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INTRODUCCION, 

1.- IMPORTANCIA DE LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO. 

El nitrógeno (N 2) es el elemento más abundante en la -

atmósfera terrestre, representa el BO% de los gases que la fo!. 

man; sin embargo las planta• y los animales son incapaces de -

utilizarlo para crecer, solo las bacterias fijadoras de nitró­

geno lo usan, reduciendolo a NH3 , aumentando de esta manera la 

cantidad de formas nitrogenadas útiles en la biosfera. A la 

conversión de N2 en NH3 se Je denomina fijación biol8gica de • 

nitrógeno. 

Las plantas asimilan los compuestos nitrogenados inor­

gánicos que se encuentren en el suelo, transformándolos en co~ 

ponentes nitrogenados celulares, tales como prote,nas, ácidos 

nucleicos y otras biomoléculas· importantes; las prote,nas sin­

tetizadas por las plantas son utilizadas por los animales como 

fuente de nitrógeno. Estos organismos devuelven el nitrógeno -

al suelo en forma de productos de excresión (urea, ácido úrico, 

etc.) o como productos de putrefacción después de su muerte. 

Debido a su escases, el nitrógeno disponible en el SU!. 

lo para ser utilizado por las plantas es uno de los factores -

que limitan la agricultura, es por esto que los suelos deben -

ser fertilizados constantemente, aumentándose asf la demanda • 

en la producción de fertilizantes. 
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El proceso Haber.Bosh para la producct6n de fertilizan. 

tes requiere un gasto muy grande de energía (altas temperatu­

ras y presiones) y un procesado costoso (transporte, almacena­

miento y aplicaci6n); esto se ha dado como consecuencia, que -

se concentre la atenci6n en el estudio de la fijación biológi­

ca de nitrógeno,, como una alternativa para el incremento y me­

jora~iento de la producción agrícola. 

2.- CICLO DE VIDA DE Rhizobium; 

Entre las bacterias capaces de fijar nitrógeno se en• 

cuentran las del genero Rhizobium de la familia de las Rhizo• 

beacea..1, Rhizob.i.um són bacterias gram negativas que se encuen. 

tran en el suelo y se caracterizan por su capacidad de entrar 

en simbiosis con algunas leguminosas, induciendo el desarrollo 

de nódulos en las rafees. Dentro de los nódulo$ se lleva a •• 

cabo Ja fijación de nitrógeno atmosfªrico; el nitrógeno fijado 

por Rhizobium es excretado en forma de amonio hacia el citosol 

de la célula vegetal, en donde es asimilado por las enzimas e~ 

dificadas por la planta. Como producto de la asociación la le­

guminosa asimila el nitrógeno atmosférico por esto es de gran 

importancia el estudio de la simbiosis de Rhizobium con las 1~ 

guminosas, como un problema básico a investigar como se mues­

tra en la figura 1, el ciclo de vida de Rhizobium consiste en: 

a) Población en la rhizosfera, formada por las bacte·-
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rias creciendo en vida libre. 

b) Infección de la planta por algunas de estas bacte--

rias. 

c)· Proliferación. de las bacterias dentro de la planta 

y formación del nódul·o. 

d) Dlfere~ci.ación de las, bacterias dentro del nódulo a 

· bactero1de: ha~ .. e~id~n~ias que indican que los bacteroides pier 

den 1 a viabill~~~-'(is) •.• 

el. se'rirs~enci~ d~l nódulo y de 1a planta. 

a) Poblac16n en la' rhizosfera.- Las plantas leguminosas permi­

ten el desarrollo· de 'poblaciones de Rhüob.i.um en vida 1 ibre que 

se encuentren :en,la.v~cinidad de sus ra1ces. 

Se ha -~i~to que una planta de chlcharo creciendo en 200 

ml de medio, sin .fuente de carbono ni de nitrógeno, provee suf.!_ 

cientes nutrie'ntes como para que mutantes auxótrofas de Rh.i.zo­

b.lum legum.i.11ou1tum .crezcan de 102 a 108 células por ml, en un -

tiempo de dos semanas (1). 

b) Infección.- ·:p .primer paso en la infección es el reconocimie!!. 

to específi~o:~rifre la' bacteria y la planta. Las especies de 

Rh.i.zob.i.a 'se han}d'.i'iinido -según su capacidad de infectar a las -

diferentes. legu~~:~,~-sas, así Rhi.zob.i.um tJL.i.6oU.i. infecta a las e!_ 

pecies de TIL.i.6~Ú~m', RhÚob.i.um phaHoU infecta a las especies 
~_;· _i ';¡ . 



de Pha4eolu4, Rhizobium tegu~ino4a4um infecta a las especies de 

Pi4um, Vicia y Len4. Generalmente una especie de Rhizo&ium infe~ 

,ta a una sola especie o a especies muy relacionadas de legumin~ 

sas, aunque se han encontrado excepciones. 

La especificidad de la infeccion se cree que ocurre -­

como resultado del contacto y la uni6n selectiva entre Rhizobium 

y la raíz de la planta. Se ha propuesto un modelo en cual se s~ 

giere que glicoproteinas presentes en los pelos de la rafz, 11~ 

madas lectinas, son capaces de unirse a residuos azücares espe­

cff1cos, presentes en la superficie de las bacterias. De esta ·­

manera.las l,ectinas funcionan como puentes para unir sitios an­

tiginico~ en la superficie de la bacteria y en la pared celular 

de .la pl~ntá· (2). Algunos de estos determinantes antig4!nicos se 

han iderÍtiffcado; asf por ejemplo se ha visto que la N-acetil -

D-gal~cto~amina; bloquea la unión de Rhizob.lum japonú.um a los • 

pelos d~ ,la' ra~z de soya y que la 2-deoxiglucosa bloquea la - • 
_, . 

un16n de ,Rhizobium .tJt.l&ot.U. a trebol, sugiriendo que estos azü. 

cares: se encuentran en la superficie de la bacteria y son reco. 

nocidos especfficamente por las lectinas de los pelos de la • -

raíz (3). 

Tambiin existen evidencias que sugieren que los exopol! 

sacaridos de Rhizob.lum son reguladores de la 1nfeccl6n, ya que 

mutantes de Rhizobium t.eguminou4um que producen menos exopol 1-

sacaridos no pueden nodular (3). Parece ser que el enroscamien­

to de la punta de la raíz, que es de los prim~ros eventos en la 
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penetrac16n, se debe a la presencia de los exopolisacaridos li 

berados por Rhlzoblum (3), 

c) Proliferación y desarrollo del nódulo.- Existe otra difere~ 

te clasificación de los Rhlzobla basada en sus tiempos de gen~ 

ración, que los divide en dos grupos: los Rhlzobla de crecimie~ 

to r&pido y los.RhLzobla de crecimiento lento (4). 

Estos dos tipos _de Rhúobla tienen diferentes mecanis­

mos _de penetración ·a· a raíz: 

L:- Lo's RhúobLa;de crecimiento r&pido se adhierena la 

superfici~.~e;\a;'.~:~¡:¿_y for~an un hilo infectivo al invaginar-

:~a::sr~:e:{(ctJ;i{~füfü'f~-{:~ P~~~::· m::::n:: 
1 ~a i :::::: ::n c ::c~ aª. 

paredp,;t~:~ft'!!!';:~~~~·f d.~.Qu.e' •1 ú bacterias entren en contacto 

con las~celulas;corticales enilas,cuales se van a alojar los • 

:,::i::'.J::~\f Ir]~!t~m;~:1i::,~¡; :, ·: ::: ::: :,:: ':.::~:: ,:: _ 
zar las :céluhs:córtiéahs;'én·las que las bacterias envueltas 
' . '(-,' ;'_ ,~· !j f.:::•\::>:;:·~~·'.~·,¡~~{§~~"~;,\fr,? ~.}~~~~~·.:;; ;· \!(~' ... _:: ·, 
en una .vácuol(Jd ·'• . '~ariil celular penetran en el citosol. 

~·~?_~:~~E;~<f:t~:f'.. }~,}/~·:·'..;ir::~~:> 
~-. _'. · )<::.:;,.:,~~··~:;:· . J:/Z~~-./'.t~}::.:._'. 
' ,2;;'Lós'.:Rhúo6La''de crecimiento lento se caracterizan 

por 1a:~~~;wl·¡~·,d·~:Hhiio infectivo, el acceso a los tejidos·· 
. .,. .... , ... , 

centrales 5·.¡ li"eváJá cabo por penetracicin intracelular, parti-

.culi1rmente cua~do}h epidermis es dañada o donde emergen raí­

ces 1 at~'ral es: 



Una vez que la ra~z ha sido penetrada, se estimula a -

las células corticales a dividirse y las bacterias son tomadas 

por las células que se están dividiendo, quedando al igual que 

los Rhlzoblum de vida rápida, envueltas en una vacuola de mem­

brana. 

d) Diferenciaci6n a bacteroide,. Las bacterias presentes en -­

las células del n6dulo, se encuentran envueltas en una membra­

na, es aqu, donde se van a diferenciar a bacteroides, El nümero 

de bacteroides por vacuola depende de la planta, puede ser uno 

solo por vacuola o se puede encontrar de 3 a 16 bacteroides por 

vacuola (3). 

Las bacterias que se diferencian a bacterotde son las 

que pueden llevar a cabo la fijaci6n de nitrógeno, Los bacterS!_i 

des adem&s de expresar la nitrogenasa tienen otras caracterts~ 

ticas diferentes a las bacterias en vida ltbre, Entre estas 

.caracter1sticas se encuentran las siguientes: 

1.- Cambio en la composici6n de la pared,~ La compost­

ci~n de·la pared de los bacteroides cambia, volviéndose menos 

rígida y mas delgada. 

2.- Cambio en la capacidad de oxidar substratos respir! 

torios.- Los bacteroides cambian su capacidad de oxidar substr! 

tos respiratorios, ya que pueden oxidar ~cidos org~ntcos y pie~ 

den la capacidad de oxidar hexosas y triosas fosfato (5, 6), 
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Se. ha propuesto que el succinato es el sustrato respir! 

torio de los bacteroidu, s'e cree que de su catabolismo se ob-­

tiene la energía necesaria para la fijación de nitrógeno, ya -­

que mutantes deficientes en la actividad de succinato deshidro­

genasa en Rhizobium metitoti presentan nodulación retardada, 

formando nódulos blancos e incapaces de fijar nitrógeno (7). 

Además se ha visto que mu~antes alteradas en el transporte de 

ácidos tricarboxilicos forman nódulos inefectivos para la fija­

ción de nitrógeno (B). En cambio mutantes incapaces de metaboli 

zat glucosa, nodulan y fijan nitrógeno a los mismos niveles que 

la cepa silvestre (9). Por otra parte se ha observado que el .. ~ 

succinato. puede inducir cambios en la morfología y en la viabi. 

lidad de Rh.i.iob.lum t11.i6otU, haciendo que las c!!lulas se hin- .. 

chen y.deje~ de.di~idirse, aunque no se ha probado si esta pet 

dida de ia cap~cidad de dividirse continQa al ser transferidas 

las cilulas:~ un med~o sin succinato (10). 

3.-.Sintesis de leghemogloóina.- La leghemoglobina es 

una protetna· que une oxigeno reversiblemente con gran afinidad 

(11). Esta protefna es de suma importancia para el proceso de 

fijactón de.nitrógeno, ya que la nitrogenasa se inactiva por • 

oxigeno. Rh.lzobium es un microorganismo aerobio estricto por • 

lo tanto requiere oxtgeno para obtener la energía necesaria - .. 

para sus usos metabólicos¡ así la leghemoglobina difunde oxi~! 

no a las bacteroides, con un flujo que permite el funcionamie! 

to del metabolismo aeróbio y al mismo tiempo mantiene la con~ 



,, 

. , .a 

centración de o.x~9eno. suf.~c\entemente baja poro que la nitrog! 

nasa pueda funcionar: La síntesis de la leghemoglobina es re-­

sultado de la simbiosis, ya que el grupo hemo es sintetizado -

por el bacteroide, mientras que el grupo proteico es sintetiz! 

do por la planta (11)~ 

.4:-·:sfntes1s de hidrogenasa,- Otra protefna que se si!!. 

tetiza p~r a5~J;a·¡;;cepas de Rh.lzob.lum en los n6dulos, es la -· 

hidrogenan',. f!lt{protefoa es importante para aumentar la efi· 

ciencia de:la';;~;h~~ión de nitrógeno, debido a su capactdad de 
-, ·.¡..·;_"¡_-e:-_ .... • .. : 

recichr ef hidrógeno que se 1 ibera por la acción de la nitro-

genasa (~2)';·;~'¿¡,~:¡l~ula que del 20 al 40 por ciento 

gta utiÍ1z:a~'i1;'pi;'/Ja nitrogenasa se pierde mediante 
·-. -·····-·1',-.fl·,. \• 

de 1 a ener: 

1 a produc. 

c16n d~·.H 2 >P~fn'a acci~n de la h1drogenasa se oxida o2 , se 

produce.:ATP~·y además se protege a la nitrogenasa del efecto 
. .' '--''. ·: :~--:- -,-;-~- . 

inh1bitorio.•d;l oxigeno. 

·5.- Inactivación de' la asimilación ·de amonio,. Los •• 

bacteroides tienen reprimidas las enzimas que se encargan de -

la asimilación de amonio (13). En base a estos datos se ha prQ. 

puesto que losbacteroides son incapaces de asimilar el nitr8-

geno que fijan. 

6.- Excreción de amonio.- Como los b~~teroides no asi­

milan el amonio, el nitrógeno fijado es excretado al citosol -

de la planta. Mediante estudios con 15N2 en Rh.lzob.lum'·japonú:um, 

midiendo la cantidad de amonio marcado en el sobrenadante, se 
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ha observado que el 94% del amonio producido por la n1trogena­

sa es excretado (14), 

7.- Pérdida de la viabilidad.- Cuando los bacteroides -

pasan cierto estado de desarrollo pierden la viabilidad. Se pr! 

pone que la diferenciación a baiteroide resulta del contacto -­

con el ambiente 1ntrah1'~iar del nódulo y que los bacteroides -

·más viejos son 1ncapa·J'~~ de dividirse debido al prolongado con­

tacto con las altas:.i¿~'2en~raciones de Bcidos orgánicos presen-
;;,:¡· ·-'..',·,· 

tes en el citoplasma'(l5). Existe cierta controversia sobre la 

viabilidad d.e l'o's b¡cteroides, ya que se pueden aislar bacterias 

viables de lO~\nÓdUlos; se discute si estas bacterias provienen 

·de bacteroides •.totalmente diferenciados o de bacterias atrapa. 

das en el hilo 1nfectivo. 

