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INTRODUCCION.

1.- IMPORTANCIA DE LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO.

E1 nitrégeno (Nz) es elbe1emento mds abundante en la -
atmésfera ferrestre, representa.e1 80% de los gases que la for
_man; sin embargo las plantas y los animaies son incapaces de ~
utilizarlo para crecer,solo las bacterias fijadoras de nitrd-
geno lo usan, reduciendolo a NH3. aumentando de esta manera la
cantidad de formas nitrogenadas Gtiles en la biosfe}u. Ala »-
conversidn de N, en NH; se Je denomina fijacibn bioldgica de -

nitrégeno.

Las plantas asimilan los compuestos nitrogenados inor-
ginicos que se encuentren en el suelo, transformindolos en com
,pbnentes nitrogenados celulares, tales como proteinas, dcidos
nucleicos y otras biomoléculas importantes; las protefnas sin-
"tetizadas por las plantas son utilizadas por los animales como
'fuente de nitrégeno. Estos organismos devuelven el nitrégeno -
al suelo en forma de productos de excresidn (urea, dcido drico,

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

Debido a su escases, el nitrdgeno disponible en el sue
1o para ser utilizado por las plantas es uno de los factores -
que limitan l1a agricultura, es por esto que los suelos deben -
ser fertilizados constantemente, aumentindose as! 1a demanda -

en la produccidon de fertilizantes.
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E1 proceso HaberrBosh para la producctén de fertilizan
tes requiere un gasto muy grande de energia (altas temperatu-
- ras y presiones) y un procesado costoso (transporte, almacena-
miento y apticaci6n); esto se ha dado como consecuencia, que «
se concentre la atencién en el estudio de 1a fijacidn biolégi-
ca de.n1tr69eno,‘como una alternativa para el incremento y me-

Joramiento de la produccién agricola.

2.- CICLO DE VIDA DE Rhizobium.

Entre las bacterias capaces -de fijar nitrfgeno se en~

cuentran lés‘dglvgepero Rhizobium de la familia de las Rhizor

; Ecacea{,‘ﬁhléablﬁh'sdn:bacterias gram negativas que se encuen
tran en elysuelo y se caracterizan por su capacidad de entrar
en simbiosis con algunas leguminosas, induciendo el desarrollo
de n6dulos en las raices. Dentro de los nddulos se 1leva a ~ -
cabo la fijacidn de nitrdgeno atmosférico; el nitrSgenc fijado
‘ por Rh{zobium es excretado en forma de amonio hacia el citosol
de la célula vegetal, en donde es asimilado por las enzimas co
dificadas por la planta. Como producto de 1a asociacibn la le-
guminosa asimila el nitrdogeno atmosférico por esto es de gran
importancia el estudio de la simbiosis de Rhizobium con las le
guminosas, como un problema bisico a investigar como se mues-

tra en la figura 1, el ciclo de vida de Rhizobi{um consiste en:

a) Poblacibn en la rhizosfera, formada por las bacte--
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rias creciendo en vidé libre,

b) Infeccidn de Ja planta por algunas de estas bacte--
rias, ‘ " o
c) Proliferacion de las bacterias dentro de la planta

y formacién de] néduTo

; d) Diferenciacion de las bacterias dentro del nédulo a

'bactero1de' hay videncias" que 1nd1can que los .bacteroides pier

fSé;hajVisto q&éfﬁha planta de chicharo creciendo en 200

nl de médio;'Ein fuéﬁfé'de carbono ni de nitrégeno, provee sufi

cientes nutrientes como para que mutantes auxdtrofas de Rhizo-

8

bium £egum¢naaanum crezcan de 102 a 10° cé&lulas por ml, en un -

tiempo de dos semanasv(l).

b) Infeccion. ; rimer paso en 1a infeccibn es el reconocimien

to especific ; ntre 1a bacteria y la planta. Las especies de -

RhL:qua sq;ha efinido segun su capacidad -de infectar a las -

difereﬁtéﬁ{f sas;.asi Rhizobium trnifoLid infecta a las es

pecies de Taifold ,thizbbLumjphaAgott infecta a las especies
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de Phaseolus, Rhizobium Eeguminosarum infecta a las especies de
P{sum, Vieia y Lens. Generalmente una especie de Rhizobium infec
,ta a una sola especie o a especies muy relacionadas de leguming

sas, aunque se han encontrado excepciones.

