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Resumen 

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli ¿Una bacteria simbiótica o 
patógena?. Una mutación en g/nT hace la diferencia. ( 1993) Gusmán 
Aparicio, J. 

Las bacterias del género Rhizobium forman interacciones simbióticas 
con plantas leguminosas. Esto resulta en la formación de estructuras 
especializadas, llamados nódulos, en los cuales la bacteria se 
diferencia en bacteroides y fij<>n nitrógeno. El amonio producido por los 
bacteroides es exportado a las células de la planta donde es asimilado. 
La planta suple de fuente de carbono D la bacteria pma satisfacer las 
demandas de alta energía ds la fijación de nitrógeno. Otra 
característica ele las c:srecies -:le P.hízobium es que tienen dos 
isoenzirnas de glutarnino sintetasas: GSI, parecida a las glutamino 
sintetasas de enterobacterias, y GSll, similar a las GSs de eucariotes. 
En RfJízobium ml~liloti y Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli se ha 
demostrado la presencia del gene glnT que codifica para una tercera 
glutamino sintetasa llamada GSll!. El gene glnT de R. /. p/Jaseoli es 
expresado en Kle/Jsiel/a pneumoniae a partir del promotor del vector, 
sin embargo no se detecta actividad de GSlll en bacterias de R. l. 
phaseo/i 8n vida libre ni en bacteroides. En este trabajo se reporta la 
construcción y caracterización de la cepa JG6 de f-1. l. l1iovar phaseoli 
que lleva la mutación glnT::sp. Se encontró que la cepa JG6 tiene un 
fenotipo patogénico ya que la inoculación de cultivos de esta cepa a 
raíces de Phaseolus vulgaris fue no.siva para P.I crecimiento de la 
planta. El efecto de la cepa JGG se debe a la secreción de un 
compuesto(s) tóxico. También se encontró que_ glnT es expresado en 
cultivos de R. l. phaseolí en fase estacionaria. 

Vo.Bo. 

Dra. Guadalupe Espín O. 
Asesor. 
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Resumen 

Rhizobium /eguminosarum biovar phaseoli ¿Una bacteria simbiótica o 
patógena?. Una mutación en glnT hace la diferencia. 

Las bacterias del género Rhizobium forman interacciones simbióticas 
con plantas leguminosas. Esto resulta en la formación de estructuras 
especializadas, llamados nódulos, en los cuales la bacteria se 
diferencía en bacteroides y fijan nitrógeno. El amonio producido por los 
bacteroides es exportado a las células de la planta donde es asimilado. 
La planta suple de fuente de carbono a la bacteria para satisfacer las 
demandas de alta energía de la fijación de nitrógeno. Otra 
característica de las especies de Rhizobium es que tienen dos 
isoenzimas de glutamino sintetasas: GSI, parecida a las glutamino 
sintetasas de enterobacterias, y GSll, similar a las GSs de eucariotes. 
En Rhizobium meliloti y Rhizobium /eguminosarum biovar phaseo/i se ha 
demostrado la presencia del gene glnT que codifica para una tercera 
glutamino sintetasa llamada GSlll. El gene glnT de R. l. phaseoli es 
expresado en Klebsiella pneumoniae a partir del promotor del vector, 
sin embargo no se detecta actividad de GSlll en bacterias de R. l. 
phaseoli en vida libre ni en bacteroides. En este trabajo se reporta la 
construcción y caracterización de la cepa JG6 de R. l. biovar phaseo/i 
que lleva la mutación glnT::sp. Se encontró que la cepa JG6 tiene un 
fenotipo patogénico ya que la inoculación de cultivos de esta cepa a 
raíces de Phaseo/us vu/garis fue nosiva para el crecimiento de la 
planta. El efecto de la cepa JG6 se debe a la secreción de un 
compuesto(s) tóxico. También se encontró que glnT es expresado en 
cultivos de R. l. phaseoli en fase estacionaria. 



Introducción 

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium forman 
asociaciones t1imbióticas con las raíces de las plantas leguminosas. Esta 
simbiosis da C·.)mo resultado la formación de estructuras especializadas, 
llamadas nódulos, en Jos que la bacteria se diferencia en bacteroide y fija 
nitrógeno. Las especies del género Rhizobium asimilan el amonio para 
crecer en vida libre, sin embargo en los bacteroides el amonio producto de 
Ja fijación del nitrógeno es exportado a las células de la planta. 

La simbiosis entre las bacterias del género Rhizobium y las plantas 
leguminosas se puede ver como una complementación metabólica. La planta 
provee Ja energía en forma de fotosintato; los bacteroides sintetizan ATP 
a partir de este compuesto por medio de la respiración, que se lleva a 
cabo a bajas tensiones de oxígeno (Appleby 1984) 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 este intercambio 
(Brewin 1991, Layzell et al 1989, Mellor 1989, Minchin et al 1987, Vanee 
and Hiechel 1991, Witty et al 1986). La simbiosis entre las bacterias y Ja 
planta es regulada por el nitrógeno del medio (Strecter 1988).La presencia 
de nitrato o sales de amonio (nitrógeno combinado) en el medio afecta Ja 
simbiosis a diferentes niveles: a) sobre Ja infección de las raíces por 
Rhizobium b) sobre el número y tamaño de los nódulos, y c) sobre la 
actividad de Ja nitrogenasa. A concentraciones crecientes de amonio en el 
medio, la eficiencia de la simbiosis disminuye, hasta que a ciertas 
concentraciones la nodulación se inhibe completamente, de manera que 
cuando hay fertilizante en el suelo, no hay fijación de nitrógeno y el 
fertilizante se consume. La regulación de la simbiósis por nitrógeno 
combinado puede ser a través de la bacteria, de la planta o de ambos. 

Se ha estudiado el papel de Ja planta en el control de la simbiosis 
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 
encontrado un factor del tallo involucrado en el control que tiene el 
nitrógeno en Ja formación de nódulos. 

Recientemente se demostró que parte de esta regulación es a través 
de Ja bacteria. La expresión de genes de nodulación (nodo 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 



nodD3 y nodABC son regulados por amonio. Además, en esta bacteria el 
sistema ntr (más adelante se describe este sistema), y un locus 
cromosomal regulan la expresión de los genes de nodulación (Dusha et al 
1989). Cuando se agregan 1 O mg de nitrato de amonio por planta 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 de sulfato de amonio por planta se inhibe la 
formación de nódulos inducidos por Rhizobium etli (Espín datos no 
publicados). Recientemente se aisló una mutante de R. meliloti que nodula 
en presencia de concentraciones de amonio que inhiben la nodulación de la 
cepa silvestre (Dusha et al 1989). La selección de las 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 nitrogenado se 
conozcan y se entiendan mejor. 

Un estudio sobre la regulación del metabolismo nitrogenado en 
Rhizobium debe considerar al menos tres estados fisiológicos: a) 
bacterias en vida libre que asimilan varios compuestos nitrogenados 
dependiendo de si crecen en el suelo o en medios de cultivo en el 
laboratorio, b) bacterias creciendo activamente dentro de la planta que se 
originan de una sola célula y que alcanzan hasta 109 células hijas, estas 
deben asimilar fuentes de nitrógeno que provee la planta, y cuya 
naturaleza se desconoce, c) 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. 

Vias de asimilación de amonio en enterobacterias. 

Las bacterias de la familia enterobacteracea asimilan el amonio del 
medio a través de las siguientes vías metabólicas: 
1 .- Vía de la deshidrogenasa glutámica (GDH) que cataliza la aminación 

reductiva del 2-oxoglutarato por amonio: 

2-oxoglutarato+NH4+ ~Glutamato + NADP 

2. - Vía de la glutamato sintasa (GOGAT) que transfiere el grupo 
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amido de la glutamina al 2-oxoglutarato para formar 2 
de glutamato: 

moléculas 

2-oxoglutarato + glutamina + NADPH GOGAJ: 2 glutamato + NADP 
3 .• Vía de la glutamino sintetasa que cataliza la formación de 

glutamina a partir de ácido glutámico y amonio: 

Glutamato + NH4+ + ATP .J:ilb_Glutamina + ADP + Pi 

En altas concentraciones de amonio opera la vía de la GDH la cual 
tiene una baja afinidad por amonio (Km de 1 mM) (Magasanik 1982). 
Escherichia coli tiene una GOGAT con una alta afinidad por glutamina (Km 
de 0.2 mM) (Matzala y Zalkin 1976). La vía para asimilar el amonio, cuando 
está en concentraciones limitantes es la vía GS·GOGAT. En 
enterobacterias el uso de estas vías de asimilación de amonio es 
controlado a nivel genético en respuesta a la concentración de nitrógeno 
en el medio. 

