrogcn lix:.ition) DNA to invcsti
g:Hc tramcriptional rcgulatlon of 11({ exprcssion in Klebasiella 
¡me11111011iae. Mol Gen Gcnct 184:102-106 

CO\·urrubins L, Bolivar F (1982) Construction ;md charactcrization 
of new doning vehidcs VI. Plasmid pBR329, a ncw derivativc 
of pHR32S lacking thc 481-basc pair in verted duplication. Gene 
t7:79-S9 

Darrnw R1\, Knotls RR ( 1977) Two forms of glutaminc synthctasc 
in free.living root-nodulc bnetC"ria. Biochcm Biophys Res Com
num 7S: 554-559 

Dixon R, Eady RR, Espin G, Hill S, h1ccarino M. Kahn D. Mcr
rick M (19SO) Anal,y!'.>ÍS of rcgulation of Klt'bsiel/a ¡me11111011itu.• 
nitrogcn fixa1ion (11[/) gene cluster with gene fusions. Nnture 
186: 118-132 

Dixon R. Alvare1.·~forah:s A, Clemcnts J, Drummond M, Mcrrick 
M. Poslfl:llC J R (1984) Trnnscriptional conlrol of thc nif rct;u
Jon in Kh•h.1if.'!lt1 p111•11111011im . ., ln: Vccgcr C, Newton \VE (cds) 
Ad\'anccs in nitrogcn lixation rcsc:irch. Nijhoff/Junk Pudoc, 
\Vagcningcn, p 635-·642 

Drummond M, Clcmcnts J, Mcrrick M. Dixon R (1983) Positivc 
control and :iutogcnous rcgulation of thc nifLA promotor in 
Klehsie//a ¡mt•um<miae. Naturc 301 :302-307 

Ecklrnrdl T (1978) A r:ipid method far thc idcntific:1tion oíphismid 
deoxyribonucldc acid in bacteria. J>l:1smid 1: 58+-588 

fapin G. Al\':lrcz-tvloralcs A. r-.-lcrrk·k M (1981) Complcmcntation 
analysis of g/11..f·linkcd nrnta1ions which affcct ni1rogc11 lixation 
in Kkb.rJclla pm•11111011im•. Mol Gen Gcnet 184: 213-217 

Espín G. Alrnrez·Moralc" :\, Cannon F, Dixon R, Mcrrid: M 
(1982) Cloning of !he .i;/11A, Jlfr/J und 111rC genes of Klebsit•lla 
pm•unwniae :rnd studics oí thcir rnlc in rcgulation of 1hc nitro
gcn fixation (ni/) gene cluster. Mol Gen Gcnct 186:514-524 

Hill S, Kcnncdy C, Kavanagh E, Goldberg RB, H:rn:rn R {1981) 
NilrOJ.!Cll fix:11ion gene (11ifL) irwolved in oxygcn rcgulation of 
nitrogcnasc synthcsis in Kll'b!-.idla ¡mc1mwuiae. Naturc 
290: 424-426 

llirsh PR, Van Mont:.1gu M, .lohnston AWB, llrcwin NJ, Schcll 
J (1980) Physical idcntific;ition ofbactcriocinogenic nodulation 



234 

nnd othcr plasmids in strnins of Rhi:ohi11m kg11mirws11rum. J 
Gen Microbiol 1::?0:403-412 

Holstcrs M. Silvot B, Vun Vlict F, GcnCtcllo C, De-Block M, 
Dh:1czc P, De Pichcr A, lnze D, Englcr G, Villarocl R, Vun 
f\'fonlagu rvf, Schcll J (1980) Thc functionnl Of!,?ltnization of 
thc nopalim: A. 1wmfttcit•1ts plasmid pTi C58. PlasmiJ 
3:212-230 

Kcnncdy C, Cannon F, Cannon M, Dixon R, Hill S, Jcnnscn 
J, Kumar S, M:1cLcan P, Mcrrick M, Roboson R, Postgatc 
J (1981) Rccent :1dvances in thc gcnelics and rcgulation ofnitro
gen fixation. In: Gibson AH, Newton \VE (cds) Currcnt pcr
spectivcs in nitrogen fixation. Australinn Acadcmy ofScicnccs, 
Camberr<t, pp 146--l 56 