La especificidad de la infeccidn se cree que ocurre --
como resultado del contacto y la unidn selectiva entre Rhizobium
y la raiz de la planta. Se ha propuesto un modelo en cual se su
giere que glicoprotetinas presentes en los pelos de ta rafz. Ma
mada;-ié¢t1nas. son capaces de unirse a residuos azidcares espe-
' c1f1;o§,presgnfes en 1a superficie de las bacterias, De esta --

manéfé_fa%_]}d;inas funcionan como puentes para unir sitios an-
,tiééhjﬁqirép;lé‘superficie de 1a bacteria y en la pared celular
dé Jﬁfpjéﬁ‘ﬁwfé). Algunos de estos determinantes antigénicos se
han erﬁﬁyfigadﬁ;‘as!'por ejemplo se ha visto que la N-acetil -

D-galgﬁto;SﬁQHQ?bloquea la unién de Rhizobium faponicum & los -

,pe1o§f¢§f ﬁF}a!: de soya y que la 2-deoxiglucosa bloquea la - «
iun15n”ﬁel§hzzﬁgidm trifolii a trebol, sugiriendo que estos azﬁe
,yéaresgséléncyéntran en la superficie de la bacteria y son reco~
noc1do§ éspec{ficamente por las lectinas de los pelos de la « -
: raiz (3).
A Tanbi&n existen evidencias que sugieren que los exopoli:
sacaridos de Rhizobium son reguladores de la infeccidn, ya que
mutantes de Rhizobium Leguminosarum que producen menos exopoli-
sacaridos no pueden nodular (3). Parece ser que el enroscamien-

to de la punta de l1a raiz, que es de los primeros eventos en la
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penetrac1§n. se debe a la presencia de los exopo]jsacaridos 11

berados por Rhi{zobium (3},

c) Proliferacidn y desarrollo de! nddulo.- Exfste otra diferen
te clasificacién de los Rhizobia basada en sus tiempos de geng
racién, que 1os divide en dos grupos: los Rhizobia de crecimien

to ripido y 1os Rhizabia de crecimiento lento (4).

Estos dos‘tipos de RhlzobLa tienen diferentes mecanis~

mos de penetracion

o La e crecimiento ripido se adhierena la
. ”n un hilo. infectivo al invaginar-

nta. Este hilo infectivo crece 2

) raiz.’ lediante 1a extensién de la -

ue 1as bacterias entren en contacto

« :9;; __'ia“gle}agye“s o
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Una vez que la ra!z ha sido penetrada, se estimula a -
las células corticales a dividirse y las bacterias son tomadas
por las cé@lulas que se estdn dividiendo, quedando al {igual que
los Rhizobium de vida rdpida, envueltas en una vacuola de mem-

brana.

?d)Abiferenciaciﬁn a bacteroide.~ Las bacterias presentes en --
las c&lulas del nbdulo, se encuentran envueltas en una membra-
na.'és aqui donde se van a diferenciar a bacteroides, El anero
de bacteroides por vacuola depende de la planta, puede ser uno
5019 por vacuola o se puede encontrar de 3 a 16 bacteroides por

vacuola (3).

Las bacterias que se diferencian a bacteroide son las
que pueden 1levar a cabo la fijaciﬁn de nitngeno‘ Los bacteroi
des adem8s de expresar la nitrogenasa tienen otras caracteris-
ticas diferentes a las bacterias en vida 1ibre. Entre estas «

,caracteristicas se encuentran las siguientes:

1.- Cambio en la composicién de la pared,« La composi-
cién de-la pared de los bacteroides cambta, volviéndose menos

rigida y mas delgada.