Regulación de la Síntesis de Glutamina y de la actividad de GS. 

La glutamina, producto de la actividad de GS, tiene un importante 
papel en el metabolismo celular, ya que es el precursor de la síntesis de 
importantes compuestos nitrogenados como son: aminoácidos, purinas, 
pirimidinas, aminoazúcares, etc. (ver fig. 1 ). En enterobacterias la GS esta 
codificada por el gene glnA, que es un dodecámero de subunidades 
idénticas de alrededor de 50 kDa. La GS es una enzima regulada a nivel de 
Ja actividad y de su síntesis. 

Los mecanismos que regulan la actividad de GS son: 
a) Inhibición por retroalimentación por diferentes productos del 

metabolismo de la glutamina; b) lnactivación de la enzima en respuesta a 
la concentración de iones divalentes, y c) modulación de la actividad por el 
mecanismo de adenilación (inactivación) o desadenilación (activación) de 
cada una de las subunidades de Ja enzima (Ginsburg y Stadman 1973, 
Stadman et al 1980, Meister 1980, Rhee et al 1985, Stadman 1990). En la 
regulación de la actividad por el mecanismo de adenilación intervienen 
tres proteínas: una enzima bifuncional que es la uridiltransferasa 
/desuridilasa (UTasa) codificada por el gene glnD; la proteína regulatoria 
P 11 , que es un tetrámero de subunidades idénticas de 11 kDa codificada por 
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Fosforilación --PNH -----... r-----.~;o.minoácidos --
Oxidativa Trp 

Polisacáridos --GlcN-6-P ----... 
complejos 

His 
Asn 
Arg 
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Ca.mil-P 

Proteína 
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intermediario 

p-Aminobenzoato l . 
Í 

Nucleotidos---Acldos nuclélcos 
CTP metabolismo 
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GMP 

NADPH 

ADY Glutamina y u-cetoglutarato 

GS GOGAT 

NH3 + ATPAGlutamatoA Glutamato 

t 
GDH 

1 
NH3 + u-cetoglutarato 

Figura 1. Vfas 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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el gene glnB; y l!na adeniltransferasa que cataliza la adenilación o 
desadenilación de la GS en un residuo de tirosina en la posición 357 de 
cada monómero la cual es codificada por el gene g/nE. La concentración de 
nitrógeno disponible 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 limitado de amonio se le 
agrega un exceso de amonio la relación glutamina/2-oxoglutarato 
aumenta, lo que inicia una serie de eventos que da como resultado la 
activación de la UTasa que desuridila a la proteína P11, la que interacciona 
con la adeniltransferasa, que adenila a la GS. Cuando las células crecen en 
un medio limitado de amonio, la relación glutamina/2-oxoglutarato baja, 
lo cual dispara el reverso de las reacciones descritas: inactivación de la 
UTasa, Pu se uridila y la GS se desadenila (ver la fig. 2). 

Regulación de la Síntesis de la GS. 

En las enterobacterias el gene estructural de la GSg/nA, forma parte 
de un operón que incluye a los genes reguladores ntrB (glnL) y ntrC (glnC). 
Este operón glnAntrBC tiene tres promotores glnAp1,glnAp2 (fig. 3), 
localizados en el extremo 5' del gene y el promotor ntrBp situado en la 
región intergénica de glnA y ntrB. 

La transcripción del gene glnA a partir del promotor glnAp 2 es 
regulada en respuesta al nitrógeno disponible en el medio por la acción de 
las proteínas UTasa, Pu. NtrB, codificada por el gene ntrB, NtrC codificada 
por ntrC y el factor cr-54 de la RNA polimerasa codificado por el gene ntrA 
o rpoN. La proteína NtrB es una kinasa que se autofosforila en un resíduo 
de histidina, y transfiere el fosfato a la proteína NtrC en un residuo de 
ácido aspártico, 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 la célula (Nixon et al 1986, Albright et al 1989). 

En condiciones de crecimiento en donde el amonio está limitado, la 
UTasa que detecta una relación baja de glutamina/2-oxoglutarato, uridila 
a la proteína Pu; Pu - UMP favorece la fosforilación de la proteína NtrC por 
NtrB (Keener y Kustu 1988), y la proteína NtrC-P activa la transcripción 
de glnAp2. Cuando se agrega al medio de crecimiento un exceso de amonio, 
la UTasa convierte PwUMP en P11 la cual promueve la defosforilación de 
NtrC-P catalizada por NtrB, lo que da como resultado una disminución en la 
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Figura 2. Modificación covalente de la glutamina sintetasa (adenilación de la GS). 
UR/Utasa, Urldiltransferasa; ATasa, adeniltransferasa. 
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glnAp1 

1 rp, ntrBp 

¡ 
g/nA 

,. 
ntrB 

NTlnlB 

....... ~ Activación del regulón Ntr 

ntrC 

~NT•C 

ATP 

Figura 3. Organización genética del operón glnA-ntrBC en Eschericia col/ y Sa/monella 
typhlmurlum. La flecha sólida Indica la regulación positiva y la flecha vacía Indica 
~egulaclón negativa. 
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síntesis de la GS (Reitzer y Magasanik 1987). (ver la figura 4). 
La transcripción del gene g/nA a partir del promotor glnAp2 la lleva 

a cabo la RNA polimerasa que contiene el factor cr-54. Este factor confiere 
a la RNA polimerasa la especificidad para reconocer promotores que 
tengan una secuencia consenso específica GG-N 10-GC que se localiza 11 a 
14 pares de bases por arriba del sitio de inicio de la transcripción; esta 
secuencia se encuentra en el promotor glnAp2, y en otros promotores de 
genes que codifican para proteínas del metabolismo nitrogenado, como los 
genes de la fijación de nitrógeno (nif ) en K. pneumoniae . Los promotores 
que contienen esta secuencia se conocen como promotores ntr (Thony y 
Hennecke 1989). 

Esta secuencia consenso constituye el sitio de unión de la 
polimerasa con el factor cr-54. La proteína NrtC se une a regiones 
reguladoras localizadas en el promotor a mas de 100 pares de bases hacia 
arriba del sitio de inicio de la transcripción, conocidas como UAS (Reitzer 
y Magasanik 1986, Popham et al 1989). Estos sitios de unión para NtrC, 
tienen propiedades similares a las de los "enhancers " en eucariotes, o 
sea que pueden funcionar a larga distancia para mejorar la transcripción. 

Estos sitios de unión funcionan para unir NtrC al promotor, dan como 
resultado un aumento en la concentración del activador en la región donde 
actúa. NtrC reconoce complejos cerrados entre la RNA-polimerasa con cr-
54 y el promotor de glnA a través de un doblamiento del DNA (Wedel et al 
1990). Las asas del DNA que se forman por el contacto de estas dos 
proteínas se ha visto en el microscopio electrónico (Wen Su et al 1990). 
Para activar la transcripción, pero no para unirse al DNA, NtrC debe estar 
fosforilado. 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 1989, Popham et al 
1989). 