Se p~ede decir que la diferenciaciBn de bacteria a bac. 

teroide es un ev~nto suicida individualmen~e. pero altruista •• 

colectivamente, ya que la actividad del bacteroide va a permi· 

tir l_a .P~Ó1i-f,~~adón de las demás bacterias en vida l tbre per. 

mitie~do'qii~r1a\·planta crezca y que por lo tanto aumenten los • 

exudados'.de;y~··;~iz pero sin lograr la sobrevivencia del mismo 

bacte~oid~. ·. 

3.- ESTRUCTURA Y REGULACION DE LA EXPRESION DE LA NITROGENASA 

a) Estructura 

la nitrogenasa es la enzima que cataliza la reducción 
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de N2 en NH3, Esta formada por dos componentes, los cuales no 

tienen capacidad de fijar nitrógeno por separado (16). 

El componente I o prote,na Fe-Mo, tiene un peso molec!!. 

lar de 200,000 daltones, está formada por dos tipos de polipe~ 

tldos que· se estructuran en forma de un tetrámero, compuesto -

por dos pollpéptidos de cada tipo. Además contiene uno a dos -

átomos de molibdeno y unos veinte a treinta átomos de fierro. 

El componente 11 o proteína Fe, tiene un peso molecular 

de 50,000 daltones, está formada por dos subunidades idénticas, 

contiene de uno a cuatro átomos de fierro. 

La prote,na 11 es reducida por algQn donador de elec­

trones (ferredoxinas, flavodoxinas, NADPH) en el estado reduci 

do una molécula de Mg-ATP, esta unión resulta en un cambio co~ 

formaclonal. que ahora permite la Interacción con la proteína !, 

y por lo tanto la capacidad de transferir los electrones de el 

componente 11 ai componente I, este evento est& acoplado con • 

la hidrólisis del ATP. La proteína I reducida puede a su vez 

reducir el N2 i As, la reducción del nitrógeno molecular se 11! 

va a cabo en la subunidad 1 de la nitrogenasa, dando como re-­

sultado NH3 y H2 (17) (Fig. 2). 

Se requiere un gasto de cuatro a cinco ATP por cada 

par de elctrones transferidos, esto da un gasto total de 12 a 

15 ATP para reducir una molécular de N2 en 2NH3• 

b) Regulación de la expresión de la nitrogenasa. 
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Los estudios i.niciales en Kle.b4ú.Ua pne.umon.lae. hicie­

ron que se pensara que la glutaniino sintetasa m !.! tuviera -

un papel. impo~ta~te en la reg~laci6n de la fijaci6n de nitr6g! 
. . . . .. 

no de este níicr.oorganismo; Ún 'embargo estudios posteriores 

han demostrado. qu~,1a:gluta~ino sintetasa y la nitrogenasa, se 

encuentran bajo una regulac16n común en la mayorfa de las bac­

terias gram negativas. 

Cuando el amonio se encuentra en bajas concentraciones, 

la glutamino sintetasa se encuentra desadenilada (forma activa) 

en estas condiciones se induce el funcionamiento de la nitrog! 

nasa (18). En Kle.b4.le.lla ~ne.umon.lae. se ha observado que una mu 

tante monogenica, contitutiva en la sintesis de la glutamino 

sintetasa, sintetiza nitrogenasa en condiciones donde se encue!!. 

tra reprimida en la ·c~pa,sil,~estre (18). También se ha encontr!_ 

do, que auxótrofos; de.glÚ.tlÍmin{ (glnA-) que no producen gluta~ 

mino s1ntetasa son(illc:'ap~~·~~··de sintetizar nitrogenasa en con­

diciones de.1 i~Úa~;;6(df'.'a'~'rin10, Además se ha observado que -

s1 co~plem~nt~·~i,/J'{:;i~~·~t,No gl n- con un epi soma que 11 eva la -

:::

0

:: :;11¡;'t{f !\~~;:;:':::::: ; '::::::: '1 :":::: :::: :: :: : :: ~ 
tizar 'nftr~ge~i~ai(la). Estos datos 11 evaron a que se propusi! 

·:,.,,; 

ra·queiap'roteina de la glutamino sfntetasa es la que regula 

a'la·nÚl'ogenasa, pero esta interpretación resul t6 ser inca-­

recta ya que .como se verá mis adelante el mismo resultado se 

expli.ca debido a que la slntesfs de la glutamfno sfntetasa y 



de la n1trogenasa se encuentran bajo una re9ulact6n coman, don . . . ~ 

de el _efecto~ es la glutam1na o algQn metabolfto relAcfonado -

con ella. 

Shanmugan ha mostrado que ciertos amino&cidos, espe~­

cialmente la glutamina en convinaci6n con aspartato y glutama­

to, son capaces de reprimir la s!ntesis de la n1trogenasa en • 

mutantes de Kteb4Letta pneumonLae donde no se reprima por amo. 

nio. Este autor concluye que la represi6n por amonio de la ni• 

trogenasa es un efector producido por algQn producto de algQn 

aminoácido (19). Además estudios de pozas de aminoácidos en -­

Kteb4Letta pneumonLae durante la represi6n y desrepresion de • 

la nitrogenasa, han demostrado una correlaci8n entre la conce~ 

traci6n de glutamina y la actividad de la nttrogenasa (20). 

Por otro lado se ha encontrado que en Kteb4Letta pneu. 

moniae el control de la transcripci8n de la nttrogenasa esta -

determinado por un sistema de cascada que incluye prote~nas r~ 

guladoras codificadas por genes nff, asT como protefnas regul! 

doras del metabolismo nitrogenado (Ntr). Entre estas Qltimas • 

se encuentran las prote!nas reguladoras de la stntesis de la • 

glutamino sintetasa, las cuales también participan en la regu­

laci6n de la transcripc16n de otros sistemas sujetos a regula­

ci6n por nitrógeno, como la utilización de aminoácidos, el 

transporte de aminoácidos y la fijación de nitr6geno (21), 

Dos de estas protefnas reguladoras de los sistemas Ntr, 
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se encuentran formando parte de un operón Junto con el gene 

.!1.1!!...! que es el gene estructural de la glutamlno sintetasa 

(operon .s.l.!!.J!. lll!L.!:. !l.l!L..8.), El gene ll.!JlJ:. contiguo a .9.l!!..J\. CQ. 

difica para un producto que funciona como represor de la sint~ 

sis a partir de .9.l!!..J\. (22), El gene 9.l..!L§. codifica para un prQ. 

dueto al cual se le ha 'asignado un papel dual en la regulación, 

ya que es necesario para, la activación como para la represión 

del gene .9.l!!..J\. (23), 

El gene lll!L..E no forma parte de este operón y se ha e~ 

contrado que el producto de este gene, es necesario para la e~ 
' presi6n de .9.l!!..J\., ast como para la expresi6n de los sistemas 

Ntr. 

Se sugiere que los productos de 9.1.!L.E. y 91.!L.§. son nec~ 

sarios para activar la transcripción de diferentes operones 

bajo el control Ntr (23) y que para reprimir estos operones se 

necesitan los productos de ll.!JlJ:. y ll.!..!!....! (24). 

Los genes de fijaci6n de nitr6geno descritqs en Klebp~ 

6.leUa pneumonÚe. són 17 Y' es tan organizados en 7 operones. Uno 

de estos oper,onl!S' (nif;L,.nif A) contienen dos genes necesarios 

::~: ::tr:~~·~j~f·t~;r~fii~[~~a:s:::::::: ::m: 0 :c:::::º~P::0 ~:s -P 

transcrip~iCÍn d~;,lcis' Óp~rories nif (25) y el producto de nif L 

funciona ~o~o ~~~r;~~~~"(z6Í •. 

El operón !!.!i..J:._! también está bajo el control Ntr. 
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Es por esto que. la regul act~n de h e.xpres1~n de la enzima glJ!. 

tamino sintetasa esta relacionada con la regulac18n de la ni-­

trogenasa (fig. 3), 

En cuanto a la regulaci6n de la nitrogenasa en Rhizo­

bium se entiende muy poco, se sabe que mutantes auxótrofas de 

glutamina en Rhizobium cowpea y en Rhizobium meliloti son inc! 

paces de fijar nitrógeno (27, 28) sin embargo, estas mutantes 

probablemente son mutaciones regulatorias por lo que la incap! 

cidad de fijar nitr6geno puede ~o estar directamente relacio­

nada con la stntesis de la protetna de la glutamino sintetasa. 

El estudio de la fijación de nitr6geno en Rhizobium fuera de 

los nódulos es muy importante para entender la regulación de 

la nitrogenasa en esta bacteria. 

c) Fijación de nitr~geno en vida libre. 

Se ha, tratado de expresar la nttrogenasa en cultivos -

·de Rh.i.zob:lum": sin:el'contacto con la planta, se han usado dif!!. 
' "'" -' .. --.-, :~' '-' ' 

rentes.meci'io.s?di{:cultivo, y se ha logrado hacer que los Rhüo-
:·' ;~,~- ·~·;,. """"'! 

b.la de crecimiento lent'o fijen nitr6geno en vida l tbre. Los m!!_ 

·.dio~ .de cultiv~utiHzados contienen bajas tenciones de oxige­

no, glutamina como fuente de nitr6geno y dos fuentes de carbo­

no: succinato y arabinosa. Se ha visto que células capaces de 

expresar la nitrogenasa, cambian su estado metab61 ico a uno -­

donde no crecen, donde la asimilaci6n de amonio est& bloqueada 

y excretan amonio (29}. No se ha llegado a tener las condicio-
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ne.s en las que Rh,(,zQb.i.a de crecimiento r~pido ftJen nitrógeno 

atmosférico en ausencia de la planta. 

Resulta muy interesante .Preguntarse lcuáles son las d! 

ferencias entre Rh.i.zob.i.a de crecimiento lento y de crecimiento 

rápido que permiten .1 a expresión de la nitrogenasa?. Los Rh.i.Z.e_ 

b.i.a de crecimiento .lento se diferencian de los de crecimiento 

.rápido por su. incapacidad par'a utilizar ciertas fuentes de car. 

bono como disacaridos (sacarosa y lactosa) o algunos interme­

d1arios del ciclo de ácidos tricarboxíl icos (malato y fumara to), 

Además de que la vfa Enter-Doudoroff opera a una velocidad me­

nor, se ha encontrado que tienen menor capacidad de sínte;is -

de NADPH;ya ~u~ la.~nzima NADP-glucosa .6 fosfato deshidrogenasa 
"-.,. , .. '" . 

ti.ene 'un'a'~C:tividad 10 veces menor en comparación con los Rh.l-

zob.i.a d~Jc~~·6·i~Únt~· rápido, y 1 a enzima NADP-6 fosfogl ucona to 

.... ·. :::¡l::f f :~¡~~f~~~itt:~~iJ~;,¡:::::::: ::::::::::::y:::::':::::~ 
se d~n c6·~dl~io~~·5 intracel.ulares necesarias para la expresión 

de la· nitrogenasa. 

Aún cuando los Rh.lzob.i.a de crecimiento lento se han -­

logrado diferenciar fuera de la planta no se sabe cual es el -

mecanismo o señal que dispara la diferenciación. En otros mi-­

croorganismos se ha propuesto que el metabolismo nitrogenado -

está directamente relacionado con el control de la diferencia­

ción, así por ejemplo se ha visto que la deprivacidn de nitró-
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geno ,induce la d1ferenc1actdn de algunas c~lulas dentro de el 

filamento de cianobacter1as (Anabaena azollae}formandose hete­

roqu1stes capaces de fijar nitrógeno {31), El nitrógeno fijado 

es asimilado en los heteroquistes formando glutamina, la cual 

es exportada a las células vecinas al heteroquiste (32). Por 

otra parte se ha observado que si se agrega metionina sulfoxi­

mina, que es un inhibidor de la glutamino sintetasa, se induce 

la formación de heteroquistes en condiciones donde la diferen­

ciación está reprimida y este efecto es revertido si se agrega 

glutamina. Las evidencias sugieren que la senal que determina. 

cuales son las células en el filamento de Anabaena que se de­

ben diferenciar a heteroquistes, es un gradiente de una subu! 

tancia relacionada con la glutamina j31). 

4.- ASIMILACION DE AMONIO. 

ai Vias de asimilación de amonio en microorganismos. 

El nitrógeno es un elemento esencial en los compues· 

tos celulares. El estudio del metabolismo nitrogenado compre~ 

de todos los procesos biológicos en los que participa este ·­

elemento: la busqueda, la incorporaciBn, la distribuciBn, el 

almacenamiento y la degradación. De todos estos procesos la • 

asimilación de amonio es el punto regulador del metabolismo· 

nitrogenado, ya que es el punto donde converge la incorpora·· 

ción del nitrógeno inorgánico en molécular orgánicas (gluta·-
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mato y glutam1nal r donde diverge la d1strtbuci~n del ~ttr6ge. 

no para la sfntes1s d~ amino¡cidos, aminoazQcares, vitaminas, 

purinas y piridinas, compuestos que a su vez participan en la 

síntesis de macromoléculas. Además la asimilaci6n de amonio p~ 

dria ser un punto de regulacf6n del metabolismo general, ya 

que es aquf donde convergen el metabolismo de carbono y el me-

_tabolismo nitrogenado. De tal manera que durante la asimilación 

del amonio la célula puede integrar señales provenientes del -

flujo de carbono y del nitrógeno, por ejemplo el a-cetoglutar~ 

to funciona como regulador positivo y la glutamina como regul~ 

dor negativo de la glutamfno sintetasa de bacterias gram nega- · 

tivas. 

Existen dos vhs por las cuales se asimila el amonio -

en diferentes mi~r~c:tr9:1n·d~i~siG~f:'Ílsf en el caso de Kle.b.1.le­
·.- "' ,,:~_ .. /~,;~~.'.\·, .:-:·:ff·};°f(''-:~~k{_',~--:-_. ·.,:_ . 

Hct pneumon~cte ~e)a'demost'rado que:. 
1.- En .c:~~~'tci~:n~~;~;cfi:~~·c:so de amonto, la glutamato -

-,~'r. '- '.'· •· 

deshidrogenasa (GDHJ ¡ ca'tal iza la aminaci6n reductiva del áci-
. ,.,,. ·.·' 

do u-cetoglul~r~~~. dando como producto la formación del Scido 

glutámtco: 

NH 3 + acetoglutarato + NADPH --> glutamato + NADP+ (l) 

2.- En condiciones donde el amonto se encuentra en ba. 

jas concentraciones, por ejemplo durante la fijación de nitró­

geno atmosférico, opera una vía alternativa, donde mediante la 

acción catalizadora de dos enzimas se forma glutamato, con un 
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gasto neto de un ATP m~s que en 1~ vt~ antes mencionada, Estas 

dos enz1mas son la glutam1no sintetasa y la glutamato sintasa. 