KomJorosi A,S\'ab Z, Kiss GB, Dixon RA (1977) Ammonia assim
ilation and nitrogcn fix;ition jn Rhi:ohium mdiloli. Mol Gen 
Gcnel 151 :221-2::?6 

Lccm:ms J, Sobcron G, Ccvallos MA, Ferm111dcz L, Pardo MA. 
de la Vega 1-1, Flores M, Quinto C, Palacios R (1984) General 
organi.mtion 0f Rhi:obi11111 pl1tm10/i nif plasmids. In: Vccgcr 
C, Ncw1011 \VE (cds) Adrnnccs in nitrogen fixation resean.:h. 
Nijhoff/Junk Pudoc, W:igcningcn, p 710 

Ludwig R (1980) Rcgulation of Rhi:ohium nitrogcn fixation by 
thc unacknyl:1tcd·1;Iutaminc synthct~sc 1 systcm. Proe Na1I 
Acud Sci USA 77:5817-5821 

Ludwig RA, Singcr ER (1977) Glutamine synthctasc and control 
of nitrogcn li>.ation in Rlti:ohium. N111urc (London) 
267:245-248 

Mcrriek l\·t ( 1983) Nitrogen control of the n(f regulation in K/eb
:r:iclla p11cu11w11h11•: Involvcmcnt of1hc ntrA gene une! nnalogies 
betwecn ntrCand nifA. EMBO J 2:39-4-J 

Mcrriek ti.f, Hill S, Henncdc H. !Iahn M. Dixon R, Kcnncdv 
C { 1982) lh·prcsor propcrties of thc 11ifL gene product in Klcb
siclla pncunwnicu'. :..·1ol Gen Gcncl tS5:75-81 

Nocl KD. s~111ehez A, Fern:rndcz L. Lcemans J, Ccvallos ~tA 
(1984) Rhi:obium phmt•o/i symbi1..1tic mulants with transposon 
Tn5 inscrtions. J lfactcriol J58: 1~8-155 

Ow D\V, Ausubd FM (1983) Regulation of nilrogcn mctaboli:;in 

genes by 11if.-I gene producl in J\lch,,it•l/a ¡mt•uuw11iac. Naturc 
301 :307-313 

Palacios R, Quinto C, de 1:1 Vcgu H, Flores M. Fcrn:rndcz L, 
Hcrm111dcz M. JJalh1do T, Sobcron G (1983) General organiza· 
tion of nitrogcn fix:1tion genes in RM:ohi11111 ph<lJ<'oli. In: Pühler 
A (ed) Molcculnr gcnctics of thc bactcria-pl:mt internction. 
Springcr, Berlín Heidelberg New York, pp 164-168 

Quinto C, de la Vega H, Flores M, Fcrnandez L. Ball:1do T, So
bcron G, Palacios R (1982) Reitcration of nitrogcn fixation 
gene scquenccs in Rlri=obi11111 plm.\eoli. Naturc 299:724--726 

RobcrLs GP, Brill \VJ (1981) Gcnctics and regulation of nitrogcn 
fixation. Annu Rcv J\licrobiol 35:207-235 

Simon R, Pricfer U, Pühlcr A (l 9S3) A hro:1d host r:rngc mobili7a
tion syslcm far in vi\'o gcnetic cnginccring: Trnnsposon mutuM 
gcncsis in gn1111 nc~;ttive bacleri:1. Biotcchnol 1: 784-791 

Sobcron X, Cobarrubi11s L, Bolivar F (1980) Construction and 
charnclcrization of new doning vchiclcs JV. Dclction dcriv:1-
ti\'cs l1f pBR322 :ind pBR327. Gen 9:287-305 

Sommerville JE, Kahn !\f L (1983) Cloning (1f1he glutaminc sy111hc
tasc 1 gene from R/ii:ohi1111r n"'/i/01i. J Bac11..•riol 156: 168-176 

Szelo \V\V, Zimmcrman JL, Sundarcs:m V, Ausubcl FM (1984) 
A Rhi:t1bi11m lllt'lilori symbiotie rcgul;1tory gene. Ccll 
36: 1035-1043 

Vcrnrn DPS, Long S ( 1983) Thc molecular biology of Rhiwbium
legumc symbiosis. In: Jcon K (cd) lntcrnationul rc\'iew of c)'to
Jogy, suppl 14. Acadcmy Pn:~s. Ncw York, p 211-145 