La transcripción a partir de los promotores glnAp 1 y ntrBp se 
efectúa por la polimerasa que contiene el factor cr-70, ya que tienen las 
secuencias consenso -1 O -35 típicas de promotores de bacterias 
entéricas. La transcripción a través del promotor glnAp 1 es reprimida por 
NtrC (Reitzer y Magasanik 1985), y es activada por AMPc y CRP. Este es un 
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e============;> NTRC !no transcriba 
NTRB apartir del 
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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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a) • 
b) 

e) 

d) 

~ NtrC-P 
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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-cr 54). c) Formación del 
complejo cerrado en complejo abierto y d) elongación del transcrito. 
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promotor débil que mantiene niveles bajos de transcripción de glnA en 
cultivos en donde el nitrógeno está en exceso y se limita de fuente de 
carbono el medio de crecimiento. 
Vía de asimilación de amonio en bacterias de la familia 
Rhlzobiaceae . 

Las especies de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son 
bacterias del suelo que al estar en simbiosis con las plantas leguminosas 
fijan nitrógeno atmosférico. En vida libre estas bacterias asimilan el 
amonio del medio para crecer exclusivamente a través de la actividad 
enzimática de la vía GS-GOGAT ya que carecen de la enzima GDH (Brown y 
Dilworth 1975, Ludwig 1980, Bravo y Mora 1988). Sin embargo, durante la 
simbiosis el amonio producto de la fijación del nitrógeno es exportado 
fuera de la bacteria y asimilado por la planta, lo cual indica que los 
mecanismo de asimilación de amonio en bacterias en vida libre son 
diferentes a los mecanismos de asimilación en bacteroides fijadores de 
nitrógeno. Otra característica de estas especies es que poseen dos 
isoenzimas de glutamino sintetasa conocidas como GSI y GSll (Darrow y 
Knotts 1977, Fuchs y Keister 1980). 

Glutamlna Sintetasa 1 (GSI) 

La GSI es codificada por el gene glnA y se parece a la GS de las 
bacterias entéricas, es una enzima oligomérica estructurada por 12 
subunidades idénticas de alrededor de 52 kDa, es estable al calor y 
regulada por adenilación (Darrow 1980). El gene glnA de R. /eguminosarum 
biovar viciae ya ha sido clonado y secuenciado (Filser et al 1986, 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 
deducidos para las glutamino sintetasas de Ana ben a, E. coli y 
Azospirillum brasilensis respectivamente. En R. meliloti (Szeto et al; 
1987), R. leguminosarum biovar viciae (Rossi et al 1989), y 
Bradirhizobium japonicum (Carlson et al; 1985), la transcripción del gene 
glnA parece ser constitutiva y la GS es también regulada a nivel de su 
actividad por el mecanismo de adenilación. En R. /eguminosarum biovar 
viciae se demostró que la adenilación inhibe la actividad biosintética y al 
igual que en bacterias entéricas la GSI se encontró altamente adenilada en 
células creciendo en un cultivo con exceso de amonio y poco adenilada en 
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células creciendo en un cultivo limitado de amonio (Rossi et al 1989). 
En R. etli antes R. leguminosarum biovar phaseoli (Segovia et al., 

1993) encontramos que aunque la GSI se adenila, el mecanismo de 
adenilación no parece estar regulado por la concentración de amonio en el 
medio de cultivo, ya que se encuentran grados de adenilación similares 
tanto en células creciendo en condiciones de limitación de amonio en el 
medio así como en condiciones de exceso (Noguez et al; 1993). Aunque la 
actividad de GSI se regula por el mecanismo de adenilación no se conocen 
bien los genes que participan en este mecanismo en Rhizobium . Un gene 
glnB homólogo al reportado en E. co/i y Klebsiella pneumoniae se 
encuentra junto al extremo 5' del gene glnA en R. leguminosarum biovar 
v1c1ae (Collona-Romano et al 1987, Holtel et al 1989), en B. japonicum 
(Martín et al 1989), y en R. etli (Espín G. resultados no publicados). El 
gene g/nB de R. /eguminosarum biovar viciae tiene un promotor ntr , y se 
ha encontrado la presencia de un transcrito g/nB- glnA , así como uno glnA 
(Chiurazzi y laccarino 1990). El gene glnB de B. 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 en la regulación de la fosforilación de NtrC. En R. etli 
mutantes con inserciones de Tn5 en el gene ntrC tienen niveles reducidos 
de la proteína P11 (Moreno et al 1992) y la adenilación está también 
reducida en estas mutantes (Noguez et al 1993). Se han aislado mutantes 
por inserción de transposones o genes de resistencia a antibióticos en el 
gene glnA que producen mutantes GSI· en R. me/iloti (Somerville y Kahn 
1983) en B. japonicum (Carlson et al 1987) y en R. etli (Moreno et al 
1991 ). Estas mutantes crecen en amonio como única fuente de nitrógeno 
debido a la presencia de GSll. 

Brown y Dilworth ( 1975) 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 existencia de dos isoformas de 
GS. En este mismo estudio la actividad de la GS de los bacteroides se 
encontró muy baja comparada con la GS presente en las células de planta. 
Posteriormente Satters et al (1989) utilizando anticuerpos específicos 
contra la proteína GSll no detectaron dicha proteína en extractos crudos 
de nódulos de alfalfa, chícharo o soya. En nuestro laboratorio se determinó 
la actividad de la GS en bacteroides aislados de nódulos inducidos por la 
cepa silvestre de R. etli y de nódulos inducidos por una mutante GSI-. En 
los bacteroides de la cepa silvestre se detectó solo actividad de GSI y en 
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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 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 nódulos por 
planta y fijan más nitrógeno que la cepa silvestre (Carlson et al1987); Ja 
mutante glnA - de R. etli hace nódulos en frijol pero fija únicamente un 
50% de nitrógeno comparada con la cepa silvestre (Moreno et al 1991 ). 

La Glutamino Sintetasa 11 (GSll) 

Esta GS está codificada por el gene glnll . La GSll es una enzima 
octamérica estructurada por subunidades de alrededor de 36 kDa, y es 
sensible a temperatura, se inactiva completamente cuando se incuba 
durante 1 hora a 50oC (Darrow 1980). El gene glnll de B. japonicum se 
clonó y ha sido secuenciado (Carlson and Chelm 1986). La comparación de 
la secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia del DNA con otras 
glutamino sintetasas, mostró que la GSll comparte poca homología con 
otras glutamino sintetasas de origen bacteriano y mayor con las glutamino 
sintetasas de plantas, como la GS de Phaseolus vu/garis y también con las 
GSs de animales, (Carlson and Chelm 1986, Shatters y Kahn 1989). En 
nuestro laboratorio se clonó el gene gin// de R. etli, la expresión de este 
gene en E. coli depende del sistema ntr (Moreno et al 1993). A diferencia 
de la GSI, los niveles de la actividad de la GSll varía en bacterias 
creciendo en medios con diferentes fuentes de nitrógreno (Darrow 1980, 
Howitt y Gresshoff 1985, Martín et al 1988, Bravo y Mora 1988, Espín et 
al 1990, Moreno et al 1992) o diferentes concentraciones de oxígeno (Rao 
et al 1987, Adams y Chelm 1988). El efecto del oxígeno y la fuente de 
nitrógeno sobre los niveles de la actividad de la GSll se ha demostrado que 
es a nivel de la transcripción del gene gln/I . Los genes gln/I de B. 
japonicum y R . meliloti tienen promotores ntr (Martín et al 1988, 
Shatters et al 1989) y su transcripción es regulada por la fuente de 
nitrógeno presente en el medio de cultivo (Martín et al 1988, Adams and 
Chelm 1988, de Bruijn et al 1989). De hecho la transcripción del gene gin// 
en R. meliloti, B. japonicum y R. etli depende de la presencia de los genes 
ntrC (de Bruijn et al 1989, Martín et al1988, 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 GSll en condiciones de crecimiento aeróbico 
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y limitado de nitrógeno pero no en bacterias limitadas de oxígeno, ni en 
bacteroides. En B. Japonicum la inducción de GSll en un cultivo limitado de 
oxígeno depende del gene nifA cuyo producto activa la transcripción de los 
genes de la nitrogenasa (Martín et al 1988). 