La formac18n de.glutamina se hace a partir del Beldo~ 

glutám1co y del amonio a través de la acc18n de la glutam1no • 

sintetasa (GS): 

gl.U..t.amato ~ NH3 + ATP ---> glutamina + ADP + Pi (2) 

A. su vez.'i~.;~-~utamato sintasa (GDGAT) transfiere el grupo ami· 

do'.de~a·~lutamina al Scido ncetoglutarico, formando deos molé 
. ~ 

c~la~;de ~cido glutSmico, lo que resulta en la stntesis neta 9 

de una molécula de glutamato: 

glutam1na + ucetoglutarato + NADH --> 2 glutamato + NAO+ (3) 

Debido a que la glutamino s1ntetasa tiene mayor af1nf· 

dad por amonio que la GDH, se ha propuesto la existencia de dos 

vfas excluyentes para la .as1milacf6n de amonio en Kleb4iella • 

pneumonlae que operarfan dependiendo de la concentract6n de •• 

amonio (34), 

Mediante el estudio de la as1milac16n de amonio en - • 

otros microorganismos se vi6 que esta propostci6n no es general, 

ya que diferentes microorganismos presentan diferentes maneras 

de regular estas enzimas, y existen microorganismos que carecen 

de algunas de las enzimas reportadas en K, pneumoniae para la 

as1milaci6n de amonto. 

En E4che4lchla coll la actividad de GOGAT se encuentra 
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en cond1c1ones de exceso de amon1o 1 esta acttY1dad bajo en co~ 

dfctones de lfmitactBn de·amon1ot la acttvtdad de GDH est8 pre­

sente en 11m1~act6n de amonto y aumenta conforme aumenta la CD! 

centract6ri de amonio en el medio (35), 

Otros mfcroorgan·t smos como E1r.w.lna ca1r.otova, Bac.lUu4 •• 

1.ub.t.i.U.1. Y Bcic.U.lu4 me.gate.11..i.um (34 - 36) carecen de actividad ~ 
~e GDH por l~ que s~lo asimilan amonto por la vfa GS.GOGAT, 

En la levadura Saccha:1r.omyce.4 ce.1r.ev.l1..la:e. se han encontr! 

do dos acttv{dades de GDH (34), una bloslntGtica dependiente de 

NADPH, cuya actividad var'a directamente proporcional a la can• 

tidad de amonio disponible y una GDH catabol tea dependiente de 

NADH cuya regulac16n es inversa a la GDH btosintAtica y cuya -

función es dar amonio a partir de glutamato (37). La actividad 

de GS en levaduras aumenta·conforme se limita de amonto el cul. 

ttvo y la actividad de GOGAT se encuentra en niveles bajos co·n~ 

tttuttvos _tánto·e·n:exc.ésó como 'en limitado de amonto, por lo,.-
.·o,· • ¡;~ '. .·'. :;:. . 

que .se propon·e que'la-via de asimilación de amonio en s. ce.11.e. • 
• • ' '• ·0<· •• :-~ ¡.'f'.!· . t.-,,·,:-· .. ,~;;·'::_,. - ; • 

vú.lae. en :1 iVvfa~GD·H~GS y· se desconoce el papel que juega 1 a -

GOGAT. (38 l O':'.+'. ,:¡_;: ;';:: • 
Er'hi~g~~;;~e:·J~~~Jo~a:' c1r.a:ua: presenta también dos activi 
'::.·' '. ,-:~f::·· .}>~: :· ··:.~':{'.' .. ·.: .·. '. 

dades de GDH~''biosintética y catabólica (39). En condiciones -

de l lmHafiól}~~-;;a~:~~1~Xati~que no disminuye la GDH biostntétf­

ca si au~'e'nta'.:1a',actTvJCiád de GOGAT (40). Se ha reportado que 

en N. c.1ta:Ld•'eid'st~n-dos t~riztmas de la glutamino sintetasa -· 
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(41, 42, 43, 44, 45), la ~S~ compuesta de monómeros s, estruc• 

turada en octámero, se expresa principalmente en cultivos cre­

ciendo en exceso de amonio y la GSa compuesta de monBmeros a, 

estructurada en tetr&meros, se encuentra fundamentalmente en · ,, 
limitac16n:de,amonfo/.Se ha demostrado que la actividad de la 

1 _, " 

GDH bfosfntética es' lo suficientemente elevada para participar 

de manera importáll,te en la síntesis de glutamato en condicio-
' -~ . 

nes de l imitacfón<de amonio (46). Debido a que la actividad de 

GOGAT se encu~~tra'más elevada ~n condiciones de limitación de 

amonio, se h~ ~~o~~e~to que su participación permite que la • 

glutamina pueda· s;;. reciclada a glutamato, facil ftando así que 
' •,-;·" :: 

~e mánteng~i ~oza~.~levadas de glutamato y bajas de glutamin-
.·;·;.·_ - , ..... ·.-

na. Esto.favorece que el amonio se ·asimile en glutamina media!!. 

te la a~~ii~ de la GSa. 

b) Asi~liación de amonio en Rhlzob.ium. 

, 

0

Debld·o''a que ~odos los Rh.izo.bú1. tienen acttvidad de -

GOGAT y 'no tod¿s- de GDH; se ha propuesto que la asimilaci~n de 

amonio cuando crece en vida libre, procede mediante la parti­

cipación de la.GDGAT y:las dos glutamino sintetasas descritas 

en Rh.lzob.lum (GSI y GSII, ver más adelante). Las actividades • 

de estas 3 enzimas se han encontrado en todas las especies de 

Rh.izob.lum, a excepción de RIL.lzob.lum ~e¿banút en donde se ha • 

encontrado que solo tiene actividad de GSI y que carece de la 

actividad de GSII (47), 
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La parttcipact6n de la GDH en la a$imtlact6n de amonto 

en Rh.lzob.lum no ha sido bien documentada¡ en algunas especies 

de Rh.lzob.lum como R. cowpea, R. mel.llot.l, no se detecta acttv~ 

dad de esta enzima (48), mientras que en otras como R, japon.l~ 

cum, R. legum.lno4a~um y R. t~.l6ol.l.l si se ha logrado detectar 

sin actividad, pero como es dependiente del cofactor NADH y no 

.esta regulada negativamente por glutamato, se le ha asignado 

un papel catabólico (49, 13). En R, legum.lno4a~um y en R. ~.l 

6ol.l.l se ha encontrado una actividad de GDH biosintética depen 

diente de NADPH, que aumenta en condiciones de limitaci6n de • 

glucosa (13), Es importante ·mencionar que se han atslado muta! 

tes auxótrofas de glutamato, que no ~similan amonto en R. leg! 

m.lno4a~um, R. japon.lcum, R. c_owpea, R. t~.l6ol.l.l, R. mel.C.tot.l 1 

R. 4e4ban.la y que son·d!fiSient~s en la actividad de GOGAT sin 

tener afectada su Go!i'/{so:.~>44, 51). Este dato apoya que la vh 
;r., .. _·? 

de asimilación de a~~riJ~.:~·¡,··R.hÚob.lum es la v'la GS .. GOGAT, ya 

que si la GDH y la.•GOGAT'·participaran en la sfntests de gluth 
·. . > .. <~.~-:, .. :~.-:-(!_t:;_>:;~:~V~'\:>> .. 

mato, mutantesca~xótrofaside glutamato deberfan tener altera• ... '" ·:·"~·~¡¡,~~~! . 
c) Actividades;.d,e:Gs:.en Rh.lzob.lum. 

·::t"'.~\,'(:·i·~-~·;.;, ;::_:( 

• Lasfésp~·c'ies'.de Rl1.lzC1b.lum tienen dos glutamtno sinte"' 

tasas la~,~~~;~~~\'.·ti'~!~en' diferentes propiedades fhtcas y cat~ 
l lticas (sl)'.: d:.·GSI es muy parecida a 1 a GS de E. ce.ti tienen . ' . \: /, 
un peso molecular de 59,000 daltones, una estructura oligomª• 
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rica formada de 12 subunidades, estructuradas en dos capas ex! 

gonales,.es resistente al calor.Y está sujeta a regulaci6n por 

ad en f1 ación, 

La regulaci6n por el sistema de adenilación esta muy • 

estudiado en E, coti, este sistema permite una respuesta rápi­

da a cambios en el medio ambiente¡ consistente en la inactiva­

ción de la GS, mediante la unión covalente de grupos adenilo -

a un residuo de tirosina especifico en cada una de las doce -­

subunidades de la glutamino sintetasa (53). La adenilación se 

dispara en la siguiente manera: 

La adeniltransferasa es la enzima que adenila y desa­

denila las subunidades de la glutamino sintetasa. La actividad 

de esta proteína está, regulada por la proteína PII, la cual -­

también tiene dos estados, el estado uridilado y el no uridi­

lado, dependiendo en que estado se encuentre la proteTna PII 

induce a la adeniltransferasa a adenilar o desadenilar a la -

glutamino sintetasa. La uridiltransferasa es la enzima que uri 

dila a la prot"eína PII cuando las concentraciones de acetoglu-
'(,' ,, 

tara to y ATP ·se encuentran altas y 1 a concentración de glutami 

na se encuentra baja. De esta manera la proteína PI! uridilada 

induce a la adeniltransferasa a desadenilar a la GS dejandola 

en su forma activa, para que esta pueda sintetizar glutamina 

(Fig. 4) (53). 

Este sistema permite un reajuste r~pido de la activi-
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dad de la GS cuando cambian la$ condiciones intracelulares de 

acetogluta~ato glutamtna y ATP, Ast para estudiar la ctn~ttca 

del sistema de adenilación en E. coll se ha visto que en un -

cultivo creciendo en prolina como fuente de nitrógeno, la 65 

se encuentra en forma activa y todo el amonio proventente del 

catabolismo de prolina es tomado para la sTntesis de glutamtna, 

si a este cultivo se le agrega un exceso de amonto, se produ­

ce una gran cantidad de glutamina y se depletan las pozas de 

ATP. La glutamina acumulada mediante el sistema de cascada -· 

activa a la adeniltransferasa a adenilar a la GS (tnactivarla), 

lo cual provoca que se pare la sl~tesis de glutamina y el con. 

sumo de ATP. Todo este sistema funciona en unos 60 segundos • 

después de :agregar un exceso de amonio (Fig, 5l (53), 

La GSJ de R&..lzcblum regula su actividad por este stst! 

ma de adenilaci~n, pero presenta poco cambio en cuanto a la r! 

gulact6n a nivel de sintesis, ya que en altas concentraciones 

·de amonio, el nivel de esta enzima dismtnuye solo un 30% (52). 

La GS II tiene un peso molecular de 36,000 daltones y 

a diferencia de la GSI es termo labil, y no esta regulada por 

el sistema de adentlaci6n. La GS de bacterias gram positivas 

tampoco se regula por adenilaci6n; sin embargo se han reporta­

do otras formas de inactivaci6n de GS en S.tJteptomyce4 cattleya 

(54) y en Rhodo4pe~lllum (55}, al agregar un exceso de amonio 

se inactiva sus glutamino stntetasas y se sugieren que la - -
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1nactivac1~n de estas enzimas se lleva a cabo mediante algún -

mecanismo que responde a las concentraciones intracelulares de 

glutamina, en combinación con los estados de oxido/reducci6n 

y/o cambios en~rgéticos de la célula que se den al agregar un 

exceso de amonio. 

Se sabe que la GSll de Rhizobium presenta una respues. 

~a muy amplia en su sintesis como resultado de cambios de la -

concentración de amonio en el medio ambiente (52) así en altas 

concentraciones de amonio esta enzima disminuye hasta casi de­

saparecer. En condiciones de fijación de nitrógeno y en bajas 

tensiones de oxTgeno también desaparece (52), 

Las dos GSs se encuentran presentes cuando Rhizobium -

crece en vida libre, pero no se sa~e cual es el papel de cada 

una de la asimilación de amonio. 

Existen varias hipótesis para explicar el papel de las 

dos glutamino stntetasas: 

1.- R.A. Darrow (52) propone que las dos glutamino 

stntetasas estan relacionadas con los dos tipos de vida de 

Rhizobium (bacteria-bacteroide). Este autor propone que en en. 

terobacterías la molécula de GS tiene funciones catalfticas y 

regulatorias y que en Rhizobium estas funciones se encuentran 

separadas en la GSI y la GSII. Así la GSI aunque en condicio­

nes de fijación de nitrógeno se encuentra aden1lada (catal fti 

camente inactiva) mantiene la capacidad de mantener a la 
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nitrogenasa en su estado d~repr\mtdo, Mientra~ tanto la GSlt •• 

desaparece en condiciones de fijact6n de nitrógeno, asegurando 

que el nitrógeno fijado no sea asimilado por el bacteroide, En 

vida libre la GSll es la que se encarga de asimilar el amono· 

en el medio ambiente, mediante algQn mecanismo regulatorio di· 

ferente al que maneja a la nitrogenasa. 

Eita proposición para ser aceptada tiene que ser modt. 

ficada como se menciono anteriormente se ha demostrado que la 

GS no participa directamente en la regulación de la expreston 

de la ntrogenasa, sino que ambas protetnas se encuentan bajo • 

una regulación coman, a través de la producc1'6n de las protet. 

nas regulatorias de los sistemas Ntr, codificadas por los ge•· 

ne s .9.1.!L.§.,. .9.!!!....h. y sl!L..E. ( 21 l . 

2,- R. Ludwing (27} propone que la función de la GSll 

es sintetizar glutamlna como substrato para la s~ntests de p~ 

rinas y que la GSI asimila la· mayor parte del amonio para pr~ 

porcionar la glutamina que la célula requiere para crecer en 

vida libre. 

3,- Por Oltimo es posible que tanto la GSI como la GS 

11 sean enzimas catalfticamente activas cuya regulación alos­

térica se lleva a cabo .. de manera complementaria. Esto se ha • 

demostrado para los dos glutamino sintetasas de Bdcittu4 cdl· 

dotyticu4 en base a sus diferentes respuestas a retrofnbibtd~ 

res derivados de la glutamina, donde cada metaboltto capaz de 
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regular a la GS, tnh1be solo una fracc16n de una de las act1vi 

dades de la GS (56), 
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OBJET !VOS. 