2.- Cambio en 1a capacidad de oxidar substratos respirg
torios.- Los bacteroides cambian su capacidad de oxidar substra
tos respiratorios, ya que pueden oxidar @cidos orginicos y pier

den la capacidad de oxidar hexosas y triosas fosfato (5, 6),



Se.hé‘b[ppugsfo que el succinato es el sustrato respira
torio de los- bactéfoidés; §e cree que de su catabolismo se ob--
tiene la energia necesaria -para la fijacion de nitrégeno, ya --
que-mutantes deficientes en la actividad de succinato deshidro-
genasa en Rhizoblum,metiloti presentan nodulacidn retardada, --
formando nddulos blanc9;4é incapaces de fijar nitrdgeno (7). -
Ademds se ha visto que‘mdﬁéntes alteradas en el transporte de
dcidos tricarbéxilico§ forman nddulos inefectivos para la fija-
cidn de nitrdgeno (8). En cambio mutantes incapaces de metabol{
zat glucosa, nodu]an y fijan nitrbgeno a los mismos niveles que
la cepa si]vestre (9). Por otra parte se ha observado que el e«
succinato. puede inducir cambios en 1a morfo]ogia y en la viabie
Yidad de Rh(zobtum thifolii, haciendo que las cé]u]as se hin-«
chen y deJen de dividirse. aunque no se ha probado si esta pey
dida de : 1a capacidad de dividirse continda al ser transferidas

) las celulas;gvunvmedio sin succinato (10).

3.- Sintesis de leghemoglobina.- La leghemoglobina es
una proteina que une oxigeno reversiblemente con gran afinidad
(11). Esta proteina es de suma importancia para el proceso de
fidacion de nitrogeno, ya que la nitrogenasa se inactiva por -
oxigeno.'ﬁh¢zob4am es un microorganismo aerobio estricto por -

10 tantovreduiére oxfgeno para obtener la energja necesaria -«

para sus ‘usos metab6licos; as’¥ la leghemoglobina difunde oxige
no.a las bacteroides, con un flujo que permite el funcionamien

to del metaboiismo aerdbio y al mismo tiempo mantiene la con-
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centracidn de. oxigéno suf{cientemente baja para que la nitroge
nasa pueda funcionar. La sTntesis de la leghemoglobina es re--
sultado de la simb1osis. ya que el grupo hemo es sintetizado -
por el bacterqide, mientras que el grupo protefco es sintetiza

do por la pl;nta (i1)}‘

,A4;7fsihté§1§;dé hidrogenasa,- Otra protefna que se sin

tetiza pbr?algunas'cébas de Rhizobium en los nédulos, es la --

finh1b1torio déi’oxigeno.

Inactivacidn de 1a asimiluciﬁn de amonio.~ LoS «~

,bacteroides tienen reprimidas las enzimas que se encargan de -

Ia asimilacién de amonio (13). En base a estos datos se ha pro
puesto que losbacteroides son incapaces de asimilar el nitrd-

geno que fijan.

6.- Excrecifn de amonio.- Como los bacteroides no asi-

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

15

de la planta. Mediante estudios con N, en Rhizobium japondicum,

midiendo 1a cantidad de amonio marcado en el sobrenadante, se
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ha observado que el 94% del amonio producido por la nitrogena-

sa es excretado (14},

7.- Pérdida de la vidbi]idad.— Cuando 1os bacteroides -
pasan cierto estado de desarro]}o pierden la viabilidad. Se pro

pone que la diferenci '16n a bacteroide resulta del contacto --

con el ambiente int u]ar del nodulo y que los bacteroides -

mis viejos son'incépac, de dividirse debido al prolongado con-

oncentraciones de 8cidos orgdnicos presen-

tacto con Tas altas
tes en el citoplasmaf(ls). Existe cierta controversia sobre la

os-bacteroides. ya que se pueden aislar bacterias

viables de iBS* 6dulos; se discute si estas bacterias provienen

de bactero1desrtota1mente diferenciados o de bacterias atrapa-

das en e] hilovinfect1vo.

Se puede decir que.la diferenciacidn de bacteria a bace

tero1de es un”evento suicida individualmente, pero altruista e«

colectivamente ya que Ta actividad del bacteroide va 2 permi-

liferacion de 1as demés bacterias en vida 1ibre per-

p]anta crezca y que por lo tanto aumenten los «
‘rafz pero sin lograr la sobrevivencia del mismo

" bacteroide.