En R. meliloti (de Bruijn et al 1989, Somerville et al 1989), B . 
Japonicum (Carlson et al1987), y en R. etli (Noguez et al 1993), se han 
aislado y caracterizado mutantes estructurales en GSll . De Bruijn et al 
(1989) construyeron una mutante de R. meliloti con una fusión del gene 
Jaez de E. coli en el gene gin// , esta mutante (gin//:: lacZ ) es capaz de 
crecer en medio mínimo con amonio como fuente de nitrógeno de igual 
manera que la cepa silvestre, también es capaz de nodular en simbiosis y 
de fijar nitrógeno. 

Los nódulos inducidos por inoculación con esta mutante no presentan 
actividad de 13-galactosidasa . 

A diferencia de lo que se encontró en R. meliloti , en nódulos 
inducidos por una cepa silvestre de B. japonicum sí 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 cepas de Rhizobium 
meliloti GS- son similares a la de la cepa silvestre (de Bruijn et al 1989, 
Somerville et al; 1989). La cepa de B. japonicum GSll- induce la 
formación de un mayor número de nódulos y la fijación de nitrógeno está 
también aumentada (Carlson et al 1987). 

Se han aislado dobles mutantes glnA - gin// - de R. meliloti y B . 
japonicum . Las dobles mutantes de R. meliloti nodulan y fijan nitrógeno 
(nod+ Fix+) como la 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. etli , no se han podido construir dobles 
mutantes glnA · gin// · debido posiblemente a que las cepas de R. etli 
auxótrofas de glutamina no son viables (Moreno y Espín datos no 
publicados). 

Glutamino sintetasa 111 (GSlll) en Rhizobium. 

De Bruijn et al (1989) clonaron un fragmento Bam HI de 11.2 Kb del 
genoma de R. meliloti. El plásmido resultante pFB6162 complementa la 
auxotrofía de glutamina de cepas glnA - de E. coli . Este fragmento de DNA 
no hibridiza con los genes glnA y gin// por lo que se le llamó glnT, al 
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locus responsable de esta complementación. La mutagénesis con Tn5 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 
formado por varios genes involucrados en la biosíntesis de glutamina. Sin 
embargo, no detectaron ninguna actividad de GS en las cepas 
complementadas. 

Espín et al (1990) utilizando el plásmido pFB 6162 como detector en 
un experimento de hibridización tipo Southern, identificaron y clonaron un 
fragmento BamHI de 12 Kb que contiene el locus glnT de R . etli ; este 
fragmento no hibridiza con los genes estructurales de la GSI y la GSll de R. 
etli. El plásmido 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 que expresa el locus 
glnT a partir de un promotor del vector. Las cepas complementadas tienen 
una actividad de glutamino sintetasa (GSlll), con características 
catalíticas que la distinguen de otras GSs, por ejemplo tiene una relación 
de actividad biosintética/actividad de transferasa 103 veces mayor que la 
observada para la GSI o la GSll de R. etli . 

Se buscó la actividad de GSlll en varias cepas de R. etli (silvestre, 
GSI-, GSll-, NtrC·) crecidas en diferentes condiciones en vida libre y en 
bacteroides y no se detectó. Se trató de transferir el plásmido pMW5a a 
varias cepas de R. etli para determinar la presencia de GSlll. Con todas 
las cepas utilizadas aparecían transconjugantes como pequeñas colonias 
en los medios suplementados con los antibióticos apropiados, pero al ser 
resembradas al mismo medio selectivo ya no crecían. Este y otros 
resultados llevaron a concluir que la expresión de la 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 (Espín et al; 1990). 

La 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 está estructurada por un solo tipo de monómero de 
51 kDa con un punto isoeléctrico de 6.2. La afinidad (Km) de la enzima pura 
para el ATP es de 0.08 mM, para glutámico es de 5.3 mM y para 
hidroxilamina de 15.5 mM. De estos resultados se encontró que la afinidad 
por ATP es 10 veces mayor que la afinidad de la GS de E. coli. 

Por el método de degradación de Edman se determinó la secuencia de 
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ocho aminoácidos del extremo N-terminal (Met· Thr- Leu- Asp· Leu- Ala· 
Ala· Phe·). Utilizando anticuerpos contra la GSlll no se detectó la 
presencia de esta proteína en extractos crudos de cepas de R. etli 
creciendo exponencialmente en vida libre ni en bacteroides. 

Por medio de mutagénesis con el transposon Tn5 se delimitó al 
focus glnT , a un fragmento BamHI - Hindlll de 2.4 Kb al cual se fe 
determinó fa secuencia de nucleótidos. El análisis de esta secuencia 
demostró que había un marco abierto de lectura (ORF) cuyos ocho primeros 
aminoácidos corresponden a los ocho aminoácidos determinados en fa 
proteína pura, la masa molecular de la proteína deducida de fa secuencia 
es de 48,276 Da que coincide con el valor determinado experimentalmente 
para fa GSlll que es de 51,000 Da. De estos resultados se concluyó que glnT 
es el gene estructural de la GSlfl y que R. etli tiene tres genes que 
codifican para tres GSs diferentes (Chiurazzi et al; 1992). 

En R. meli/oti Kahn et al; ( 1993) encontraron que una mutante 
WSU650 glnA · gin// ·que pierde la actividad de GSI y GSll, puede crecer 
sin gfutamina en MM solo con amonio y glutamato. Encontraron además que 
esta cepa tiene una GSlff la cual ha sido purificada y parcialmente 
caracterizada. La GSlfl tiene actividad biosintética considerable pero no 
tuvo actividad de transferasa. Esta GS fué inhibida por ADP y Pi pero no 
por otros metabolitos que normalmente inhiben otras GSs. También fué 
inhibida por metionina sulfoximina, pero la concentración necesaria para 
inhibir fa GSlll fué 50 a 100 veces más alta que la que se requiere para 
inhibir GSI o GSll. GSlfl tiene una Km para glutamato de 13.3 mM, para 
amonio 33mM, y de 5.3 mM para hidroxilamina con un pH óptimo de 6.8 y 
una temperatura óptima de 50oC. La proteína purificada esta estructurada 
por monómeros de 46.5 y 49 kDa y el peso molecular de la proteína nativa 
es de 355 kDa, lo cual nos dice que la proteína es un octámero. 
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Objetivo 

Rhizobium etli tiene 3 genes que codifican para 3 isoenzimas de GS. 
El gene glnA que codifica para la GSI, gin// que codifica para la proteína 
GSll y glnT que codifica para una tercera isoenzima de GS, la GSlll. 

La GSI tiene características semejantes a la GS de enterobacterias. 
La actividad de esta enzima es la única que se ha detectado en bacteroides 
de nódulos inducidos por la cepa silvestre y mutaciones glnA- reducen en 
un 50% la fijación de nitrógeno, por lo que se ha propuesto que aunque no 
es esencial, la GSI tiene una función en la simbiosis. 

La GSll es una enzima con características parecidas a las GSs de 
eucariotes. La síntesis de esta enzima es regulada por la fuente de 
nitrógeno, ya que la actividad de esta enzima es alta en condiciones de 
limitación de amonio en el medio y baja su actividad en condiciones de 
exceso de amonio. Una mutante GSll- crece en medio mínimo con un tiempo 
de duplicación mayor que el de la cepa silvestre por lo que se propone que 
en vida libre la síntesis de glutamina se lleva a cabo principalmente por 
esta enzima. 

La GSlll es una enzima con características totalmente diferentes a 
las GSs ya estudiadas. No se ha detectado ni la proteína, ni la actividad de 
la GSlll en varias cepas de R. et/i (silvestre, GSI-, GSll-, NtrC-) crecidas 
en fase exponencial, ni en los bacteroides. 

El papel de la GSlll en R. etli es un enigma, ya que no se han 
encontrado las condiciones fisiológicas en las que se sintetiza esta 
enzima, por lo que no se descarta la posibilidad de que glnT sea un gene 
críptico. 

El objetivo de este trabajo es precisamente tratar de saber cual es 
el papel de g/nT y su producto la GSlll en R. etlí, para lo cual se decidió 
construir una cepa con una mutación en glnT. 