Rltlzob.lum es un microorganismo que presenta dos tipos 

de vida y dos maneras de manejar el n1tr6geno; así cuando cre­

ce en vida 11bre, puede asimilar el n1tr6geno de diferentes -­

fuentes e incorporarlo en molécular orgánicas. No se ha defini 

do co,n precisión cual es la vta por la cual se asimila el amo­

nio, ni el papel fisiológico de. las dos glutamino sintetasas, 

durante el crecimiento de vida libre. Mientras que cuando entra 

en contacto con la pl~nt~. se diferencia a bacteroide, que deja 

de crecer, pierde'h;~:ap'~bidad para asimilar amonio y reduce -
-' .. Ft: ~: -: ·~ 

nitrógeno a.tni~s;férl~;·y~izC:retandolo en forma de· amonio hacia el 
: _; ... •. :'.'<,,:.'. ':-.'.,,;L·.;_·,:·'.···_,. :::·.:··· 

citosol ,de·,la.'célula'vegetal. 
' T ,,,. • ,·- _. __ ., 

Oeb~ ~i~Hir una coordinaci6n regulatoria entre la fi-

jación ele nitr69~1lo} el metabol 1smo nitrogenado de Rh.lzobium, : . . . ... , :"H . " ~ 

. es factible': pensar que las sena les metaból leas que inducen o 

reprime·~ a la\fl
0

jac16n de nitrógeno, esten en directa relación 

con las senal~~ ·que cierran o abren la asimilación de amonio. 

En el caso de Anabaena, al igual que Rhlzob.lum, tiene 

que diferenciarse para expresar su nitrogenasa, formandose un 

organismo especializado en la fijación de nitrógeno (31), Como 

ya se mencionó el metabolismo nitrogenado está directamente r~ 

lacionado con la diferenciación en Anabaena, ya que la depriv! 

ción de nitrógeno induce la diferenciación (31). Posiblemente 
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en ~h.lz¡¡_b.lum el. rnetabol hmo nitrogenado tambt~n es U en relacfc5n 

directa con. la d1ferenc1acic5n, 

En Rh.lzob.lum 4e4ban.la se ha reportado que la glutamina 

Y.;el; amonio afectan la inducci6n de la nirogenasa, (47) ademh 

mutantes afectadas.en la asimilaci6n de amonio (NADPH-GOGAT" ó 

:GsJ"),s~n· 1ncapac~~.de inducir su nitrogenasa. Por otro lado se 

afecta la inducción de la n1trogenasa al bloquear la asimilación 

.de am~~io ut~l~~and~ inhibidores de las enzimas que participan 
··';;'¡}; ,.'' ¡ 

en este pro"i:eso·; (47), 
· ... ~, '""" .:·,> ."·,]' 

E-11 ~st~fp;oyecto se util iz6 Rh.lzob.lum phaHoU como mo-

dél o ·par~:;~~t,~d~ ~r las diferentes estrategias que tiene un Rh.l· 
-,, <>~,,-,\; ···¡-:.: ...... -. 

zob~um dé'crécimiento rápido para manejar el nitrógeno tanto en 

vida .lib're c~mo du.rante la simbiosis. Para esto tratamos de rei 

ponder las siguientes preguntas sobre el metabolismo nitrogena­

do de esta especie de Rh.lzob.lum. 

1.- lCuáles son las enzimas que participan en la asimi­

laci6n de amonio cuando crece en vida libre? 

a) lCuál es el papel fisiológico de las actividades de 

la GOH y de la GOGAT en la sfntesis de glutamato? 

b) lEn qué condiciones participan cada una de las glut~ 

mino sintetasas? 

c) lCuál es el papel fisiol6gico de las dos glutamino 

sintetasas en la similación de amonio? 
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d) lEx1ste al9~n sistema de lnactlvación de la GSll por 

amonio similar a la adenllación de la GSI? 

2.- lEs capaz Rh~zob~um pha6eol~ de diferenciarse en -

vida libre? 

a) lQué relación existe entre, la utilización del nitr.Q. 

geno del. medio, su· conversión a amonio, su posible excresi6n, 

y la viabilidad de las células?.utilizando·estos criterios - -

como Indicadores de diferenciación a bacteroide. 
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MATERIALES Y METODOS¡ 

l.- CEPAS; Las cepas ·utilizadas se muestran en la Tabla 

2.- MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO: 

Tod~s ·los crecimientos se iniciaron inoculando medios 

mfnimos a 0,05 de o.o. a .540 nm, con c6lulas precrecidas 24h. 

en medio rico PY, (extracto de levadura 3%, peptona de caseina 

5% y CaC1 2 7mM), 

Los crecimientos se hicieron en medio m1nimo V, (FeC1 3 
'6H20 0,08 .mM, MgS04 0.83 mM, KzHP04 1.23 mM, CaCl2 '2Hz0 

1.5 m~)con·diferentes ·fuentes de carbono como succinato 10 mM 

o glucosa 0.2% y diferentes fuentes de nitrógeno como glutama­

to de Na 10 mM, glutamina 10 mM, NH4Cl 10 mM, KN03 10 mM, arg! 

nina 10 mM, histidina 10 mM y prolina 10 mM. Para los cultivos 

·limitados alimentados de amonto se utilizó un flujo de 0,003 

micromolas por ml por h. 

La temperatura de crecimiento fue de 30°C y los culti­

vos iiquidos se agitaron a una velocidad de 200rpm. 

El crecimiento se siguió midiendo la o.o. a 540 nm y 
la proteína celular se determinó por el método de Lowry (58). 

3.- DETERMINACIONES ENZIMATICAS: 

Los cultivos se concentraron 100 veces, mediante centr! 
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• fugaci6n a 3,000 rpm. durante lO mtn, a 4ºC, se lavaron las •• 

. células., con, .la soluci,6n amortiguadora de extracciBn corespon-· 

diente Y,, l~'ego se sonif1caron 5 veces por 30 seg. o bien se ro!!'. 

pieron en un desintegrador Braun dando 5 pulsos de l.30 min. --,., . 

utilizando perlas.d~ vid~io de 0,1 mm de di&metro, en una pro-

porci6n de un ~olO~en de perlas por 3 vol amenes de células. 

Después de.romper las células, los extractos se centri 

fugaron durante 10 min. a 10,000 rpm. ~l sobrenadante fué usado 

para las determinaciones enzim&ticas. 

Se probar6n los ·siguientes amortiguadores para la extraf_ 

ción de la GDGAt y·,GDHl'' 

l.- KCl O.l M)~'1i~~:¿f~e~Úl 0,1 mM, pH 7.6 

::: ~::t~l';!!:m1~~}:""''°"'" 1 ' pH J .O 
4.- NaH2 ~04\,0j08 ~~;PH 7.5 

::: :~:~~lif J:f :.·::;;'O .001 H, '""""""°' 0.001 N, pH J ,0 
'¡: :", },~":{' ;- ' 

. . 'Par(flós_ ensayos de las actividades de estas enzimas se 
'. .:,::.~·.-···<?=·:,::\'J;:~·;·;(:~::. . ' 
probaron~los;s1~~ientes amortiguadores: 

. "·- ' .. \<.'·>Jf~f' ::•·'. ' 

l.- Hepe~ o'.'i' M, mercaptoetanol 1%, pH 8.5 

2.-. KH 2 P~40'.1~M:>pH 7 .8 

3.- r~is o.o5 M;" pH 1.5 
::;:· ' 

Se estableci6 que las condiciones 6ptimas para medir la 
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activación de GOGAT son: Soluctón de extracción,. KCL 0,1 M, 

mercaptoetanol 0,5% pH 7,6 Amorttguador de exsayo, Hepes O.lM, 

·mercaptoetanol 1%, pH 8.5 Substratos en un ml. a-cetoglurarato 

2 mM, pH 7,0, glutamina 3,65 mM, NADPH 0.1 mM. 

La reacción de la actividad de GOGAT se determin6 si-­

guiendo .,la óx.idación de la coenzima ·NAOPH espectrofotoml!trica-. ,. 
mente a .340 nmi.,Se.estableció la linearidad de la reacción, se 

somprobó'.1~"de~~n~encia de la actividad por sus substratos (a­

cetog~utafllt'i>.Y.9fotamina) y la inhibición de la actividad al 

anadir al\~;¡:¡'5~§0 ~·zaserina, un inhibidor especH1co de las tra!!. 

samidasarr; \, .. ·. 
-'· :~-,~i-~.~: . 

.:'Par'll dete~~inar la" actividad de la GDH, también se hi­

·Cieron curvis ¿~·~::diferentes concentraciones de substratos y 
~ ,,,,;·,.' 

pHs, en nfnguna:condición se logró detectar actividad de GDH. 

[á;a~tivfdad de la glutamino sintetasa se midió por el 

.~~~a~Ó d~· transferasa: La mezcla de reacción contenia en 0.5ml: 

imidazol 0.168 M, pH 7.0, hidroxilamina 0.022 M, MnC1 2 0,33 mM, 

arsenato de K 0.031 M y ADP 0.0449 M; la reacc16n se arrancó 

con 0.02 M de glutamina y se par6 con un ml de una solución de 

FeC1 3, 0.2 M, TCA 0.12 M y HCl 4.59 M. 

Para medir la reacci6n con células enteras se permeabi-

1 izó su membrana anadiendo a la solución de ensayo CTAB l mg/ml. 

Para medir el estado de adenilación de la CsI, se midió 

la actividad de transferasa agregandole 60 mM de MgC1 2 y luego 
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utilizando la stguierite relact~n para determinar el estado de 

adenilación: ñ = 1,2 - 12 b/a, donde nJ puede var1ar entre o y 

12 moles.de 'grupos.ad.e,nno por moles de enzima activa, a) 

corresponde a Ja ~ctivld~d total de transferasa de las subuni· 

dad es desa~;~ndada·~ )'·ad~niládas de 1 a GS, obtenida midiendo • 

la actividad de transj~ra~a .en presencia de MnC1 2 y b) corre!_ 

,pende a la activÚ~·d de úansferasa de las subunldades desade· 
. ... . 

niladai de;la GS,,medi~a·~n presencia de Mnc1 2 y de MgC1 2 • 

·rambi6~se midió.la actividad de la glutamino sinteta­

sa por 'el ens~yo d.~; s',iritetasa. la mezcla de reaccHln contenta 
'- ;· .. ··;·.: , __ ,. . 

en 0,5 ml :. i~\dazg.1:, 0,117 M• hidroxilamina 0.058 M, MgCl 2 0.07M, 

glutilmato 0~_2;M:.'.lil reacción se arrancó añadiendo ATP 0,023 M y 

se par6~a dÚe~~n~'es tiempos agregando un ml de la oolucion de 

feC.l~ º} . . ~J f'.~~ o_~l2 M y HCl 4. 59 M, 
, __ . ;./;'. - ,:· ~-:"!!. ;;:\·.· ;· '>_ 
'•\la~!ctlvidad de sintetasa de la GS tambt~n se determtnó 

utiliz~~~o':'.~'{¡(Ü1~~to marcado y viendo la aparicidn de glutamina 
' ·/'-· '"T·:" ~,}, i'·· _ _.,,,. 

l!lªr~a<l,a!¡'..~a.:,llli:zc\~': de reacción contenta en un ml; MgS0 4 80 mM, 

x:~fü1f i~E~~f {·;~:·, '.: '::~·::.::.:· .: :::::·:. '::.:: .:: , :,, 
etanol •'ál:'80%';\se ·separó la glutamina formada, mediante la absor. 

,:· :::-c·:.'!'.;'':-C:-;·~:'~r-• ... ;<, ·. ·: 
ción:cié1IC!l1U't'alllaio a una columna de un ml de Dowex lXB, la glu. 

,: '·-._. ·>·<)~!\·:··;:!;_:._~- .;-,· 
· ,tamina"~luida' se cont6 en un contador de sentelleo marca.Beckman, 

)uri~ unidad de actividad espec'lfica correponde a una mh 
. ~·' . 

cromol~'~e; producto formado ó coenztma reducida por mg, de pro• 

te fo a. 
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Para separar las dos act1Yidades de GS, se utilizaron 

varios procedimientos: 

1.- Por sus propiedades iónicas. Se utilizó una columna 

de OEAE-celulosa de 10 ml, equilibrada con solución amortigua-­

dora de extracción de la glutamino sintetasa (imidazol 0.01 M, 

MnC1 2 l mM, pH 7.0) y se pasó un gradiente lineal al KCl (de O 

.a 0.6 M) para eluir las muestras (43). 

2.- Por su afinidad a sefarosa-antranflico. Se utilizó 

una columna de dos ml, equilibrada con solución amortiguadora 

de extracción (imidazol 0.01 M, MnC1 2 1 mM, pH 7,0) y eluyendo 

con AMP 40 mM, pH 7.0. 

3.- Por su peso molecular. SE utilizó un gradiente de 

sacarosa del 5 al 20% en solución amortiguadora de extracc10n, 

centrifugando 3 h. a 40,000 rpm (52). 

4.- Por su termoestabilidad. Se midió la actividad an­

tes y después de calentar el extracto lh. a 50ºC para inacti­

var a la GSII · (52). 

4;- ·DETERMINACION DE AMONIO • 

. Para determinar la poza intracelular de amonio, se ce!!. s:·:;'.··,. 

trJf.ugaron 20 ml de cultivo, se resuspendió la pastilla en 

H .. c.104 0.25 M y después de centrifugar a 3,000 rpm, a 4ºC, dura!!, 

te 10 minutos al sobrenadante se le agregó un ml de KH 2Po4 l M, 
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PH.7,6. El:~C104 precipitado ¡e centrtfug6 a 3,000 rpm, durante 

·10 minutos y la cantidad de amonio en el sobrenadante fu~ deter 

minada midiendo la velocidad inicial de la reacci6n de GDH bo­

vina comercial marca sigma. La mezcla de reacci6n contenfa en 

un ml, "-cetoglutarato 20mM y NADH O.l M en soluci6n amortigu! 

dora de .fosfato de potasio 50 mM pH 7.6. Para 0.5 ml de muestra 

problema se·usó 0.5 ml de solución de la GDH bovina al o.a 
conteniendo también los substratos mencionados. La reacción se 

midió siguiendo la oxidación de) NAOH espectofotometricamente. 

La velocidad inicial de la reacción es directamente proporcio­

nal a la concentración intracelular de amonto. 

Para determinar el amonio extracelular se centrifugaron 

10 ml de cultivo y se desecho el precipitado celular¡ al medio 

sin cfilulas. se le agreg6 0.1 ml de NaOH 10 M y se mtdt6 el am~ 

riio con un_ electrodo Orion (Cambridge, Mass. USA) con una mem• 

brana espec~fica para este compuesto, 
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RESULTADOS. 

1.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE ENSAYO DE LAS ACTIVIDa 

DES DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO. 

Con objeto de establecer las condiciones dptimas para ~ 

el ensayo de las enzimas GOGAT y GOH, se hicieron extractos so­

nicados con seis 'diferentes amortiguadores de extraccicS.n, .ya-~ 
que la~ enzimas pueden ser m&s solubles o estables en algunas 

soluciones .de sales que en otras. Se probaro~ las soluciones --
·.· ','' .... ·. 
amortiguadoras de extracción descritas en materiales y métodos. 