\V:tcck T, Brill WJ {1976) Simple, rapid assay far scrcening nitro
gcn fixing ;1bility in :;oy-bean. Crop Sci 16:519-522 

Zimmernrnn JL, Szcto WW, Ausubcl F!\f {1983) !vtolccular ch:trnc· 
lcriz:11ion of Tn5-induccd !'.)'mbiotie Fix- ·mutants of Rhi:o
hi11111 mdilori. J lfaclcriol 156: 1025-1036 

Communicatcd by J. Schcll 

Rcccivcd Febru;iry 26, 1985 



30 

Discusión 

Con el objeto de estudiar la regulación genética de las glutamino 

sintetasas 1 y 11 y su relacion con Ja fijación simbiótica de nitrógeno, este 

proyecto se inició aislando mutantes de R. /eguminosarum biovar phaseo/i 

con alteraciones en Ja síntesis de glutamina. Como se describe en el 

articulo, este objetivo se logró, ya que en dos clases de las cuatro que 

distinguimos con fenotipo MSs Ja síntesis de glutamina esta alterada. La 

caracterización posterior de las mutantes de Ja clase 111, reportadas en el 

artículo nos permitió clonar los genes ntrB y ntrC ya que encontramos que 

Ja cepa CFN2012 contiene una mutación ntrC::TnS y Ja cepa CFN2017 

contiene una mutación n trB::TnS, por lo que concluímos que en R. 

leguminosarum biovar phaseoli, la síntesis de Ja GSll y no Ja síntesis de la 

GSJ ni de Ja nitrogenasa estan bajo el control del sistema regulatorio ntr. 

Sabemos además que en R. /eguminosarum biovar phaseoli los genes ntrB y 

ntrC no estan ligados a los genes glnA ó gin// y que estan organizados en 

un operón pntrBC (Moreno et al 1992). Por otro lado aunque la síntesis de 

Ja GSI no esta bajo el control del sistema ntr, tenemos evidencia que la 

regulación de su actividad sí esta, ya que la mutante CFNZO 1 2 contiene 3 

vec_es menos proteína P11 (el producto del gene g!nB) (Moreno et al 1992) y 

tiene niveles bajos de adenilación (Noguez 1992). Al igual que en R. 

/eguminosarum biovar phaseoli,_ la fijacion simbiotica de nitrogeno en 

otras especies de Rhizobium y Bradyrhizobium, no es regulada por el 

sistema ntr, ya que el gene regulador nifA, es activado por los poductos de 

los genes reguladores FixLJ cuya síntesis es regulada por la 

concentracion de óxigeno (de Bruijn et al .1990). 

Posteriormente en mi laboratorio hemos clonado los genes estructurales 
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de la GSI (glnA) y la GSll (glnll) (Espín et al 1 988, 1991 ). Hemos también 

demostrado que además de estos genes R. /eguminosarum biovar phaseo/i 

posee un tercer gene gin T que codifica para la GSlll que posee 

características distintas a las GSs reportadas (Espín et al 1988, 1990, 

Chuirazzi et al 1992). 

Hemos construido una colección de cepas con mutaciones en cada uno de 

los genes etructurales de las tres glutamino sint:etasas. 

glnA y su producto la GSI. 

El gene g/nA, se clonó por complementación de cepas gin A- de K. 

pneumoniae con un banco de genes de R. leguminosarum biovar phaseoli. 

este gene se expresa en K. pneumoniae a partir de su propio promotor, la 

GSI expresada en K. pneumoniae se adenila en respuesta a los niveles de 

amonio del medio de manera similar a la GS de K. pneumoniae. En la cepa 

silvestre CE3 de R. /eguminosarum biovar phaseo/i la actividad de GSI que 

se detecta en amonio limitante es similar a la que se encuentra en exeso 

de amonio, y la actividad de GSI no se afecta en las mutante CFN2012 (que 

contiene la mutación ntrC::TnS). El grado de adenilación de esta enzima es 

de alrededor del 50% en exceso o limitación de amonio. Estos datos 

sugieren que ni la síntesis ní la actividad de la GSI son reguladas de 

manera significativa por la fuente de nitrógeno. A través de la técnica de 

mutagenesis sitio-dirigida construimos la cepa SMS8 de R. 

leguminosarum biovar phaseoli que contiene la mutación g/nA::l<m. Como 

era de esperarse esta cepa carece de la actividad de la GSI. El crecimiento 

de esta cepa en medio con amonio limitante es similar al de la cepa 

silvestre, y en medio con exceso de amonio la cepa SM58 tiene un tiempo 
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de duplicación (160 min) ligeramente mayor que el de la cepa silvestre 

(140 min). 