3, ESTRUCTURA Y REGULACION DE LA EXPRESION DE LA NITROGENASA
a)»Estructura

La nitrogenasa es la enzima que cataliza la reducc1§n
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de N2 en NH3‘ Estﬁ formada por dos componentes, los cuales no

tienen capacidad de fijar nitrfgeno por separado (16).

E] componente 1 o protetna Fe-Mo, tiene un peso molecy
lar de 200,000 daltones, estd formada por dos tipos de polipep
tidos que se estructuran en forma de un tetrdmerc, compuesto ~
por dos polipéptidos de cada tipo. Ademds contiene uno a dos -

dtomos de molibdeno y unos veinte a treinta &tomos de fierro.

E1 componente Il o proteina Fe, tiene un peso molecular
de 50,000 daltones, estd formada por dos subunidades idénticas,

contiene de uno a cuatro 5tomos de fierro.

La brote?na 11 es reducida por algdn donador de elec-
trones (ferredoxinas, flavodoxinas, NADPH) en el estado reduci
“do’una melécula de Mg-ATP, esta unibn resulta en un cambio con
formacional que ihora permite la 1nteracc1§n con la proteina I,
'y por io tanto la capacidad de transferir los electrones de el
’compongnte 11 al componente I, este evento estS acoplado con «

la hidrﬁlisig del ATP. La proteina I reducida puede a su vez
reducir el Np. As? Ta reduccién del nitrégeno molecular se 11g
~va a‘cqbo en 1a subunidad I de 1a 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) Regulacién de la expresién de la nitrogenasa,
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Los estudios fnicia]és'en ktebé£¢££a pn¢uman£ae hicie-
ron que se pensara que la glutam1no s1ntetasa per se tuviera -
un pape] 1mportante en la regu]acién de 1a. fijacidn de nitrége
no de este microorganismo. Sin embargo estudios posteriores =--
ihan demostrado que la’ glutamino s1ntetasa y la nitrogenasa, se
encuentran ‘bajo una regulac16n comun en 1a mayoria de las bac-

v

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 nitroge
nasa (18). En Kfebsiella pneumoniae se ha observado que una mu
tante monogenica, contitutiva en la sintesis de la glutamino
sintetasa, sintetiza nitrogenasa en condiciones donde se encuepn

tra reprimida en la cepak511vestre (18). También se ha encontra

do, que auxotrofos de gl f(glnA ) que no producen gluta-

n el fenotipo glh"con un episoma que lleva la =

‘ 5 1; genasa. pero esta interpretacidn resu1t6 ser inco--

‘f‘vrecta ya que como se verd mis adelante el mismo resultado se

explica ‘debido a que 1a sintesis de 1a glutamino sintetasa y
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de 1a nitrogehasa sebencuen;ran bajo una regulacidn comin, don
“de e} efector es 1a glutamina o algdn metabolito relacionado -

con ella,

Shanmugan ha mostrado que ciertos aminodcidos, espe«-

3kc1a1mente la glutamina en convinacifén con aspartato y glutama-
‘f\td,:son capaces de reprimir 1a sintesis de la nitrogenasa en -
. mutantes de Klebsiella pneumoniae donde no se reprima por amoe
nio. Este autor concluye que la represién por amonio de la ni-
trogenasa es un efector produci&o por alglin producto de algin

aminofcido (19). Ademds estudios de pozas de aminodcidos en --
Kebsiekla pneumoniae durante la represifn y desrepresiﬁn de «
la nitrogenasa, han demostrado una correlaciQn entre la concen

tracibn de glutamina y la actividad de 1a nitrogenasa (20).

Por otro lado se ha encontrado que en Kfebsdiella pneur
moniae el control de la transcripciQn de 1a nitrogenasa estd -
determinado por un sistema de cascada que incluye prote?nas re
'guladoras codificadas por genes nif, asf como prote?nas regula
doras del metabolismo nitrogenado (Ntr). Entre estas q1t1mas -
se encuentran las proteinas reguladoras de la sfntesis de la «
glutamino sintetasa, las cuales también participan en la regu-
lacibn de la transcripciﬁn de otros sistemas sujetos a regula-
ciﬁn por nitrégeno. como 1a utilizacién de aminodcidos, el « -

transporte de ahinoﬁcidos y la fijacidn de nitr§geno (21).