A ~stos extractos se les midi6 actividad de GOGAT y de 
.. . . . . 

GDH ~on ~res diferentes soluciones amortiguadoras de ensayo. 

Se utiliza'r.on los':dos cofactores NADH y NAOPH para seguir la -

.reacción por el ·e.amblo _de absorba'n~a a o.o. de 340 nm. De esta 

.• mari~ra'.se dete~mi'g5\uales eran las mejores soluciones amorti- . 
·'. • .·• , . •I 

guadoras p~ra '.ia 1 ~xtracción y para el ensayo. Se encontrd que -

para medir la ;~cti;~idi·~; ~e GOGAT, .la mejor manera de extraer la 

enzima··~s'utij''f~~;~:·'frrií fa'1~'ción de KCl 0.1 M, mercaptoetanol • 

0.5%, pH ;}··~t·l;~~:ie.~[;~i&J,~;~.t~~.·camo.rtiguadora para el ensayo -
es Hepe'to;1 M;.me.rcaptoetano.l?.U., pH s.s. 

· . ~ :_ , ~;?:~-;~,-.:~j~f.{·.-,)X~ftt.·:.1,:~~?Ft(~t~;~{ ,n~:f .: ·-~~~~'.:.<·.)\~:.: ... '. · .: ... 
•Para·dete.rmfoartlas1~condJciones 6ptimas de los substr~ 

tos pa~~X~t ~;~Ji'~~,.~,~~·;·~~{ori¡~~i'¡{·~~ 'hiCieron curvas de activi-

dad con difer1!"~tés'J~cri~~¿'ntr~ciciri'es de cada uno de tos substra-



•• ,37 

tos a diferentes pHs, De esta manera se determinó que las con~ 

diciones óptimas de los substratos para medir la acttvtdad de 

GOGAT son: a-cetoglutarato 2 mM, glutamtna 3,65 mM, NADPH O,l 

mM, pH 8.5. El NADH no funciona como cofactor de esta activi­

dad. 

No se detect6 actividad de GOH en ninguno de los dos • 

cofactor~s ~sa~os '.(NADH ó NADPH), aan cuando los extractos se 

concentraro~'200 veces. De estos datos conclutmos que la asim! 

Jact6n de amonto en Rh~zob~um pha4eot~ procede untcamente por 

la vh GS-GOGAT, teniendo así un solo punto para su asimila'-• 

ct6n. 

Para determinar las condiciones de ensayo de las dos • 

glutamino stntetasas, se separaron estas dos actividades por -

sus propiedades tónicas, en una columna de DEAE-celulosa y a • 

los dos picos de actividad que se obtuvieron se les hicieron • 

curvas de pH y de concentración de substratos. tn la figura 6 

se muestran las curvas de las actividades de las dos GSs a di­

ferentes pHs, en la cual se ve que el pH óptimo para medir la 

actividad de transferasa de la GSII es de 7,8 y para medir la 

actividad de la GSI es de 7.3. 

El pH óptimo para medir la actividad de la GSI separa­

da en la columna de DEAE-celulosa se encuentra sesgado hacia -

un pH de 7.8, esto se debe a que esta fracción se encuentra muy 

contaminada de actividad de GSII, Pero utilizando un extracto 
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donde la GSII fu~ inact1vada por c~lor, se pue.de ve.r que. e.l ~H 

6ptimo para medir la actividad de la GSI es de 7,3, 

También se separaron por su diferente afinidad a una c~ 

lumna de sefarosa-antranilico. Se obtuvieron dos fracciones, una 

que tuvo afinidad por la columna de antranilico y otra que no. 

Para identificar cual de las dos glutamino sintetasas tuvo af! 

nidad por la columna, se separaron en un gradiente de sacarosa 

por su diferente peso molecular, identif1candose a la GSI como 

la enzima que tiene afinidad por la columna de sefarosa-antra­

nfl ico (Fig. 7). 

Debido a que la GSII es .termolab11 (SZ} otra forma de 

distinguir las dos actividades en un extracto celular, es a -­

través de medir la actividad al extracto crudo antes y después 

de calentar a SOºC. Se confirm6 que al calentar· el extracto se 

inactiva la actividad de la GSll y que la actividad de la GS? 

. no es afectada (Fig, B}. 

Z.- REGULACION DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO EN 

Rhlzoblum pha4e.ot.i CRECIENDO EN VIDA LIBRE, 

Sabiendo que la actividad de GDH no es detectable en -

Rhlzabium pha4e.oll y que la asimilac16n de amon1~ procede por 

la vfa GS-GOGAT, se estudi6 la regul1ci6n metabdltca de estas 

enzimas durante el crecimiento en vida libre, usando diferentes 

fuentes de n1tr6geno. 

'"'···. 
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a) REGULACJON DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT EN DIFERENTES FUENTES 

DE N ITROGENO, 

Cuanto a la regulación de la actividad de GOGAT, encon­

tramos que esta enzima tiene actividades altas en todas las - -

fuentes de nitrógeno utilizadas (glutamina, NH4Cl, KN03) excep­

to en glutamato, que es el producto de la actividad de esta en­

·zima (Fig. 9). Podemos concluir que aunque baj1 la actividad de 

GOGAT se rquiere en NH4Cl, KN03 y glutamina para sintetizar gl~ 

tamato y que solamente en presencia de un exceso de·glutamato 

en el medio se reprime la sfntesis de esta enzima. 

b) REGULACION DE LAS ACTIVIDADES DE LAS DOS GSs EN LAS DIFEREN­

TES FUENTES DE NITROGENO. 

El estudio de las actividades de la dos glutamino sin­

tetasas en las diferentes condiciones de crecimiento, es una -

forma de obtener información sobre la función de cada una de -

estas actividades. 

Midiendo la actividad de las dos GSs por el ensayo de 

sintetasa a lo largo del crecimiento, encontramos que las dos 

glutamino sintetasas se regulan de manera coordinada y comple­

mentaria en diferentes fuentes de nitrógeno. Que se regulen ~­

coordinadamente significa que 11 actividad de la GSJ se induce 

solo en algunas fuentes de nitrógeno y que la actividad de la 

GSIJ se induce en otras fuentes de nitrógeno. Que se regulen ~ 
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complementartamente significa que la actividad de un~ GS dtsm! 

nuye al aumentar la actividad de la otra GS, Así la GSI se in~ 

duce en medio rico y también cuando las células se crecen en • 

condiciones de limitaci6n de amonio, mientras que la GSII se • 

encuentra ausente en estas condiciones y solo se induce en cul 

tivos de medio mínimo suplementados con una sola fuente de ni• 

trógeno, donde disminuye la· actividad de la GSI (Fig, 10), 

Cuando. las células se transfieren de medio rico a medio 

m'ln1mo con cuaÍ··~ti1era cie las diferentes fuentes de flitr6geno . 

ut111zadas,:la"·:GsPqué',se encontraba activa en medio rico, se 
" ' •• , ·,. < ;i··. -' . .: :~)~· : -._, 

i nactiva·,'piir.iel•;'sf stemade'· a den ilación. se ha observado que 

los niv~le·s\~e;{~·;,~·~~~é;¡·~ :~arfan durante el crecimiento, ya que 

midiendo la;'acm;i·d\~d;;de .1{1i's1 ~or el ensayo de transferasa • 

en pre~en~Ú d·~·Mn+'f fé:'orréspiin~iente a las actividades de las 
~ . ,: - - . \" _·· .. -- - . ' ·,. .. '.!, . 

subuntdades.aderÍil,ad~s· y ·desad'eniladas) esta actividad perma·· 

nece co~stafite .duránte todo el' crecimiento (Fig. 11). Sin • 

embargo el 1írad~ 'de adenilación de la GSI aumenta conforme el 

c~lti~o cre¿e, de ~al manera que solo se encuentra GSI catall· 

ticamente ~¿~iva·durante las primeras horas del crecimiento •• 

Además la ac.tivación 'éle la GSI, medida por el ensayo de sinte­

tasa durante el cre¿imlento demuestra que la GSI disminuye coa 

forme el cultivo crece (Fig. 12). 

De estos datos se 'puede concluir que la regulación de 

la GSI se da a nivel de inactivación de la actividad y no a -~ 

nivel.de la s'l~tes~s de la enzi~a •. También se puede concluir. 



que la inacttvact6n de la GSt obseryada ~l tr~nsfertr las c!lu 
.~ 

las de medio rico a medio mintmo, es tndependiente de la fuen. 

te de nitr6geno utilizada, ya que la GSI se inacttva durante. 

las primeras horas del crecimiento con cualquiera de las fuen. 

tes de nitr6geno utilizadas (NH4Cl, KN03 , glu, gln, arg) (fig, 

12). 

Una posible explicación del comportamiento de la GSI • 

al ser transferido de medio rico a medio minimo, podrfa ser •• 

que la GSI responda a cambios en las concentraciones de catio· 

nes divalentes como Mg+ 2 ó Mn+ 2, ya que en dtferentes condt· 

clones de cultivo debe haber diferente asequibilidad de catio. 

nes •. Se ha yisto que ciertos cationes divalentes estan relaci! 

nados con la estabilización de la estructura y la acttvactón -

de la GS de E. cot~ (53), y que existen cambios conformactona. 

les en la estructura de esta protefna cuando bajan las concen­

traciones de Mn+2 (53). F. Wedler (59) ha hecho estudios de•· 

las cinéticas de la activación de la glutamino sintetasa por • 

Mg+2 y ~or Mn+2, encontrando que la GS es una enzima que usa -

preferentemente Mn+2• De esta manera los metales divalentes p~ 
dieran tener una función regulatorta en la activactdn de la 

GSI. 

Otra explicación del comportamiento de la GSI en medio 

mtnimo, podría ser que esta enzima responda de diferente ma­

nera a cambios en el pH intracelular que se den al cambiar de 



medio ó a lo largo del crec\miento, La GSl t1ene un pH ópttmo 

mas ácido que el pH óptimo para la acttvación de la GSII, 

La respuesta de la actividad de la GS? a diferentes pHs 

podría estar ligada a la disponibilidad de los cationes diva-­

lentes en el medio, ya que ~n E. coli se ha visto que existen 

diferentes pHs óptimos dependiendo de que la enzima esté unida 

a Mg+Z o a Mn+ 2 , asf el pH óptimo cuando la enzima se une a 

Mn+ 2 es de 7.5, mientras que el pH óptimo c~ando se une a Mn+ 2 

es de 5.0 (59). 

La actividad de la GSI se induce en condiciones de li­

mitación de amonio. El hecho de que la GSI se induzca en esta 

condición y no la GSII, no se debe a que la GSI tenga una afi­

nidad diferente por el amonio, ya que Darrow ha reportado que 

la Km por amonio de las dos GSs es muy similar (52), 

El dato mas desconcertante en la regulación de la GSI 

. es la inducción de esta actividad en condiciones totalmente -· 

extremas, es decir en medio rico y en crecimiento en medio m'· 

nimo limitados de amonio. Es posible que el inductor de la GSI 

sea algún metabolito común en estas dos condiciones de creci•­

miento. En E. coli se sabe que en condiciones de limitación de 

amonio, el a-cetoglutarato acumulado activa la desadenilación 

de la GS, dejandola en su forma activa (53). Una posible expl.:!_ 

cación seria que la GSI sea una enzima que responda a las con­

centraciones intracelulares de a•cetoglutarato y que en medio 
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limitado de amonio o en medio rico (peptona, extracto de leva. 

dura) la concentraci.ón de este metabol tto sea muy elevada, a • 

diferencia del medio mfnimo donde la concentración de ~.ceto-­

glutarato seguramente es baja. 

La actividad de la GSI en medio rico podría participar 

en la resistencia de glutamina, ya que se ha encontrado que al 

·gunos microorganismos tienen un recambio muy grande de este 

aminoácido (60). 

La actividad de la GSII se encuentra ausente en medio 

rico , y se induce cuando las células se transfieren a medio -

mfnimo suplementado con una sola fuente de nitrógeno. La actL 

vidad de esta enzima aumenta conforme el cultivo crece y cuap, 

do el cutivo deja de crecer, disminuye hasta desaparecer, como 

se observa en la figura lB. La inducción de la actividad de la 

GSII observada en las diferentes fuentes de nttrógeno, depen­

den ' de la fuente de nitrógeno utilizada; asf la induccilln de 

la a·ct1vidad )de la GSII es mayor en glutamato, arginina o nh 

trato {mu ~ h¡/, menor en amonto y en glutamina (Fig. 12). La r! 
. ....... " -:;.:.;,_" ·-····>' ·. 

gu]ación Íle la GSII en las diferentes fuentes de nitrógeno es 

independiente de la fuente de carbono utilizada, ya que se o![ 

serva la misma inducción cuando se usa glucosa o succinato - ~ 

como fu~ntes de carbono. La GSII es por lo tanto una enzima • 

que puede censar la disponibilidad del nitrógeno en el medio 

ambiente, por lo que pensamos que esta enzima participa de •L 
nera fundamental en la sfntesis de glutamina en medio mfnimo. . . 
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Para probar la importanci~ de la GSll en el crecimiento 

en medio mínimo, se utiltz~ la cepa CFN2012 (Tabla 1), esta es 

una mutante cromosomal por la inserción del transposon Tn5 que 

fue seleccionada por su sensibilidad a metionina sulfoximina, -

un inhibidor de la glutamino sintetasa (61) se encontró que -­

esta mutante tiene una GSII alterada, que presenta las siguien­

tes características: 

l.- No presenta actividad de GSII medida por el ensayo de tran!_ 

ferasa (fig. 13A). 

2.- Presenta unQ actividad de sintetasa que es mas sensible a -

la temperatura (Tabla 2). 

3.- Para detectar actividad de sintetasa es necesario utilizar 

concentraciones muy elevadas de glutamato, lo cual sugiere 

··que tiene afectada su Km por glutamato (Fig. 138). 

Como consecuencia de estas alteraciones en la GSII, la 

mutante CFN2012 crece en medio mínimo con amonio, con un tiempo 

de duplicación de seis horas, a diferencia de la cepa silvestre 

que crece con un tiempo de duplicación de cuatro horas (Fig. -

14), Este. dato indica que el funcionamiento de la actividad de 

la GSII es importante para la asimilación de amonio en medio 

m1nimo. 