La caracterización de esta mutante GSlll- en vida libre y en 
simbiosis sin duda contribuirá a dilucidar el papel de glnT. 
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Material y Métodos 

Cepas. 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se presentan en la 
Tabla 1. 

Cepa o Plásmido 

pGE 205 

HB 101 

pRK2013 

CE-3 

SM 58 

SM 51 

Tabla 1 

Características 

pSUP 202 que contiene un 
fragmento Hindlll-BamHI 
de 2.4 Kb que contiene el 
gene glnT. 

Cepa de E. coli Rec A-

Cepa de E. coli RK2 tra y 
Nmr ligado al replicón 

Col E1 

Cepa silvestre de Rhizobium 
et/i. 

glnA:: Km derivada de la 
CE3 

gln::Sp derivada de la CE3 

1 8 

Referencias 

Espín et al; 1990 

Sambrook, Fritsch and 
Maniatis 1989 

Figurski and Helinski 
1979. 

Noel et al; 1984 

Moreno et al; 1991 b 

No publicada 



Reactivos. 

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado analítico. Se 
utilizaron los antibióticos cloranfenicol 50µg/ml (Cm), tetraciclina 
10µg/ml (Te), espectinomicina 100 o 150µg/ml {Sp), ácido nalidíxico 
30µg/ml (Nal), kanamicina 30µg/ml (Km). 

Medios de Cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados fueron: 
Medio mínimo para R. etli reportado por Noel, et al; (1984). En 

algunos experimentos se usó el medio mínimo complementado con ácido 
succínico como fuente de carbono y como fuente de nitrógeno glutamina, 
glutamato o amonio a una concentración de 1 mg/ml. 

Medio Rico. El medio rico para E. coli fue LB que contiene 0.5% de 
extracto de levadura, 1 % de peptona de caseína y 0.15 M de cloruro de 
sodio. El medio rico para Rhizobium PY contiene 0.3% de extracto de 
levadura, 0.5% de peptona de caseína y 7 mM de cloruro de calcio. 

Condiciones de Crecimiento de los Microorganismos. 

Las cepas de Escherichia co/i fueron crecidas a 37oC y con agitación 
constante (en medio líquido) a una velocidad de 200 rpm. Las cepas de 
Rhizobium etli se crecieron a 30oC y en líquido con agitación constante a 
una velocidad de 200 rpm. 

Método para determinar la actividad de la enzima Glutamina 
sintetasa. 

Los ensayos para determinar la actividad de GS se hicieron siguiendo 
el método reportado por Bender et al (1977). A 400µ1 de mezcla de 
reacción que contiene los sustratos de la reacción excepto glutamina (para 
la reacción de transferasa), y ATP (para la actividad de sintetasa), se 
agregan 50~tl de extracto crudo y la reacción se inicia agregando 50µ1 de 
glutamina 20 mM o 60µ1 de ATP 40 mM respectivamente. El pH para la 
reacción de transferasa se ajusta a 7.55 y el de la mezcla para la reacción 
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de sintetasa se ajusta a 7 .7. Bajo estas ccíndiCiones; una unidad de 
actividad enzimática da una absorbancia éle 0.530 en un minuto a una 
longitud de onda de 540 nM. 

Determinación de la actividad de GS en células totales. 

Las cepas se crecen en medio líquido en las condiciones apropiadas. 
Se toma el cultivo y las células se cosechan por centrifugación a 8000 
rpm a 4oC, la pastilla se lava 3 veces con una solución amortiguadora de 
imidazol a una concentración de 1 O mM y cloruro de manganeso 1 mM y a un 
pH de 7 .15 centrifugando y resuspendiendo en cada lavado, finalmente la 
pastilla de células se resuspende en la misma solución amortiguadora y se 
procede a determinar la actividad siguiendo el método antes mencionado. 

Reacción de Digestión con enzimas de restricción. 

Para digerir el DNA con las enzimas de restricción se usaron las 
siguientes condiciones de reacción: 

5 µI del DNA puro (5µg) 
2 µI de buffer de reacción 
1 µI de enzima (1 u/1 µg de DNA) 

12 µI de agua (o cbp 20µ1 de reacción) 
La reacción se incuba durante dos horas a 37oC o se puede dejar la 

digestión toda la noche y la reacción se para calentando la mezcla a 65oC 
durante 1 O minutos. 

Las digestiones parciales se hacen variando la concentración de 
enzima de restricción y manteniendo constante el tiempo o bien, variando 
el tiempo de reacción y manteniendo constante la concentración de enzima. 
La reacción se para calentando a 65ºC durante 1 O minutos. 

Condiciones de reacción de la enzima ligasa. 

Una vez puro el DNA del vector y ya digerido y teniendo el DNA que se 
va a ligar también puro y digerido con la enzima adecuada para tener 
extremos compatibles con los extremos del vector se procede a hacer la 
reacción de ligación de la siguiente manera: 

El DNA del vector con respecto al DNA del inserto debe estar en 
una relación de 1 a 5 ó 1 a 8. 
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µI de DNA del vector (0.1 µg)/1 unidad de enzima) 
5 µI de DNA del inserto (0.8µg) 
2 µI de solución amortiguadora de ligasa 
1 µI de enzima ligasa (1 u/2µg de DNA) 
11 µI de agua (o cbp 20~LI de reacción) 

Purificación del DNA de plásmido por el método de lisis 
alcalina. 

Se inoculan 5 mi de medio PY a LB con el antibiótico adecuado, con 
una sola colonia bacteriana. Se incuba toda la noche a 37ºC con agitación. 

Vaciar 1.5 mi del cultivo a un tubo eppendorf centrifugar 1 minuto en 
la microfuga (tirar el sobrenadante y llenar nuevamente el tubo con 
cultivo, repetir la operación). 

Quitar el exceso del medio, dejando la pastilla de bacterias tan seca 
como sea posible. Resuspender la pastilla en 1 OO~tl de una solución fría de 
glucosa, 50 mM EDTA, 10 mM Tris Hcl, 25 mM a un pH de 8, dejar 5 
minutos a temperatura ambiente. 

Agregar 200~tl de una solución recien preparada y fría de NaOH 2N y 
SOS al 1 %. Cerrar el tubo y mezclar el contenido por inversión del tubo 
rápidamente 2 ó 3 veces. Poner el tubo en hielo durante 5 minutos. 

Agregar 150µ1 de una solución fría de acetato de potasio a pH de 4.8. 
Cerrar la tapa del tubo y agitar suavemente en posición invertida durante 
1 O segundos. Poner en hielo durante 5 minutos y centrifugar durante 5 
minutos a 4ºC. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio. 

Agregar un volumen de 400µ1 de una mezcla de fenal, cloroformo, 
isoamílico a una relación 24/24/1 respectivamente. Mezclar la solución y 
posteriormente centrifugar durante 2 minutos. Transferir el sobrenadante 
a otro tubo y repetir la operación. Extraer nuevamente con cloroformo
isoamílico y centrifugar. 

Pasar el sobrenadante a otro tubo y agregarle 2 volúmenes de etanol, 
agitar y dejar 2 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 5 minutos, 
tirar el sobrenadante e invertir el tubo sobre un Kleenex. Agregar 1 mi de 
etanol al 70%, agitar y centrifugar. Secar la pastilla en desecador al vacío 
o a 37ºC. 

Resuspender la pastilla en 50µ1 de una solución de Tris 1 O mM-EDTA 
1 mM que contenga RNAasa libre de DNA a una concentración de 20µg/ml. 
Guardar a -20ºC. 
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Preparación de células competentes. 

Inocular 100 mi de LB con 1 mi de un cultivo de la cepa CMK crecido 
a 37ºC durante 12 horas. Incubar a 37ºC por 3 horas o hasta tener una D.O. 
de 0.4 ó 0.5 a 650nm. 

Poner el cultivo en hielo durante 1 O minutos. Centrifugar el cultivo a 
4000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Tirar el sobrenadante. 

Resuspender las células en 50 mi de una solución de CaCl2 fría y 
estéril a una concentración de 50mM. Dejar en hielo 15 minutos y 
centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Desechar el sobrenadante. 