Dos de estas protefnas reguladoras de los sistemas Ntr,



se encuentran formando parte de un operéh junto con el gene -
gin A que es el gene estructural de 15 glutamino sintetasa --
(operon gin G gin L gln A), E1 gene glg_g contiguo a gln A co
difica para un producto- que funciona como represor de la sinte
sis a partir de gln A '(22), E] gene gln G codifica para un pro
ducto al cual se le ha:;signado un papel dual en la regulacidn,
ya que es nécesario parﬁ:la activacién como para 1a represidn
del gene gln A (23),

E1 gene -gln F no forma parte de este operdn y se ha en
contrado que el producto de este gene, es necesario para la ex
presién de gin A, asi como para la expresidn de los sistemas

Ntr.

Se sugiere que los productos de gln F y gln G son nece
sarios para activar la transcripcién de diferentes operones -
bajo el control Ntr (23) y que para reprimir estos operones se

necesitan los productos de gln L ¥y 91n G (24).

Los genes de fijacién de nitrégeno descritgs en Kfeb--

44a££a pneuman&ae son 17.y- estan organizados en 7 operones. Uno

de estos operones (nifJL,'nff A) contienen dos genes necesarios

13 operon nif L A también estd bajo el control Ntr.
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Es por esto que la regulaciQn de Ta expresifn de la enzima gly
tamino sintetasa esta relacionada con 1a regulacifn de 1a ni--

trogenasa (Fig. 3).

En cuanto a la regulacién de la nitrogenasa en Rhizo-
bium se entiende muy poco, se sabe que mutantes auxftrofas de
glutamina en Rh{izobium cowpea y en Rhizobium melifoti son inca
paces de fijar nitrégeno (27, 28) sin embargo, estas mutantes
probablemente son mutaciones regulatorias por 1o que la incapa
cidad de fijar nitr6geno puede no estar directamente relacio-
nada con la sintesis de 1a protefna de la glutamino sintetasa.
E1 estudio de 1a fijacién de nitrdgeno en Rhizobium fuera de
1os nédulos es muy importante para entender la regulaciﬁn de

1a nitrogenasa en esta bacteria.

¢) Fijacion de nitrdgeno en vida libre.

Se ha-tratado de expresar 1a nitrogenasa en cultivos -

ontacto con 12 planta, se han usado dife

’*vAgfde Rh{zab;um
v X Ttivo. y se ha logrado hacer que los Rhizo-
to fijen nitrégeno en vida libre. Los me

Vﬂdios de cultivo uti!izados contienen bajas tenciones de ofige-

7vno, glutamina como fuente de nitrbgeno y dos fuentes de carbo-
no; succinato y arabinosa. Se ha visto que células capaces de
exprésar 1a nitrogenasa, cambian su estado metabflico a uno --
donde no crecen, donde la asimilacién de amonio estﬁ bloqueada

y excretan amonio (29). No se ha 1legado a tener las condicio-
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nes en las que RhézobLa de crecimiento répido fiden nitrogeno

atmosferico en ausencia de la planta. B

Resulta muy 1nteresnnte preguntarse Lcuiles son las di
',ferencias entre Rh&zobLa de crecimiento lento-y de crecimiento
ripido que permitenfla expresién de. Ja nitrogenasa?. Los Rhizo
bia de’ crecimiento lento se diferencian de los de crecimiento
.ripido por su, 1ncapac1dad para utilizar ciertas fuentes de car
bono como disacaridos (sacarosa y lactosa) o algunos interme-
diarios del ciclo de dcidos tricarboxilicos (malato y fumarato).
Ademas de que la via Enter-Doudoroff opera a una velocidad me-

nor, se ha encontrado que tienen menor capacidad de sintesis -

de NADP’;ya“que 1a enzima NADP-glucesa .6 fosfato deshidrogenasa

'tienefuna,activjdad 10,vqus menor en comparacién con los Rhi-

1dad de crecimiento y para que -
"”kse den condiciones 1ntrace1u1ares necesarfas para la expresién

de la nitrogenasa.