Debido ha que se ha encontrado que existe cierta hete­

rogeneidad entre diferentes cepas de Rhlzoblum pha~eoli, en T 

relación a sus perfiles de proteínas as1 como a la organtza~ 
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ciiin de la importancta gené.tica contenida en los plhmtdos, 'd!t 

cidimos probar s1 la regulactón complementllrla encontrada en " 

relación a las actividades de las dos glutamtno stntetasas, 

que se presenta en la cepa silvestre CFN 42, esta presente en 

otru cepas de Rh.lzob-í.um pha4eQl-í.: probamos las cepas h20, •• 

89g, CFN2012 y 8251 (Tabla 1), 

Se observó que la regulación complementaria de las 

actividades de las dos glutamino sintetasas, está presente en 

todas las cepas mencionadas. En la figura 15 se puede observar 

que la GSI está elevada al crecer en medio rico y que al tran~ 

ferir las células a medio mfnimo se inactiva, al mismo tiempo 

que la GS_II se induce, En esta figura se puede ver que la cepa 

mutante CFN2012 presente actividad de sintetasa de la GSII, •· 

esto se debe a que los ensayos de actividad de GS se hicieron 

utilizando una concentración de 200 mM de glutamato. 

Se probó también el crectmiento de las cepas CFN42, -

CFN2012 y 7.20, en condiciones de limitación de amonio, enco~ 

trandose que tanto la cepa CFN42 como la cepa CFN2012, inducen 

la actividad de la GSI y crecen con un tiempo de duplicación 

de 12 horas (Ftg. 16). La cepa 7-20 no induce la actividad de 

la GSI y crece con un tiempo de duplicación de 18 horas (Fig. 

16). Como la cepa 7-20 es una cepa que carece de plásmidos, -

este dato podrh sugerir que la presenci'a de los plSsmidos 

tengan alguna relación con la \nducción de la actividad de la 

GSI, aunque hay que considerar que la cepa 7-20 no proviene 
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de la cepa CFN42, Para probar si 10$ plásmidos contienen alguna 

fnformac16n necesaria para la expresl6n de la GSI en limitado 

de amonio, es necesario utilizar cepas derivadas de l a cepa 

CFN42 que carezcan de algunos de los plásmidos o introducir al­

gunos de los plásmfdos de la cepa CFN42 en la cepa 7-20. 

3.- INACTIVACION DE LA GSll DE Rhizob~um pha4eol~. 

Como . se mencfon6 antes, se sabe que la actividad de la 

GSI se , t~activa med'farite el sistema de adenilación .(52). En 

~ ~ a~~.°c : ~cJ~.f.,i~.;~;Jl:tf~1I.~~.1,~.~¿,desfrito ningún sistema de inactiva-
ct6n, ~ sin ~embargo; el ~ hli11azgo.de que la mutante CFN2012 tiene 

·. ')~~/:.' :·~ ~·_ ' :'. ': ;,'(. ,-~~~~\ :,·_.:;.:~~~:~:/~~;:~~/~.J~·~;}.!.~:~'. ~---~-:~:-~/.:. -: -;_ 
una · GSI 1:: al terada ', l' causada · por una i nserc i6n Tn5, sugiere 1 a 

;,·,_. · ... -_--;-_:t::'. .· :' ·~::: ;:-::J ·-.·: :I:· ::v ··, ·i:·){-:}:;:%~-~:·u¡g~!~~:c .. ;.;~}_:::-<::~:f:.:··~; _ .. . :· 
· · •.· ex 15 tenc1 ci : de ~· u·nYs fS tema·-que · mód 1f i ca a es ta enzima. 

- ~'.\{':! )', {;;·;~x~.l~f'.~~f~~r~~!{~:rdeterminar en forma directa la exis-
. tencia ' de \ u11\ sistema': de • inlictivación de la actividad de la GS 

.. '-_ :·'_, - ~:-~,-~ _:.;_ ·. ~=- · ~' )-~~·1\'··:.::;;·'.->~:.¡f :~:.:~~-~;: ';:~:~.:.1-~·:::t/ i_:.;·.·.;· : .. _- . 
·II",-- se ' stguió ~' tl"i1 > ¡iri>cédimiento experimental semejante al que 

'. ·.L\~':,;:: :·.;,,/ .. ). ,:,:1{\:¿. '.~.fh~;;;_:: ;{::/'.- ·/(h :l ;!~- : 
se1 titiliz6 , p~ra ;~studiar la cin6tica de inactivación de la GS 

< ·. ;: ~·:¡ f ;~i~~~uff !l'~·::::~ c~::: :::: :: :~:::::t~n c:::e;:e::e a::n:~ 
trógen~ y observar como disminuye la acticidad de la glutami­

no ' sintet~sa. Encontramos que al agregar un exceso de amonio, 
. . . 

se ~ pfe~de en . ~O minutos la actividad de transferasa de la GSII 

(Fig ~_ .17). En cuanto a la actividad de sintetasa de la GSll, 

de,spúe's de agregar el exceso de amonio, encontramos que pre• 

senta - caracteristicas semejantes a las que presenta la GSII • 
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de la mutante CFN2012, como son las siguientes: 

l.- Es una actividad mas sensible a la temperatura y al 

igual que la cepa CFN2012 tiene una vida media de J min. a 50°~ 

mientras .que la cepa silvestre tiene una vida media de 7 min, -

(Tabla 2). 

2.- Es una actividad que tiene una Km por glutamato de • 

100 mM, similar a la de la cepa l fN2012 y mucho mayor que la de 

la cepa silvestre (3.7 mM) (Tabla 2). 

De los resultados anteriores se infiere la extstencia •­

de una prote,na que modifica y/o tnactiva a la GSll, Esta proT­

tefna se activa en presencia de un exceso de amonto, La tnser~ • 

ción del. transposon TnS, en un gene regulador de la cepa CFN~ 

2012 ser~a el responsable de que se exprese constitutivamente 

la prote~na que modifica a la GSII. 

Como se menciona antes, hemos observado que la actlvtdad 

·de la GSII disminuye cuando el cultivo alcanza la fase estactou 

naria del crecimiento (Fig, 16). Pensamos que esta bajada en la 

actividad de la GSII, pudirera deberse a la operación del mts •. 

mo sistema que se activa al agregar un exceso de amonto¡ para • 

analizar esto se mezcló una preparación de la GSll pura (puri. 

ficada por D. Enrfquez) con extractos de la cepa CFN20l2, de la 

cepa CFN42 después de agregarle el exceso de amonio y de las T 

células de la cepa CFN42 que alcanzaron la fase estacionaria de 

el crecimiento. 
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Estas mezclas de extractos se incubaron 30 min, a 30°C 

y se midió l~ actividad de sintetasa utilizando una concentra• 

ción de 100 mM de glutamato en el ensayo, Se observa que la •• 

inactivación de la GSII pura, depende linealmente de la canti. 

dad de protefna agregada de los tres extractos mencionados y • 

que no hay inactivaciBn si se mezcla la GSII pura con un ex-. 

tracto proveniente de un cultivo con la GSII inducida (P,ig,19), 

Este experimento demuestra claramente que existe un •• 

componente en el extracto de las c6lulas que alcanzaron la fase 

estacionaria, que inactiva a la GSll pura, con caracterfsticas 

similares al componente presente en los extractos de la cepa • 

CFN2012 y de las células a las que se les agregó el exceso de 

amonio. Seguramente la disminución en la actividad de la GS!I 

que se observa cuando empieza la fase estacionaria se debe al • 

funcionamiento del sistema de inactivaci6n de la GSll, 

En la figura 18, se observa que h perdida de. la acti• 

vidad. de la GSII a partir del inicio de la rase estacionaria, 

se realiza en un tiempo de 8 h. Este lapso es mayor al observ~ 

do cuando la GSII se pierde al agregar el exceso de amonio • • 

(20 min); creemos que la diferencia es que esta activtdad fué 

medida utilizando una concentración de glutamato de 200 mM, en 

el ensayo que es una concentración de saturación para la GSII 

inactivada, por lo que si se midiera la actividad de la GS en 

la fase estacionaria con una concentración baja de glutamato 

la cinética de inacttvactón seria semejante a la que se observa 
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cuando se inact1va con un exceso de amonio. 

Hasta el momento no sabemos en que cons1ste la modifi­

cación de la GSII, podrla ser una metilación, fosforilación, 

acetilación, degradación, etc. estudios con compuestos marca-­

dos y con anticuerpos anti-GSII, permitirán conocer la natura­

leza de la alteración de esta enzima. 

Se sabe que los ·bacteroides no pre.sentan actividad de 

ninguna de las dos GSs. Este sistema de inactivación de la GS!I 

podría funcionar para inactivar a la GSll de las bacterias que 

proliferan en el hilo infectivo, de tal manera que cuando se ~ 

diferencian a bacteroide).la actividad de la GSII se encuentre 

inact1vada, y ~l amon'1~':'producido por la nitrogenada no sea --
, ,,_ ·,: -"~ . .,-··, -.. : . .''' 

asimilado. Se pretencle]áislar una cepa mutante que carezca de 
. .. . ·, ;~">'·_·_.-:,:r"·t?·<'~ >·\.:, ··. ·_ 

este sistema de:;i'na'Ct1'~~ciii'n para estud1ar sus efectos en la -

infección, ia'¿~-;~,~-~:~w-r11~ión y la fijación de n1trógeno efec-

tuada por ;Rhl~~t_f.~_m_;_.:~:ir ·., . 
·:'-(, 

. ., ... 

4.- CARACTERISTICAS DE. LAS CELULAS QUE HAN ALCANZADO LA FASE • 

ESTACIONARIA DEL CRECIMIENTO. 

En un estud1o colateral hemos encontrado evidencias que 

indican que ex1ste cierta semejanza entre las bacterias que han 

alcanzado la fase estac1onaria creciendo en un medio mfnimo su­

plementado con un sola fuente de nitrógeno y el estado de bact! 

rolde. 
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Entre las características del bacteroide se encuentran 

las siguientes: 

l.- Los bacteroides son capaces de fijar n1tr6geno atmosffrico 

z .. Sus dos glutamino sintetasas se encuentran lnactivadas 

3.- El amonio fijado es excretado al cftosol de la planta, do~ 

de es asimilado por las enzimas codificadas por la cflula 

vegetal. 

4.- Los bacteroides pierden la viabilidad. 

Hemos observado que algunas de estas caracter1sticas, • 

son compartidas con la célula que han alcanzado la fase estac1~ 

naria del crecimiento, por lo que proponemos que estas óacte•• 

rias creciendo en vida libre han cambiado su estrategia para • 

manejar nitr6geno a una que es similar a la utilizada por los 

bacteroides. 

a) Inactivaci6n de la glutamino sintetasas.~ Es la fase 

estacionaria de un cultivo crecido en medio m1nimo con un sola 

fuente de carbono y de nitr6geno no hay actividad de ninguna 

de las dos GSs, mientras cuando las bacterias alcanzin la fase 

estacionaria después de crecer en medio rico, conservan la act! 

vidad de la GSI (Fig. 18), 

b) Excresi6n de amonio al •edfo,- Hemos obseryado que • 

cuando Rhüob.i.1111 ph1ue.0L.i. alcanza h fase estacionarh, es capaz 

de excretar amonio al medio, para esto se requiere que el a•tna 
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ictdo utilizado como fuente de nitrógeno contenga más de un T" 

¡tomo de nitrdgeno por molécular (gln, arg, his) Pig, 20), 

La excresión de amonio empieza cuando el cultivo deja. 

de crecer, esto se correlaciona con el inicio de la inactiva-­

ci6n de la GSII y con la depleción de las pozas intracelulares 

de amonio (Fig. 21). Este experimento podrfa sugerir que el -­

. sistema de transporte de amonio al exterior de la célula, es 

un sistema activo de gran afinidad, sin embargo M.J. Oilworth 

encontró que en Rhlzoblum legumlno4a~um la poza intracelular -

de amonio se equilibra muy rapidamente con la poza extracelu-­

lar y que el amonio intracelular puede llegar a estar muy ele­

vado en la fase estacionaria (64); si esto sucediera en R. ph~ 

4eoll no lo detectariamos pues el procedimiento que utiliza-­

mos para medir el amonio intracelular, se lavan las células -­

dos veces con medio sin amonio. 

Podemos decir que Rhlzoblum es un microorganismo que -

tiene la capacidad de utilizar una gran variedad de fuentes de 

nitrógeno para su crecimiento; y que cuando deja de crecer no 

reprime el catabolismo y la utilización de ciertos aminoScidos, 

sino que sigue teniendo la capacidad de extraerles el amonio, 

este por no poder asimilarse por las dos GSs es excretado al -

medio. Esta caracterfstica de Rhlzobium podrfa pe~ 4e beneff •• 

ciar a la planta, pues es una forma de que Rhizobium le propoi 

cione a la planta nitrógeno en forma de amonio. 

c) Pérdida de la viabilidad.- Cuando un cultivo de - -



,,,52 

Rhizobium creciendo en medio m,n1mo alcanza la fa$e e5tecion~~ 

ria, se inactivan sus glutam1no s1ntetasas, por lo que pierde 

la cipacidad para sintetizar glutam1na, ahora bien nos pregun. 

tamos lSi un cultivo de Rhizobium en la fase estacionaria se -

diluye en medio fresco, es capaz de inducir alguna de sus glu­

tamino sintetasas y volver a crecerV lEs reversible este proc~ 

so de inactivac16n? . 

Encontramos que las células que han alcanzado la fase 

estacionarla, después de crecer en un medio m,nimo, pierden su 

viabilidad. Con objeto de determinar desde que momento en el -

crecimiento en medio m1n1mo se pierde la capacidad de crecer y 

dividirse, se sigui6 el siguiente enfoque experimental: 

1.- Se utilizaron células precrecidas 24h , en medio rico para 

inocular un medio mfnimo constitufdo por succinato y NH 4C1, 

a densidad óptima de o.os a 540 nm. 

· 2.- Cada cuatro horas se dtluyeron las células en el mismo me. 

dio Inoculando a una D.O. de 0.05 a 540 nm . 

3.- Cada cultivo diluido se 1ncub6 a 30°C y se determtn6 la -­

prote,na y el namero de células. 

En la figura 22 se muestran las curvas de crecimiento 

que se obtuvieron, en donde se observa que ha medida que se d~ 

luyen las células del cultivo original se sintetizan menos -­

protefna, y que el cutlvo diluido después de las 24 h, perdi6 

totalmente la capacidad de crecer . En esta misma figura se - -
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muestran las curvas de crecimiento obtenidas por namero de ••• 

células, en las cuales claramente se observa que los cultivos 

que fueron diluidos a las 4, 8 y 12 h. del crecimiento tuvieron 

una diminución de su capacidad de dividirse, ya que alcanzan •• 

solo cuatro duplicaciones, mientras que las células del tiempo 

cero alcanzan ocho duplicaciones. Este es un dato muy dificil 

.de interpretar, ya que significa que la perdida de la viabili­

dad se da en dos pasos. En solo cuatro horas de crecimiento en 

medio minimo se disminuye notablemente la capacidad de duplic~ 

ción y de crecimiento. Se pueden diferenciar tres poblaciones, 

en cuanto a su capacidad de dividirse: 

1.- Las células de tiempo cero, que provienen de medio rico y 

que alcanzaron ocho duplicaciones. 