Resuspender las células en un volumen de 3 a 5 mi de CaCl2 50mM 
(frío). Fraccionar en tubos de 0.2 mi cada uno y almacenar las células 
antes de usarlas, durante 12 a 24 horas a 4ºC. Esto aumenta su capacidad 
de transformación. 

Las células que no se van a usar después de este tiempo, agregarles 
glicerol al 14% en CaCl2 50mM y almacenarlas a -70ºC. 

Método de transformación. 

A 0.1µg de DNA ligado (DNA del vector+ inserto), agregarle 0.2 mi de 
células competentes; como control de transformación poner otro tubo con 
1 µg de vector + .2 mi de células (control positivo) y otro con .2 mi de 
células (control negativo). Dejar en hielo durante 30 minutos. 

Dar un cambio brusco de temperatura, incubando los tubos a 37ºC por 
5 minutos ó a 42ºC por 2 minutos. 

Agregar a cada tubo 1 mi de LB sin antibiótico e incubar a 37ºC 
durante 30 minutos si se va a seleccionar resistencia a Te, 1 hora si la 
selección va a hacerse para Ap ó Km y 2 horas si se va a seleccionar para 
Cm. 

Sembrar de los tubos de cultivo a cajas de LB (con el antibiótico a 
seleccionar), para tener colonias aisladas y poder posteriormente hacer la 
selección a los antibióticos apropiados. 

Purificación de DNA total de cepas de Rhizobium. 

Inocular un volumen de 5 mi de PY·Ca2+ (10mM) con una azada 
abundante de la cepa en cuestión. 
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Inocular durante 16 a 24 horas a 30ºC con agitación y en la 
oscuridad. 

Tomar una azada y estriar sobre PY-agar, como control de 
contaminación e incubar a 30ºC. 

Centrifugar los 5 mi de cultivo en un eppendorf. 
Resuspender la pastilla celular en 1 mi de solución amortiguadora de 

Tris 50 mM, EDTA 20 mM pH 8 (TE pH8) (esta puede hacerse en vortex o con 
pipeta Pasteur). 

Centrifugar y resuspender en 0.4 mi de TE pH8 (50/20). 
Adicionar 0.050 mi de una solución de Pronasa a una concentración 

de 5 mg/ml (predigerida por 1 hora 37ºC) en TE pH8 (50/20). 
Adicionar 0.050 mi de una solución de SOS al 10% en TE pH8 (50/20) 

mezclar por inversión varias veces e incubar a 37ºC durante 60 minutos. 
Agregar RNAsa a una concentración de .2 mg/ml. 

Pasar por jeringa de 1 mi 2 ó 3 veces. 
Extraer de 2 a 5 veces con un volumen igual de una mezcla de fenol

clorofo rmo-alcohol isoam ílico (24/24/1) saturado con buffer Tris EDTA 
pH8 (10/1 mM) con agitación hasta obtener una emulsión y centrifugar. 

Tomar la fase acuosa y extraer 2 veces con un volumen igual de 
cloroformo-isoamílico de la misma manera que el paso anterior. 

Medir la fase acuosa y adicionar 1/10 del volumen de CH3Co0Na 3M y 
2 1/2 volúmenes de etanol frío. 

Dejar precipitando 2 horas a -20ºC durante 2 horas. 
Centrifugar 15' a 4ºC en la microcentrífuga y lavar 3 veces con 

etanol al 70%. 
Secar Ja pastilla en un evaporador con vacío. 
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Resultados 

Obtención de la cepa JG6 (GSlll-) de R. etli. 

Para estudiar el papel de R. etli en vida libre y en simbiosis se 
construyó una cepa GSlll-, para lo cual se construyó el plásmido pJG6. 

Para la obtención de este plásmido se purificó un fragmento EcoRI 
de 2 kb con resistencia a espectinomicina a partir del plásmido pHP45 n. 
Este fragmento se clonó en el único sitio EcoRI presente dentro del gene 
glnT del plásmido pGE 205, Fig 6. 

El pGE 205 se digirió parcialmente con la enzima EcoRI y por la 
acción de la enzima ligasa se unió la digestión parcial del pGE 205 con el 
fragmento de resistencia a Sp. Por electroforésis en un gel de agarosa al 
1 % en una solución amortiguadora de tris acetato, se comprobó que 
efectivamente se ligó el fragmento de 2kb a la parcial del pGE 205. 

Una vez comprobada la ligación se hace una transformación en la 
cepa HB101 con el pGE 205::Sp utilizando el método reportado por Cohen et 
al 1970. Las células transformadas fueron seleccionadas por resistencia a 
Sp por el fragmento con el que se interrumpió g/nT y que tiene resistencia 
a Cm por el pGE 205. 

Se seleccionaron 5 transformantes a las que se les purificó el DNA 
plasmídico. Por análisis con enzimas de restricción se comprobó que en 
algunas el fragmento de resistencia a Sp se insertó en el único sitio EcoR 1 

que contiene el gene glnT y no en el sitio EcoRI del vector, para lo cual se 
hace una digestión del DNA del pJG6 con la enzima BamHI, que nos permite 
distinguir por el patrón que nos dá que el fragmento se insertó en el sitio 
deseado. Se escogió uno de estos plásmidos (pJG6) para continuar con su 
análisis. 

Obtención de la mutante JG6 de R. etli. 

Para obtener la cepa de R. etli GSlll- se utilizó el plásmido pJG6 el 
cual es suicida en R. etli (porque no se puede replicar) y fué transferido 
por conjugación a la cepa silvestre CE3 para cambiar el glnT+ por el 
glnT::Sp . Se hizo una cruza triparental utilizando cultivos de la cepa CE3 
de R. etli , de la cepa de E. coli que contiene el plásmido pJG6 y de la cepa 
de E. coli que contiene el plásmido pRK2013. En una caja de Petri con 
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medio LB se mezclaron 100µ1 del cultivo de la cepa CE3, 1 OµI de las dos 
cepas de E. coli que contienen los plásmidos pJG6 y pRK2013 y se incuban 
24 horas a 30ºC. Posteriormente se recoge la cruza, se resuspende en 1 mi 
de NaCI 1 OmM y se siembran diferentes diluciones en cajas de Petri con 
medio PY + ac. nalidíxico y espectinomicina para seleccionar colonias 
aisladas de Rhizobium etfi que lleven la inserc1on glnT::Sp. 
Posteriormente se pican las colonias en Cm y las que son sensibles a este 
antibiótico (marcador del vector) se seleccionan. 

De 30 de estas colonias se purifico el DNA total y se digiere con las 
enzimas de restricción Hindlll y BamHI. Para comprobar la mutación por 
hibridización tipo Southern (Maniatis 1984), los DNAs digeridos se 
hibridizaron con el fragmento Hindlll- BamHI de 2.4 Kb del g/nT del 
plásmido pGE205. Una de estas colonias que dió el patrón de hibridización 
esperado por el reemplazamiento de glnT se escogió y se obtuvo la 
mutante JG6. Fig. 7 

Obtención de la mutante JG7 (GSlll-GSI-) de R. etli. 

Para obtener esta mutante se utilizó como receptora la cepa JG6 
(GSlll-), el plásmido pSM58 (glnA::Km ) y el pRK2013 como ayudador. Se 
hace la cruza como se mencionó en el párrafo anterior y la selección de las 
colonias se realizó en medio PY con ácido nalidíxico, kanamicina glnA y 
espectinomicina glnT. En este caso a las colonias que presentaron 
resistencia a estos antibióticos y sensibilidad a Cm (plásmido), se les 
midió actividad de GS en células totales. De esta manera se seleccionaron 
las cepas sin actividad de GSI. Se purificó el DNA total y se digirió con la 
enzima BamHI para hacer una hibridización tipo Southern (Maniatis 1989), 
utilizando como probador el pSM58 para comprobar que contiene la 
mutación glnA::Km . Fig 8. 

Crecimiento de las cepas JG6 y JG7. 