Aln cuando los Rhizobia de crecimiento lento se han --
logrado diferenciar fuera de la planta no se sabe cual es el -
mecanismo o sefial que dispara la diferenciacién. En otros mi--
croorganismos se ha propuesto que el metabolismo nitrogenado -
estd directamente relacionado con el control de la diferencia-

cion, asi por ejemplo se ha visto que la deprivacidn de nitré-
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geno induce 12 diferenciact@n de algunas células dentro de el

filamento de cianobacterfas (Anabaena azoflae)formandose hete-
roquistes capaces de fijar nitrdgeno (31)., E1 nitrégeno fijado
es asimilado en los heteroquistes formando glutamina, ta cual

es exportada a las c&lulas vecinas al heteroquiste (32). Por

otra parte se ha observado que si se agrega metionina sulfoxi-
mina, que es unp inhibidor de 1a glutamino sintetasa, se induce
1a formacidn de heteroquistes en condiciones donde la diferen-
clacidn estd reprimida y este efecto es revertido si se agrega
glutamina. Las evidencias sugieren que la sefial que determina
cuales son las células en el filamento de Anabaena que se de-
ben diferenciar a heteroquistes, es un gradiente de una subus

tancia relacionada con la glutamina (31).
4.- ASIMILACION DE AMONIO.

'af Vias de asimilacién de amonio en microorganismos.

E1 nitr6geno es un elemento esencial en los compues-
tos celulares. E1 estudio del metabolismo nitrogenado compren
de todos los procesos bioldgicos en los que participa este --
elemento: la busqueda, la 1ncorboracidn. la distribucifn, el
almacenamiento y la degradacifn. De todos estos procesos la -
asimi]acién de amonio es el punto regulador del metabolismo -
nitrogenado, ya que es el punto donde converge la incorpora--

ciﬁn del nitrdgeno inorgdnico en molécular orgénicas {gluta--



mato y glutamina) y donde diverge la distribucién del ditrdgg.
no para la sfntesis de aminodcidos, aminoazdcares, vitaminas,

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

sintesis de macromﬁ}écuias. Ademds la asimilacién de amonio po
dria ser un. punto de regulacién de) metabolismo general, ya --
que es aqui donde convergen el metabolismo de carbono y el me-
_tabolismo nitrogenado., De tal manera que durante la asimilacién
del amonio l1a célula puede integrar seflales provenientes del -
fluje de carbono y del nitrégeno, por ejemplo el a-cetoglutara
to funciona como regulador positivo y 1a glutamina como regula
dor negativo de la glutamino sintetasa de bacterias gram nega-

tivas. -

EXisten7&b§ or las cualeskse asimila el amonio -

si en el caso de Keebsdie-

deshidrogenasa (GDH) aliza la aminacién reductiva del dci-

do . u- cetoglutarico, dando como producto la formacifn del dcido

g1utam1cp'. k.

NH4 +‘§cetogiutarato + NADPH > glutamato + NADPY (1)

2.- En condiciones donde el amonio se encuentra en ba-
jas concentraciones, por ejemplo durante la fijacidn de nitré-
geno atmqsférico. opera una via alternativa, donde mediante la

accibn catalizadora de dos enzimas se forma glutamato, con un
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“gasto neto de un ATP. mis que en 1a y{a antes mencionada, Estas

dos enzimas son labglutamino sintetasa y 1a glutamato sintasa.