Con respecto al papel de la GSI en la fijación de nitrógeno, hemos 

encontrado que GSI es la única actividad de GS presente en bacteroides 

fijadores de nitrógeno aislados de nódulos inducidos por la cepa silvestre, 

y no se detecta ninguna actividad de GS en bacteroides aislados de nódulos 

inducidos por la cepa SM58. Aunque la cepa SM58 tiene la capacidad de 

inducir la ·formación de nódulos en plantas de frijol de manera similar a 

la cepa silvestre, la capacidad de fijación de nitrógeno medida en los 

nódulos inducidos por ésta cepa esta reducida cerca de un 50% con 

respecto a la cepa silvestre. Un estudio histológico de la ultraestructura 

de los nódulos nos mostró que las células infectadas por la cepa SM58 

contienen menos bacteroides que las células infectadas por la cepa 

silvestre, y que los bacteroides de la cepa SMS8 contienen gran cantidad 

de granulas de polihidroxibutirato. Estos datos nos indican que aunque no 

es indispensable, la síntesis de glutamina contribuye para el 

establecimiento de una símbiosis efectiva. La síntesis de glutamina podría 

ser importante en varios estados durante el establecimiento de la 

símbiosis antes de la fijación de nitrógeno, como por ejemplo para la 

proliferación y diferenciación de los bacteroides, La reducción en la 

fijación de nitrógeno de los nódulos inducidos por la mutante GSI- podría 

deberse a la reducción en el número de bacteroides. Aunque generalmente 

se asume que los bacteroides fijadores de nitrógeno no asimilan amonio, 

es probable que se lleve a cabo alguna síntesis de glutamina, ya que ésta 

es utilizada como precursor de la síntesis de coenzimas que son 

esenciales para la actividad de la nitrogenasa. 
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Regulación de la glutamino sintetasa 11 

El gene gin// de R. leguminosarum biovar phaseoli, se identificó por 

hibridización de un banco de genes de la cepa silvestre CE3 con el gene 

glnll de B. japonicum. La expresión de este gene en E. coli depende de la 

presencia de los genes del sistema ntr. En R. leguminosarum biovar 

phaseoli la síntesis de la GSll es regulada por la fuente de nitrógeno, ya 

que se encuentran altos niveles de actividad en amonio limitante y niveles 

muy bajos- en exeso de amonio. Además las mutantes CFN2012 (ntrC::TnS) 

y CFN2017 (ntrB::TnS) carecen de la actividad de GSll. Estos datos indican 

que la expresión del gene glnll esta bajo el control del sistema ntr. Con el 

objeto de determinar el papel de la GSll en la asimilación de amonio en 

vida libre y en simbiosis, contruimos la cepa SM88 que lleva la mutación 

gln/l::Sp. El crecimiento de esta cepa en amonio limitante es ligeramente 

menor que el de la cepa silvestre. 

Con respecto al papel de la GSll en la simbiosis, sabíamos ya que esta 

actividad no se encuentra en bacteroides fijadores de nitrógeno, y que las 

mutantes NtrC- y NtrB- nodulan y fijan nitrógeno como la cepa silvestre. 

Estos datos sugerían que la GSll no tiene ningún papel en la símbiosis, sin 

embargo datos preliminares indican que la cepa SM88 que carece de la 

actividad de GSll debido a una mutación en el gene estructural, tiene 

reducida de manera significativa su capacidad para nodular. Este resultado 

inesperado sugiere que la GSll es importante al inicio del proceso 

simbiotico. El hecho de que en la cepa NtrC- (que carece de la actividad de 

GSll en vida libre) no se observa este fenotipo nos indica que si se induce 

la sintesis de la GSll durante la símbiosis, esta induccion no parece 

depender del sistema ntr. 