2.- Las células diluidas a las 4, 8 y 12 h. de crecimiento en 

medio minimo, que alcanzaron cuatro duplicaciones. 

3.- Las células diluidas a las 24 h. del crecimiento en medio 

mínimo, las cuales perdieron capacidad de dividirse en ese 

medio. 

Estas tres poblaciones se pueden correlacionar con las 

actividades de la glutamino sintetasa con las que inician su -

crecimiento en medio mínimo, ast las células del tiempo cero • 

tnictan su crecimiento con una actividad alta de GSI, mientras 

que las células diluidas a las 4, B y 12 h. inician su crect-­

miento con la GSI adenilada y con actividad de GSll y por - ~-
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último las células diluidas a las 24h. no presentan actividades 

de la GSI ni de GSII y no crecen • . 
Para probar si la pérdida de la capacidad de dividirse 

se puede correlacionar con la inactivación de las dos glutamino 

sintetasas, se siguió el mismo enfoque experimental descrito, ~ 

pero transfiriendo las células de medio rico a medio rico. En 

.la figura 23 se muestran las curvas de crecimiento que se obt~ 

vieron y se observa que después de cada diluci6n todos los cul 

tivos alcanzan el mismo número de células y la misma prote1na, 

inclusive el cultivo q~e fué dilufdo despues de crecer 24 h. en 

medio rico. Es interesante señalar que todos los cultivos tra~s 

feridos de medio rico inician su crecimiento con la GSI induci 

da, 

De.estos experimentos, se puede concluir que las celu~ 

las creciendo en medio mfnimo, van teniendo cambios paulatinos 

en cuanto a su capacidad de sintetizar protetna, que resultan 

en la perdida total de la capacidad de dividirse en medio mfni 

mo y que esto coincide con la pérdida de la capacidad de stnt! 

tizar glutamina. 
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DISCUSION. 

El objetivo de este trabajo fué tratar de entender las 

diferentes estrategias metabólicas que tiene Rhizobium para m! 

nejar el nitrógeno en vida libre. 

Con el objeto de estudiar como se maneja el nitrógeno 

en vida libre, se estudio la fisiología y la regulación de las 

enzimas de asimilación de amonio en diferentes condiciones ni­

trogenadas. Se encontró que la asimilación de amonio en vida -

libre procede exclusivamente por la vía GS-GOGAT. La GOGAT Ju~ 

ga un papel fundamental en la síntesis de glutamato, debido a 

que solo se reprime la síntesis de esta enzima cuando existe -

un exceso de glutamato en el medio (Fig. 9). El aislamiento de 

un auxótrofo de glutamato puede conducir a encontrar una muta~ 

te sin la actividad de GOGAT, tal como se ha reportado para -­

algunas especies de Rhizobium (47, 50, 51). 

En Rhizobium pha~eoli existe un solo punto de asimila­

ción de amonio, pero se encuentran dos actividades de glutami­

no sintetasa, por lo que resulta fundamental determinar en que 

condiciones interviene cada una, a fin de atribuirles un papel 

fisiológico. Encontramos que las dos glutamino sintetasas se -

regulan de amenra complementaria y coordinada; así la GSI se -

induce en medio rico y en limitación de amonio, condiciones en 

donde consideramos se encuentra un exceso de esqueletos ·de - • 
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carbono intracelular y en medio m1nimo, en donde seguramente 

el carbono que se genera es menor, la GSI se va inactivando d! 

rante el crecimiento. 

Se ha encontrado que la GSI de Rhlzob~um ttene una es~ 

tructura semejante a la GS de E. cotl (52), también se fia vtsto 

que ambas GS presentan un mecanismo de control sobre la activi 

dad enzimática, mediado por un sistema de cascada que involucra 

la adenilación y desadenllacidn de cada una de las subunidades 

de la enzima (53). Este sistema responde a la disponibilidad de 

la fuente de nitrógeno, permitiendo una respuesta muy rSpida a 

cambios en las condiciones ambientales. Asf en altas concentr~ 

ciones de glutamina y bajas concentraciones de a.cetoglutarato 

se estimul~ la reacción de adenilación, mientras que en bajas 

concentraciones de glutamina y altas concentraciones de a-cet~ 

glutarato y ATP se estimula la reacción de desadentlación. Se 

propone que existe un umbral en la relación de a•cetoglutara. 

'to/glutamina a partir del cual se induce la adenilaciOn (53), 

Además de este sistema de adenilacidn para regular la 

actividad de la GS, existe un sistema genético muy complej~. 

que se encarga de regular la síntesis de la enzima, en el cual 

participan varias proteínas reguladoras, codificadas por los ~ 

genes .9l!!......!:. y~ los cuales se encuentran en un operón junto 

con el gene estructural de la GS, y ll1..!!_f. el cual se encuentra 

en otro punto del cromosoma (21), Se ha visto que estos genes 

también responden a las condiciones nitrogenadas (21), ast en 
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E. coli se ha visto que en condiciones limitantes de nitr6geno 

los niveles de la enzima se elevan y el grado de adenilaclón -

es muy bajo, por el contrario cuando el nitr6geno se encuenta 

en exceso los niveles de la GS disminuyen y la enzima presenta 

un alto grado de adenilación (21). Es importante mencionar que 

estas proteínas reguladoras de la sTntesis de GS, también se -

encargan de regular la expresión de otros sistemas que tambiªn 

responden a la disponibilidad del nitrógeno, a estos sistemas 

se les conoce como sistemas Ntr, entre los cuales se encuentra 

la fijación del nitrogeno (23). :Asi en Klebhiella pneumoniae • 

se ha encontrado que las proteTnas codificadas por los genes 

~y 9..l.!!_f inducen la expresión del operon nif L nif A , el 

cual regula la expresión de los otros operones !!Ji., resultando 

así en la expresión de la nitrogenasa. 

Hemos visto que la GSI de Rhizobium difiere de la GS • 

de E. coti en su regulación, t~nto a nivel de su actividad, •• 

como a nivel de su sintesis, así hemos encontrado que la GSI • 

se adenlla cuando las células se transfieren a medio m~nimo, • 

suplementando con una fuente de nitr6geno y una fuente de car­

bono, independientemente de la fuente de nitrógeno utilizada, 

Proponemos que la GSI solo se encuentra desadenflada cuando ·­

existe una relación alta de a-cetoglutarato/glutarnina como SU• 

cede en medio rico o en limitación de amonio. Cuando el cultivo 

se transfiere a medio mínimo, la concentación de esqueletos •• 

de carbono baja, lo cual disminuye la relaciBn de a.cetogluta. 
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rato/glutamina y se dispara la adenilación de la GSI (Ftg, 10), 

Esto sugiere que la GSI de Rhlzoblum posiblemente responde di· 

ferentemente a los cambios en la relación a-cetoglutarato/glu­

tamina pues cuando E. coll; es crecida en medio mfnimo presen­

ta una actividad de GS desadenilada que depende de la fuente ~ 

de nitrógeno utilizada. La adenilación de la GS de Rhlzoblum -

en medio mfnimo se puede explicar alternativamente debido a 

que en este microorganismo el flujo de carbono es diferente al 

de E. coll, ya que carece de la via Embden-Meyerhof por lo que 

la glucosa se cataboliza unicamente por la vfa Entner-Doudoroff, 

y posiblemente cambie la relación a-cetoglutarato/glutamina. 

Por otro lado la regulación de la GSI a nivel de su ~ 

sfntesis también es diferente en Rhlzoblum, ya que los niveles 

de GSI no varian con las diferentes fuentes de nitrógeno; si 

se mide la actividad de transferasa de la GSI, en presencia • 

de Mn+2 (correspondiente a la actividad de todas las subunid~ 

·des, tanto adeniladas como desadeniladas) se observa que la • 

actividad es igual en todas la fuentes de nitrógeno durante • 

todo el crecimiento en medio mfnimo. Esto significa que dura~ 

te el crecimiento de Rhlzoblum en medio mínimo, la GSI es tra~ 

crita a niveles constitutivos durante todo el crecimiento, pero 

debido a que es adenilada es inactiva. lCuál es la ventaja de 

sintetizar una enzima que después va a ser inactivada? Es po­

sible que el operón A L G sea una secuencia muy conservada d~ 

rante la evolución y que la GSI se transcribe debido a que se 
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requiere expresar los genes reguladores que estan despues de • 

ella, formando parte del mismo operón (21). 

Rhüobium puede adenilar a las GSI cuando baja la re­

lación a-cetoglutarato/glutamina sin afectar el crecimiento, • 

ya que posee otra glutamino sintetasa (la GSII) que es capaz -

de inducirse en estas condiciones. La inducción de la GSII en 

·medio mínimo, responde inversamente proporcional a la cantidad 

de amonio disponible (Fig. 11). Es por esto que la GSll juega 

un papel fundamental en la asimilación de amonio en el creci­

miento en medio mínimo. 

Encontramos que la GSII además de regularse a nivel de 

síntesis dependiendo de la fuente de nitrógeno, se regula ta~ 

bién a niv.e.l de inactivación de la actividad enzim8tica. El • 

sistema de inactivación de la GSII se activa al agregar un ~­

exceso de amonio al medio (Fig. 17). En E. coU se han hecho 

estudios de la cinética del sistema de adenilación, en donde 

al agregar un exceso de amonio a un cultivo creciendo con la 

GS inducida, se sintetiza una gran cantidad de glutamina y se 

depletan las pozas de ATP. La glutamina acumulada causa una • 

disminución en la relación acetoglutarato/glutamina, lo cual 

induce que funcione el sistema de adenilación de la GS (53). 

Seguramente el exceso de amonio agregado al medio cuando Rfu• 

zobium crece con la GSII inducida, causa tambidn un aumento • 

en la concentración intracelular de glutamina y una disminu~­

ción en los esqueletos de carbono y en el estado energ~tico 
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celul~r. Este cambio podrfa ser el responsable de que se disp!_ 

re el sistema de 1nact1vac16n de la GSII ·(Tabla 2), 

Hemos encontrado que el sistema de 1nact1vaci6n de la 

GSII también se activa cuando el cultivo alcanza la fase esta­

cionaria del crecimiento (Fig. 18). El hecho de que este sist! 

ma se active al final del crecimiento, nos sugiere que intrac! 

lularmente se estan dando las mismas condiciones que cuando se 

agrega un exceso de amono, es decir acumulaci6n de glutamina y 

deplesión de esqueletos de carbono y de pozas de ATP, 

Para explicar como es que se lleg6 a tener estas cond! 

clones intracelulares, proponemos que al transferir las célu-­

las de medio rico a medio mlnimo el flujo de carb no se desac~ 

pla del flujo de nitrógeno, programando a Rh~zob~um para que -

se de un shock de amonio, lo cual provoca la aden11ac16n de la 

GSI y la inactivación durante el crecimiento de la GSII. 

Asf al transferir las células a medio mlnimo se baja -

la relaci6n a-cetoglutarato/glutamina, esto causa el inicio en 

la adenilación de la GSI, mientras tanto la GSll se induce. La 

inducción de la GSII causa que todavia baje mas la relaci6n 

·a-cetoglutarato/glutamina, ya que se esta sintetizando mas gl~ 

tamina. Esta disminución en la relación a-cetoglutarato/gluta­

mina causa la completa inactivación de la GSI. La GSII llega a 

inducirse a niveles muy altos y como hay una sola fuente de -­

carbono, se puede suponer que la disponibilidad de a-cetoglut! 

rato y de ATP sea limitada, esto significa que el flujo de - -
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carbono sea mas lento en comparaci6n con el flujo de nitrdgeno, 

a. tal grado que llege un momento en que el a-cetoglutararo y -

el ATP se consuman y se aaumule glutamina. De esta manera se • 

obtienen las condiciones necesarias para la activación del si~ 

tema de inactivación de la GSll. 

De esta manera cuando un cultivo de Rhizobium alcanza 

la fase estacionaria creciendo en medio mfnimo, las células • 

cambian su estado metab61ico a uno donde ademSs de no asimilar 

amonio y excretarlo al medio, dejan de crecer, ya que no pue­

den volver a crecer en medio mfnimo, cuando el cultivo se di­

luye (fig. 22). 

La excreción de amonio al medio solo se observa cuando 

el aminoácido utilizado como fuente de nttr6geno, contiene más 

de un átomo de nitrógeno por molécula como glutamina, arginina 

e histidina. Estos aminoácidos tienen en común que en los pri­

meros pasos de su catabolismo, se libera una mol@cula de amo·­

nio simplemente por una reaccion de hidrólisis, en cambio para 

que se libere una molécula de amonio de amino&ctdos con un so­

lo átomo de nitr6geno por molécula, como prolina y glutamato, 

se requiere el gasto de poder reductor, energfa y esqueletos 

de carbono. 

Debido a que con amino~cidos con un solo átomo de ni • 

trógeno por molécula, no se observa excresidn de amonio en la 

fase estacionaria, pensamos que tanto los esqueletos de carbono 

como el poder reductor, se encuentran en concentractones ~ ~ ~ 
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limitantes en la fase estacionaria. La lim1tact6n de estos mett 

bol1tos, podrla deberse a un bloqueo en el flujo de carbono, G, 

Hernández y J. Mora han encontrado que en Neu~o6po~a c~a66a 

cuando se suspende la s1ntes1s de glutamina, se provoca un blo­

queo en el flujo de carbono en algún punto de glic611sis (65), 

Ya que Rhizobium suspende la sintesis de glutamina cuando al.­

canza la fase estacionaria, se podria esperar también un bloqueo 

en el flujo de carbono. E~ interesante que los bacterofdes no -

sintetizan glutamina y son incapaces de metabolizar glucosa (9), 

Es posible que las células que alcanzan la fase estaci~ 

naria creciendo en medio mtnimo, pierdan su capacl~ad de diVi•­

dirse (Fig. 22) debido a que no son capaces de sintetizar glut~ 

'mina. 

Debido a que en la fase estacionaria se tnacttvan las • 

dos glutamino sintetasas, la poza intracelular de glutamina • • 

tiende a depletarse, y si como se propone la GSI de Rhizobium • 

se regula por el mismo sistema genético que regula la expresidn 

de la GS de E. coti y de K. pneumoniae (operon ·ll.!..!!..l.· ~ , 
· .!l.!.!!...2. y s.l..!!....E.l la expresi6n constitutiva de la GSI implicarta la 

producci6n de las proteinas reguladoras de su expresi6n. Se • • 

tendrian condiciones similares a cuando se induce la hipogenosa 

de, K. pneumoniae: bajo glutamina y producc16n de gln G.y gln F. 