Para determinar si la mutación glnT::Sp tiene algún efecto sobre su 
crecimiento en vida libre, se crecieron estas cepas en medio mínimo con 
amonio, glutamato o glutamina r.omo fuente de nitrógeno y succinato como 
fuente de carbono. El crecimiento se hizo durante 12 horas a 30ºC tomando 
muestras de los cultivos a las 3, 6, 9 y 12 horas de crecimiento y 
midiendo la densidad óptica a 590 nm. En las cepas que contienen la 
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Fig. 7 .- Hibridación de la cepa JG6. 
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DNAs de la cepa CE3 y de las mutantes GSlll- "candidatas", digerido con 
las enzimas Hind/11 y BamHI e hibridizadas contra el fragmento Hindlll -
BamHI de 2.4 Kb (glnT ) del pGE205.Carril 1, patrón de hibridización del 
DNA de la cepa CE3; del carril 2 al carril 6, "candidatas"; carril 7, 
Marcador de Pesos Moleculares (DNA del fago 'A. digerido con la enzima 
Hindi// ). Del carril 8 al 13 "candidatas." 
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Fig. 8. Hibridación de la cepa JG?. 
DNAs de las cepas SM58, JGG y de las mutantes "candidatas" GSI- GSlll -
digeridas con fa enzima BamHI e hibridizadas contra el DNA del plásmido 
pSM58. Carril 1, patrón de hibridización del DNA de fa cepa SM58; carril 2, 
patrón de hibridización de la cepa JGG; carril 3, Marcador de Pesos 
Moleculares; del carril 4 al carril 7 "candidatas." 
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mutación g/nT::Sp se observa un retardo al inicio del crecimiento, pero en 
la fase exponencial el tiempo de duplicación de estas cepas fue similar al 
de la cepa silvestre. Fig. 9 

Caracterización simbiótica de las cepas JG6 y JG7. 

Para determinar las propiedades simbióticas de las cepas JG6 y JG7, 
se crecieron en PY con los antibióticos correspondientes a 30ºC hasta la 
fase estacionaria de crecimiento y se inoculó un lote de Phaseo/us 
vu/garis (variedad negro jamapa), con 1.5 mi de cada cultivo y un lote se 
dejó sin inocular. 

Como control en este experimento se utilizaron las cepas CE3, SM58 
que es GSI-, SM51 que tiene insertado un fragmento de resistencia a 
espectinomicina en el sitio Hind 111, a 2 Kb del extremo 3' de glnT . 

Toda la manipulación anterior se hace en una campana de flujo 
laminar. Posteriormente se siembran las semillas germinadas en macetas 
estériles con vermiculita y se pone 1.5 mi de cultivo sobre cada semilla. 
Dos días después de la inoculación, se riegan las macetas cada tercer día 
con agua estéril y solución nutritiva (Noel et al; 1984). 

Las macetas se ponen en el invernadero; a los 20 o 21 días después 
de inoculadas las semillas, se sacan las plantas y se les mide a los 
nódulos la actividad de la enzima nitrogenasa con el método de reducción 
de acetileno. La cuantificación de etileno se hace por cromatografía de 
gases. Las condiciones de crecimiento descritas anteriormente se usaron 
generalmente, excepto en los casos en los que se especifique otras. 

Como era de esperarse el desarrollo de las plantas de frijoles 
inoculados con la cepa CE3, SM58 y SM51 fué normal, raíz bien 
desarrollada, forman nódulos y fijan nitrógeno. Sorprendentemente se 
observó que en el lote de plantas de frijoles inoculados con la cepa JG6 y 
la cepa JG7 alrededor del 90% se murieron; la mayoría no desarrolló el 
primer trifolio y las hojas de los cotiledones se secaron. Estas plantas no 
desarrollaron su raíz, y las que lograron sobrevivir presentaron cambios 
drásticos en su fenotipo: raíz poco desarrollada y hojas con 
pigmentaciones blancas. Fig. 10, 11 y 12. 

Inoculación de Phaseo/us vulgaris con el filtrado del cultivo de 
la cepa JG6. 

Para probar si el efecto tóxico del cultivo de estas cepas sobre 
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Fig. 10. Efecto de los cultivos de las cepas CE3, JG6 y JG7 en 
plantas de Phaseolus vu/garis . 
Las semillas de Phaseolus vulgaris se germinaron durante 5 días y se 
inocularon después de sembradas, con el cultivo de diferentes cepas de 
R. etli . 
Las fotografías se tomaron 21 días después de inoculadas las semillas. 
El control son plantas de semillas sin inocular. 
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Fig. 11. Daño causado en las plantas de Phaseolus vulgaris 
inoculadas con cultivos de la cepa JG6. 
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Fig. 12. Efecto del compuesto tóxico secretado por la cepa JG6 en el 
desarrollo de la raíz. 
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frijol es causado por algún compuesto(s) secretado por la mutante, un 
cultivo de la cepa JG6 se filtró y con el medio libre de bacterias, se 
inoculó frijol germinado. También se inocularon semillas germinadas con 
las bacterias lavadas y resuspendidas en el mismo medio de crecimiento. 
El daño causado a las plantas por el filtrado fué igual al causado cuando se 
inoculó Phaseo/us vulgaris con el cultivo de bacterias. Fig. 13. 

Inoculación de Ph aseolus vulgaris con diluciones del cultivo de 
la cepa JG6. 

Para ver el efecto de la dosis del compuesto secretado por la cepa 
JG6 sobre Phaseolus vulgaris , el cultivo de la cepa JG6 se diluyó con 
medio de crecimiento PY para tener la siguientes diluciones: 1 :0.5, 1 :1, 
1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10. Con estas diluciones se inocularon las semillas 
germinadas para observar el efecto de la dosis. 

Se observó que el efecto tóxico de los cultivos de la cepa JG6 en 
Phaseolus vulgaris depende de la concentración, ya que una dilución del 
cultivo 1: 1 reduce el efecto, mientras que si se diluye 1: 1 O el efecto se 
anula. Fig. 14. 

Inoculación de Phaseolus vulgaris con cultivos de la cepa JGG, 3 
y 6 días después de sembradas las semillas. 

Se sembraron 6 lotes de semillas con 25 cada uno: un lote se inoculó 
al momento de la siembra con 1.5 mi de cultivo de la cepa JG6, tres días 
después se inocularon 2 lotes.uno con 1.5 mi. de medio de cultivo y el otro 
con 5 mi. 6 días después se inocularon otros 2 lotes igual que los dos 
anteriores y un lote no se inoculó. 

En los frijoles inoculados con 1.5 mi. de cultivo de la cepa JG6 3 y 6 
días después de sembrados solo se observó una pequeña disminución en su 
crecimineto, mientras que en los que se inocularon con un volumen mayor 
(5 mi) si sufrieron daño. Fig. 15. 

Inoculación de Phaseo/us vulgaris 
crecida en medio mínimo. 

con cultivos de la cepa JGG 

Si se inocula Phaseolus vulgaris con el cultivo de la cepa JG6 
crecido en medio mínimo con glutamato como fuente de nitrógeno y 
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Fig. 13. Efecto de la inoculación de semillas de Phaseo/us vu/garis con 
el sobrenadante del cultivo de la cepa JG6. 



~--'-".'fjjjf!fJf!J'" 
Fig. 14. Efecto de la inoculación de Phaseo/us vulgaris con cultivos de la 
cepa JG6 diluídos. 
Cada hilera de macetas corresponde a diluciones crecientes de adelante 
hacia atrás: 1 :2, ·1 :4 y 1 :8. 
a, cultivo sin diluir; b, cultivo diluído ·1 :1 O; c, CE 3. 
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F i g. 1 5. Efecto de la inoculación de semillas Phaseolus vulgaris con 
el cultivo de la cepa JG6, 3 y 6 días de sembradas. 
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succinato como fuente de carbono se observa el mismo efecto que cuando 
se crecen en medio rico. Fig. 16. 

Inoculación de Chícharo y Cacahuate con cultivo de la cepa JG6. 