Aún cuando construcción de las cepas SMS8, y SM88 por recombinación de 
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los genes mutados fue relativamente fácil, en repetidos intentos tratamos 

de construir una doble mutante GSl-GSll-. sin embargo no tuvimos éxito. 

Esto sugiere que una doble mutante glnA-glnll- de R. legumonisarum biovar 

phaseoli es letal. Esto podría deb~rse a que no transporta suficiente 

glutamina para érecer. Sería interesante determinar si R. leguminosarum 

biovar phaseoli es capaz de transportar glutamina al interior de la célula. 

El gene glnT y su producto la GSlll. 

El gene gin T se identificó por híbridizacion con el locus gin T de R. 

meliloti, y por complementación de cepas g/nA- de K. pneumoniae y E. coli. 

El papel de la GSlll en R. leguminosarum biovar phaseo/i es a la fecha un 

enigma, ya que no hemos encontrado las condiciones fisiológicas donde 

esta enzima se sintetiza. por lo que la posibilidad de que glnT es un gene 

críptico no se ha descartado. Algunos datos sin embargo nos permiten 

especular sobre el papel de esta enzima. El análisis de la secuencia de DNA 

que contiene al gene glnT, nos reveló la presencia de un marco abierto de 

lectura abajo del gene g!nT, este ORF comparte homología con los genes de 

la vía de biosíntesis de purinas purBC de Baci/lus subtifis . Estos datos 

sugieren que glnT pudiera formar parte de un operón de la biosíntesis de 

purinas. La GSlll podría sintetizar glutamina específicamente para la 

biosíntesis de purinas. 

Recientemente contruimos una cepa con la mutación glnT::Sp. La 

caracterización de esta cepa sin duda contribuirá a exclarecer el papel de 

la GSlll en R. feguminosarum biovar phaseoli. 
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Sigificado de múltiples GSs en Rhizobium. 

En resumen los resultados presentados nos revelan la presencia de tres 

genes de GS en R. leguminosarum biovar phaseoli, El significado de 

múltiples isoformas de GS en Rhizobium que son bacterias expuestas a tan 

diversas condiciónes fisiológicas como lo son el suelo, y las células de la 

planta no esta aún claro, sin embargo con base en los resultados obtenidos 

me gustaría proponer que en R. leguminosarum biovar phaseoli, la GSI es 

una enzima con función "housekeeping", ya que esta presente en niveles 

bajos constitutivos en todas las condiciones analizadas, tanto en vida 

libre como en bacteroides, que la GSll funciona preferentemente en 

condiciones de limitación de nitrógeno en vida libre o de microaerofília, 

como podrían ser en el hilo de infección en el ínicio de la nodulación. La 

GSlll como ya lo mencioné podría funcionar para proveer glutamina para la 

síntesis de purinas o en algún paso durante el proceso simbiótico. 

Con respecto al papel de las GSs en otras especies de Rhizobium y 

Bradyrhizobium en la simbiosis, como ya lo mencione en la introducción 

la nodulación y la fijación de nitrógeno en cepas gin A- y gin//- de R. 

meliloti y B. japonicum parecen ser normales lo que sugiere que ni la GSI 

ni la GSll son esenciales, sin embargo la síntesis de glutamina parece ser 

importante durante este proceso ya que en B. japonicum una doble mutante 

glnA-gln/1- es un auxotrofo de glutamina y es Nod- (Carlson et al 1987) 

mientras que en R. me/iloti, una doble mutante no es auxotrofo de 

glutamina en ciertas condiciones y tiene un fenotipo Nod+Fix+(Somerville 

et al 1989). La síntesis de glutamina por las diferentes GSs parecería aún 

más importante en R. leguminosarum biovar phaseoli, ya que a diferencia 

de R. meli/oti y B. japonicum, mutaciones en glnA, y gin// disminuyen sus 

capacidades simbióticas. Esta diferencia podría estar dada por la 
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incapacidad de R. /eguminosarum biovar phaseoli, de tomar glutamina del 

medio (si fuera el caso). No debemos olvidar que la infección puede ser 

iniciada por unas cuantas bacterias que se multiplican dentro de la planta, 

primero en el hilo de infección y después dentro de las células infectadas, 

y que los nutrientes para esta proliferación debe proveerlos la planta. 
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