Pensamos que en Rhizobium la hfdrogenasa se regula de una manera 

similar, por lo que al inactivarse ambas GS se llegarta a la -­

expresi6n de la nitrogenasa en la fase estacionaria, 
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En resumen se propone que las células que alcanzaron la 

fase estacionaria creciendo con una sola fuente de nitrdgeno y 

de carbono, modificaron su estrategia para manejar el nitr6gen~ 

cambiando del estado de bacteria en vida libre a un estado met! 

b61ico semejante al de bacteroide. Esta transición se dió sfm· 

plemente por cambios en las actividades de las enzimas de asim1 

laci6n de amonio, provocados por cambios en las concentraciones 

intracelulares de a·cetoglutarato, glutamina y ATP, como resul. 

tado de un desacoplamiento entre el flujo de carbono y el flujo 

de n1tr6geno, 

Para probar que esta hipBtesis es correcta, es necesario 

demostrar los siguientes puntos: 

: L~''l)ú'e\Jas,pozas intracelulares de a-cetoglutarato, 

glutami~~:yA~·~)~eWme~io mtnimo en la fase estacionarh se en. 

cuentr~ri::e~~~~;~~\di'~ne~ se~ejantes a 1 as que se presentan cuan. 
'.:';.:~:.·.,,-':?-!·(,'ti?~ :: ... 

do se,agrega'un~exceso de amonio a un cultivo creciendo con la 
.·.:': ~ >~' 

Gsr inducida; 

2.- Que el flujo de carbono disminuye cuando las célu­

las dejan de sintetizar glutamina. 

3.- Que la inactivacidn de la GSII sea un proceso trr~ 

versible ya que aun y cuando la concentractdn de glutamfna baje 

en .la fase estacionaria, la GSll ~o se 1uede volver a inducir. 

Cuando las células de la fase estacionaria se diluye en medio 

fresco no pueden volver a crecer. 
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4.- Demostrar qu~ durante el crecimiento se estan sint~ 

tizando las proteTnas regulator1as codificadas por 9.l!!..J!. y • -

.!l.l!!..l.• que inducen la expresf6n de~ y posteriormente de los 

genes .!!.!.f.. 

5. - Demostrar la presencia del me nsajero y/o la activi· 

dad de la nitrogenasa en las células de la fase estacionaria. 

6,- Demostrar que mutaciones puntuales estructurales • 

en la actividad de la GSI, no afectan la producci6n de nitroge­

nasa, mientras que mutaciones polares que tambi~n afecten la -­

producc16n de las prote{nas reguladoras codificadas por 9.l!!..J!. 

y 9.l.!L.h afectan la expres16n de la nftrogenasa. 
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Fig. 2.- Diferentes componentes estructurales y mecanis•o de 1cción 
de la nitrigenasa. 
PI: Componente I, contiene molibdeno (Mo} y tiene afinidad 
por una molécula de nitrógeno atmosférico (N:N). Pll: Co•­
ponente 11 al cual se une ATP y magnesio (Mg). F: Donador­
de electrones representados como (e). 
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Fig.3.- Esquema del modelo propuesto para 1~ activación de­

la transcripción de los genes nif. R.Dixon (25). 
p: promotor. 
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Fig.4.- Esquema del sistema de adenilación descrito 
para la GS de E.coU. A.Ginsburg,E.R.Stadtman (53). 
ATasa: Adenil Transferasa. Pll : Proteína PII no­
uridilada que interacciona con la Atasa estimula~ 
do la adenilación de la GS. Pll "UMP: Proteína -­
Pll uridilada que interacciona con 11 Atasa esti­
mulando la desadenilaciáo de la GS. Ulasa: Uridil 

Transferasa. 
+- © : Ac ti vaci6n de h enzima.•-- 0 lnhi bic i6n­
de la enzima. a-cg: a-cetoglutarato, Hn•

2
:mangan! 

so, gln: glutamina. 



'E .... 
111 .. 
~ 

o 
E 

" '¡'.' 2 .. 
~ 

:s 
~ .. 
u .. .. .. 
e 

e 
'º 
u .. .. .. 
e .. 
u 
e 
8 -120 -&> •• o 60 120 180 240 300 

tiempo (seg). 

Fig.5.- Cambios en las pozas de glutamina,glutamato y ATP 
durante la inactivaci6n de la GS de E.coti. R.M.-

M Wohlhueter,H.Schutt,H.Holzer (53). 
El cultivo se precreci6 en prolina 15 mM por 12 h. 
al tiempo cero (to) se le agreg6 un exceso de amo­
nio. (10 mM NH4C1 ). La actividad de la GS (x) y la­

concentración intracelular de glutamato (A), glut! 
mina(•) y ATP (o) se determinaron a diferentes 
tiempos, antes y después de agregar el amonio. 
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F1g.6.- Separac16n de las GS I y GS 11 por intercambio i6nico y efecto del pH 
en la actividad de las enzimas. 
A) Actividad especifica presente en las diferentes fracciones etuidas­
de una columna de OEAE-celulosa como se indica en Materiales y Metodos. 
B) Actividad especifica de diferentes preparaciones de ta GS I según el 
pll de ta mezcla de reacción. (-o-)Preparación obtenida después de aluir 
de una columna de OEAE-celulosa. (--o--)Preparaci6n obtenida al inacti­
var la GS 11 de un extracto libre de células por calor.(Mat.y Metodos). 
C) Actividad especifica de una preparaci6n de la GS 11 elulda de una e~ 

lumna de DEAE-celulosa según el pH de la mezcla de reacci6n. 
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F1g. 7.- Sedimentación en gradientes de sacarosa de la GS despu~s de someterla a una croma­

tograf!a de afinidad. 
Un extracto crudo que conten!a la GS l y la GS JI se sometió a una cromatograf!a de 
afinidad por una columna de sefarosa-ac.antr1nilico que se eluya con AMP (Materiales 
y Metodos).La actividad de la GS se determ1n6 tanto en las fracciones del lavado de la 
columna como en las fracciones obtenidas después de elu1r con AMP.Las fracciones con 
actividad se juntaron y se sedimentaron en un gradiente de sacarosa, el cual se frac­
cionó y se deter•inó la actividad de la GS por el ensayo trasferasa. A)Sedi•entación 
de la GS que no tuvo afinidad por sefarosa-antranilico.Se1dentif1có·como GSllsegGn su 
peso molecular (o). B)Sedimentac1ón de la GS elu1da de la columna de sefarosa-antran! 
11co. Se identificó como GS l segGn su peso molecular (o). 



A B GSll 

.. 
:.6 .6 .. 
V 
~ 
~ 

e 
"' .. .... 

"' "' .. .4 .4 

.. ... 
"-
V .., .. 

::? .2 .2 

~ .... 
u 

"" 

Número de fricción. Número de fraccf6n. 
fig.8.- Sedimentación en gradientes de sacarosa de la GS 1 y GS 11. 

Las GSs presentes en un extracto crudo (A) y de un extracto crudo previamente calentado a 
so•c durante una hora (B) se sedi•entaron en gradientes de sacarosa (Materiales y Métodos) 
Los gradientes se fraccionaron y se les deter•in6 la actividad de la GS por el ensayo de -
transferasa. Se indica la fracción donde •igran la GS 1 y la GS II según su peso •olecular. 
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Fig.9.- Actividades especificas de la GOGAT. durante el crecimiento en diferentes condici·ones ni­

trogenadas. Los cultivos se crecieron hasta 24 horas en las fuentes de nitrageno que se f~ 
dican. La act. de GOGAT se determinó a distintos tiempos del crecimiento (Mat. y Met). 
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t i e m p o (h o r a s). 
Actividades de la GS 1 (•) y de la GS 11 (o) durante el crecimiento en diferentes 
condiciones nitrogenadas. 
A) Cultivo con gluta•1to y succinato inoculado con células precrecidas 24 h. en me 
dio rico. B) Cultivo limitado de amonio, alimentado con 0.003 ~molas NH

4
Cl/ml"h.) 
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Fig. 11.- Actividad espec;fica de las dos GS y grado de adenilación de la 
GS I. 
Los cultivos se crecieron durante 24 h. en medio mfnimo con SUf. 

cinato y glutamato. A) Actividad especffica de la GS I (1) y de 
la GS II (o) determinadas por el ensayo de transferasa. B) Grado 
de adenilación de la GS 1 determinado como se indica en Materiales 
y Métodos. 
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Fig.13.- Activldad especifica de la GS I y GS II durante el crecimfent~ y efcto de la concentra-

c16n de glutamato en Ja actfvfd1d in vitlr.o de la GS II. 
A}L1 cepa silvestre CFN42 y la cépa mutante CFN20!2 se crecieron en medio mfnfmo con SUE. 

cinato y gluta•1to durante 12 h •• Las actfvfdades ce la GS I (•) y la GS II (o) se deter­
•fnaron por el ensayo de transferasa a df stfntas horas del cr~cfmfento de cada ceoa. 
B) La actividad de la GS II, tanto de la cepa silvestre CFN42 (•) como de la cepa •utan­
te CFN2012 (o), se determin6 por el ensayo de sfntetasa varfandc la concentracf6n de gl~ 
tam1to presente en la •e•cla de re1cción. 
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Fig.14.· Crecimiento de la cepa silvestre CFN42 (1) y 

de )a cepa mutante CFN2012 (o) en diferentes 
fuentes de nitrógeno. 
Los cultivos se crecieron durante 24 h. en~-­
medio mfnimo con succin3to y con cloruro de­
amonfo 6 con glutamato. 
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Fig. 15.- Actividad específica de la GS I (t) y GS II (~) en diferentes cepas. 
Cada uno de los cultivos se creció en medio mfnimo con succinato y glutamato durante 16 h,. 
Las actividades de las GS 1 y GS 11 se determinaron por el ensayo de sintetasa a distintas 
horas del creci•iento. 
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Fig.16.- Crecimiento (paneles superiores) y actividad especffica de las GSs (paneles 
inferiores) de las diferentes cepas indf·cadas. 
Los cultivos se crecieron li•itados de NH4 durante 40 h. La actividad de la 
GS 1 (•) y de la GS 11 (o) se determinaron por el ensayo de sintetasa. 
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Fig. 17.- Efecto de un exceso de amonio sobre la actividad de 

la GS I y la GS II. 
El cultivo se creció durante 10 h. en medio mtnimo. 
con succinato y glutamato y a este tiempo (tiempo O) 
se le agregó un exceso de amonio (10 mH NH4Ct ). La­
actividad de la GS I (•) y de la GS II (o) se dete?:,. 
minó por el er.sayo de transferasa a diferentes tie~ 
pos después de agregar amonio. 
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·Fig. 18.- Actividades de la GS I (•) y de la GS Il (o) 1 distintos 
tiempos del crecimiento. 
El cultivo se creció en succ1nato mas glutamato durante -
24 h. determinando el crecimiento por O.O. 540 nm (--e--), 
y la actividad de las GSs por el ensayo de sintetasa(----) 
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cig.19.-Actividid especffica de una preparación pura de la GS II mezclada con diferentes cantidades de 
de extractos crudos provenientes de distintas cepas. La GS II de la cepa silvestre CPN42 se P!!. 
rfficó (D.Enrfquez,J.Mora en preparaci6n)y muestras de esta preparaci6n se incubaron por 30 •in. 
a lOºC con diferentes cantidades de extractos crudos obtenidos de distintas cepas.Posterior•e~te 
se cuantfffc6 la actividad de la GS !I pura, restandole la actfvfdad total de la GS de los ex­
tr1ctos. La GS II pura se •ezcló con los extractos de las cepas:A}CFN42 shock con exceso de a•onio 
B)CFN2012, C)CFN42 fase estacionaria, D}CFN42 con la GS II inducida. 
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Fig. 20.- Crecimiento y excreción de amonio en las diferentes fuentes de nitr6geno indicadas. 

El cr~ci•iento se determinó por O.O. 540 nm (•) y e( amonio extracelular se deter­
•inó utilizando un electrodo Orion con una membrana especifica para este co•puesto 
(Materiales y Métodos) (o) 



A B ' 
l.!I , . 

A , ' .; 
, 1 I ..... ,, \ o 

I 
... ... 

I 1 
"' I 1 

I ' ~ 

::: I ' -. .. 1 e; .. 1 0.111 .. 1 z:: E .. .!= .. -= " 
1 

-:;; .05 1 ... 
1 . 
1 '; 

"' • =· 
"' \ ... a; 
:! ' u u ... . ... ... .. .. .. ... " " .. . 
... - -;; -;; .. o 0.1 o ... E E .. < e ... 0.11 
-; 
-;; 
u 
e 

11 

TiHpo (horas). 
Fig. 21.- Actividad de la GS 1 (•) y de la GS 11 (o) y concentraciones intracelular (.a.)7 

~•traceluhr (A) de HOnio. Durante el creci•iento 'n diferentes condiciones. 
los cultivos se crecieron durante 18 h. en •edio míni•o con arginina (A) o con 
gluta•ato (8). las actividades de 65 se deter•inaron por el ensayo de sintetasa. 
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f1g, 22.· Crecimiento de la cepa silvestre en medio mfnimo y de diluciones del cu] 
tivo original en el mismo medio. El cultivo con succinato mas amonio se 
i'noculó con células· precrecidas 24 h. en medio rico (T"). Cada 4 h.de cr~ 
cimiento se tomó el volumen necesario para tener el mismo número de célu· 
las con que se inoculó el primer cultivo y se cambiaron a medio fresco.El 
tiempo en que se hizo la dilución se indica en la parte superior.El cre­
cimiento se midió por num: de celulas (•) y por concantraci6n prot (o). 
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fig. 23.- Crecimiento da la cepa silvestre en medio rico y en el mismo medio 
despOes de dtluir el cultivo ~rlglnal,El experimento ru6 Igual que 
la ftg, 22 pero ut111zandc¡_~_!empre medio rico. 



TABLA l. CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO 

CEPA R. pha4eol~ 

CFN 42 

CFN 2012 

7-20 

CIAT 899 

8251 

CARACTERISTICAS 

rifR aislamiento del campo 

Derivada de CFN42, por inserción 
de Tn5, StmR KamR 

Sin plásmidos derivada de CFN7, 
StmR , RifR 

Sin reiteraciones en el gene H 
(62) el cual codifica para el 
componente II de la nitrogenasa 

Aislamiento del campo (63) 

Guanajuato, Mex. 

Aislamiento E. Morett 
(57} 

Aislamiento G. Soberón 
(63} 

Colombia 

Inglaterra 



TABLA 2. Km POR GLUTAMICO Y VID~ MEDIA A SOºC DE LA GS II. 

FENOTIPO Km POR GLUTAMATO VIDA MEDIA SOºC 

CFN 42 SILVESTRE 3.7 mM 7 min. 

CFN 2012 GS 11 ALTERADA 120. mM 3 min. 

CFN 42 SHOCK NH4 100. mM 3 min. 
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