Para determinar la especificidad del efecto tóxico de la cepa JG6 se 
inocularon con cultivos de esta cepa semillas de chícharo y cacahuate y se 
observó que estas leguminosas también son sensibles al compuesto(s) 
tóxico. Aunque el efecto se ve solo cuando se inoculan con un volumen 
mayor (5 mi) al usado en frijol (1.5 mi). En estas condiciones se observó 
un retraso en el desarrollo de la planta. Fig. 17 
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F i g. 1 6. Efecto de la inoculación de Phaseo/us vulgaris con cultivos 
de las cepas CE3 y JG6 crecidas en medio mínimo. 
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Fig. 17. Inoculación de chícharo y cacahuate con el cultivo de la cepa 
JG6. 
a) inoculadas 3 días después de sembradas las semillas. 
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Discusión 

Anteriormente se publicó que no se detectó la actividad de la 
enzima GSlll en varias cepas de R. etli creciendo exponencialmente en 
diferentes condiciones. También se demostró por análisis con anticuerpos 
dirigidos contra la GSlll purificada de K. pneumoniae, que los anticuerpos 
no cruzan con bacteróides ni con extractos de cultivos de R. etli, 
creciendo exponencialmente lo cual sugería que el gene glnT no se 
expresaba en las condiciones probadas (Chiurazzi et al, 1992). 

Teniendo como antecedentes estos resultados para tratar de 
dilucidar cual es el papel de el gene glnT y de su producto la GSlll en R. 
etli tanto en vida libre como en simbiósis con Phaseolus vu/garis se 
construyó la mutante JG6. 

El fenotipo tóxico de los cultivos en fase estacionaria de la cepa 
JG6 sugiere que es en esta etapa de crecimiento donde se expresa el gene 
gl n T, ya que es en cultivos en fase estacionaria y no en cultivos en 
crecimiento exponencial cuando el cultivo produce un daño para las 
plantas. 

La mutación en el gene glnT (GSlll-),causa la secreción de un 
compuesto(s) que produce un efecto nocivo cuando el cultivo de la JG6 es 
inoculado a semillas de Phaseolus vulgaris, inhibiendo el desarrollo de la 
planta. Este fenotipo no se observa en mutantes en el gene glnT de R. 
meliloti que han perdido la actividad de GSlll. Esta discrepancia podría 
deberse a que: a) las semillas de alfalfa se inocularon con los cultivos de 
bacterias lavadas, b) la pérdida de la actividad de la GSlll en R. meli/oti 
no se debe a una mutación estructural, y c) en R. meliloti las cepas con la 
mutación en g/nT no secretan ningún compuesto. 

Se puede proponer que en R. etli los sustratos de la GSlll son 
glutamato y/o algún análogo de este aminoácido y que la síntesis de 
glutamina sea una actividad secundaria de esta enzima y que la actividad 
principal de la GSlll sea la de metabolizar este análogo el cual en 
ausencia de la actividad de la GSlll se acumula y es secretado por la 
célula al medio. En K. pneumoniae donde se expresa el gene glnT de R. etli 
la actividad principal sí parece ser la de sintetizar glutamina. 

Esta hipótesis se basa en las características tan diferentes que 
tiene la GSlll comparada con otras GSs ya estudiadas por ejemplo: 
a) La GSlll tiene una actividad biosintética muy alta y no tiene actividad 
de transferasa. En todas las GSs la relación de la actividad 
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biosintética/actividad de transferasa es menor de 1. 
b) La afinidad de esta enzima GSlll para ATP es muy alta y baja para 
glutamato y amonio. ( Shatters, et al., 1993, Churazi et, al.,1992 ) 
c) La GSlll de R. me/iloti puede usar como sustrato un dipéptido de 
glutamina (M. Kahn comunicación personal). 
d) Se ha publicado que un análogo de glutámico que es la fosfinotricina 
(Pt) tiene actividad de herbicida y bactericida, es un potente inhibidor de 
la GS de bacterias y plantas. 

Shatters et al, (1993) en base a las características de la GSlll 
también proponen que la síntesis de glutamina por esta enzima pudiera ser 
una actividad secundaria y que la proteína pudiera tener otra actividad 
enzimática principal. 

Propiedades simbióticas de la cepa JG6. 

La inoculación de Phaseo/us vulgaris con bacterias de la cepa JG6 
lavadas con agua no causan daño a las plantas, ya que la raíz se desarrolla 
normalmente, las bacterias penetran e inducen la formación de nódulos 
fijadores de nitrógeno al igual que la cepa silvestre. Phaseolus vu/garis 
inoculado con cultivos de la cepa JG6 diluidos 1: 1 O que ya no dañan 
drásticamente las plantas, también desarrollan su raíz y forman nódulos 
fijadores de nitrógeno al igual que las plantas resultantes de la 
inoculación de Phaseolus vulgaris 3 y 6 días después de sembrados. De 
estos resultados se concluyó que la enzima GSlll no se requiere para que R. 
etli establezca una simbiósis efectiva con Phaseolus vulgaris. 

Otra hipótesis basada en los resultados mencionados en el párrafo 
anterior es que el efecto que causa el compuesto(s) secretado por la cepa 
JG6 es inhibir la división celular de raíz, ya que, como se observa en la 
figura 12, cuando se inocula Phaseolus vulgaris con el cultivo de la cepa 
JG6 sin diluir no hay formación de raíz; en la figura 14 observamos que el 
efecto del compuesto depende de la dosis y el daño en la planta está 
directamente relacionado con el desarrollo de la raíz. 

Las cepas con la mutación en glnT crecen en medio mínimo con un 
tiempo de duplicación igual al de la cepa silvestre, por lo que se supone 
que esta enzima no participa en la vía de síntesis de algún metabolito 
esencial, sino que podría participar en una vía de metabolismo secundario. 

En R. etli se demostró que glnT es parte de un operón, ya que tiene un 
marco de lectura abierto de 924 nucleótidos (ORF 924) localizado 47 
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nucleótidos abajo del codón de término TGA de glnT, y no se encontró un 
promotor dentro de los 106 pares de bases secuenciadas hacia arriba del 
codón de inicio ATG de glnT (Chiurazzi et al, 1992). La mutación glnT::Sp 
puede ser polar sobre los genes localizados en el extremo 3' de abajo del 
ORF de 924, por lo tanto el metabolito(s) que se acumula y secreta 
pudiera ser sustrato de una enzima (producto de la expresión del ORF) cuya 
expresión fué afectada por la mutación en el gene glnT. 

Para aclarar lo anterior se construirá una cepa con una mutación en 
el ORF 924. Fig. 18. 

Si el efecto del cultivo de la JG6 en Phaseolus vulgaris se debe a la 
mutación en el gene glnT, se podría revertir el efecto si expresamos glnT 
a partir de un promotor glnT constitutivo en la cepa JG6. 

De los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que: 

1 . - El efecto tóxico de los cultivos de la JG6 en fase estacionaria sobre 
P. vu/garis, indica que glnT si se expresa. 

2. - El efecto tóxico observado en plantas inoculadas con cultivos de 
la cepa JG6 también se observa en plantas inoculadas con el 
sobrenadante de estos cultivos, por lo que concluimos que la 
mutación gfnT::Sp causa la acumulación y secreción de un 
compuesto(s) que es tóxico para P. vu/garis. 

3. - Cuando las semillas de P. vulgaris germinadas son inoculadas con 
cultivos lavados se observa el desarrollo de la raíz y la formación 
de nódulos fijadores de nitrógeno, indicándonos que 1 as 
propiedades simbióticas de la cepa JG6 no se ven afectadas por la 
mutación en glnT. 

4. - El efecto tóxico del compuesto(s) secretado por la cepa JG6 es 
inhibir el desarrollo de la raíz. 

5.- El efecto de este compuesto(s) en P. vulgaris depende de la dosis. 

6. - Debido a que la mutación glnT::Sp de la cepa JG6 puede ser polar 
en los genes localizados abajo del ORF924, el fenotipo tóxico de 
la cepa JG6 puede deberse a la ausencia del producto de glnT y/o al 
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ORF ó a la acumulación del sustrato de GSlll o del producto génico 
del ORF924. 
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