La formaciﬁﬁ‘de glutamina se hace a partir del #cido «
-glutﬁmico y del amonio a través de la accién de la glutamino «
sintetasa (Gs) '

> glutamina + ADP + Pi (2)

',culas;de écido g1utimico, 1o que resulta en la sintesis neta -

'- de una mo1écu1a de glutamato.
glutamina + -acetoglutarato + NADH ——> 2 glutamato + Nap* (3)

Debido a que la glutamino sintetasa tiene mayor afini-
dad por amonio que la GDH, se ha propuesto la existencia de dos
vias excluyentes para la asimilacin de amonio en Kfebsielis -
pneumoniae que operarian dependiendo de 1a concentracién de e+
"amonio’ (34)

v Med1ante el estudio de 1a asimilacidn de amonio en - -
otros microdéganismos se vi§ que esta proposicifén no es general,
f‘yq_qué diferentes microorganismos presentan diferentes maneras
“de reguTar estas enzimas, y existen microorganismos que carecen
de algunas de las enzimas reportadas en K, preumoniae para la

asimilacidn de amonio.

En Escherichia cofi la actividad de GOGAT se encuentra
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en condiciones de exceso de amonio y esta actiyvidad bajo en con
" diciones. deilimitactdn de amonioy la actividad de 6DH estd pre-

sente en l{mitacién de amonio y aumenta conforme aumenta la con

- centracién de' onio en el medio (35).

‘;‘?,‘ Otros microorganismos como Erwina carotova, Bacillus v~
L 4ubt¢££6 v Bac&llua megateaium (34 - 36) carecen de actividad «
‘ ;de GDH por 10 que solo asimilan amonio por la v1a GS+GOGAT.

:' En la levadura SacchaAamyceA cerevisiae se han encontra
fdo dos actividades de GDH (34), una bios1nt§t1ca dependiente de
NADPH, cuya actividad varia directamente proporcional a la cane
tidad de amonio disponiblie y una GbH catabolica dependiente de
NADH cuya regulacidn es inversa a la GDH biosintética y cuya -
funcidén es dar amonio a partir de Qlutamato (37). La actividad
de GS en levadur;s?dumeﬁ;a“pgnforme se 1imita de amonio el cule

‘é'éoeAT se encuentra en niveles bajos cdné

tivo y la activida
: exceso como ‘en 1imitado de amon{o, por 10 =
18 de asimilacién de amonio en S, cerer

H=GS: y_se desconoce el papel que juega la -

04 ana cnaAAa presenta también dos activi
ay catabolica (39). En condiciones «
H'ue no. disminuye la GDH biosintéti-
;VOGAT (40), Se ha reportado que

! uiimas de 1a glutamino sintetasa =«




(41, 42. 43, 44 45). la GSa compuesta de monomeros g, estruc-
turada en octémero, se expresa principalmente en cultivos cre-
ciendo en: exceso de amonio y 1a GSa compuesta de monfmeros «,
estructurada en tetrimeros. se encuentra fundamentalmente en -
vlimitaciﬁn de amonio}ise'ha‘demostrado que la actividad de la

GDH b1osintet1ca [ ‘16 suficientemente elevada para participar

de manera 1mpor efgﬁEIA sintesis de glutamato en condicio-

nes de Hmita;:jén e amonfo (46). Debido a que la actividad de

GOGAT se ehcu?”

ra mas elevada en condiciones de 1imitacién de

amonio, se’ ha propuesto que su participacidn permite que la -

glutam1na pueda ser rec1c1ada a glutamato, facilitando asi que

se mantengan pozasxilevadas de glutamato y bajas de glutamin-

avorece’ que el amonio se asimile en glutamina median

te la accién ﬂe 1a GSa.

'b) Asim c16n.dé Amonio en RhLzobium.

e : Debido a’ que todos los Rhazobza tienen acti{vidad de -
GOGAT y: no fodos de GDH, se ha propuesto que la asimi]acidn de
amonio cuando crece en vida 11bre. procede mediante la parti-
cipacién de’ la; GOGAT y las dos glutamino sintetasas descritas
en Rhizobium (GSI'y GSII, ver mgs adelante). Las actividades -
de estas 3 enzimas se hén encontrado en todas las especies de
Rhizobium, a excepcién de Rhizobium sesbania en donde se ha -
encontrado que solo tiene actividad de GSI y que carece de la

actividad de GSII (47).




La participaci6n de 1a GDH en la asimilacibn de amonio
en Rhizobium no ha sido bien documentadai en algunas especies
de Rhizobium como R, cowpea, R, meliloti, no se detecta activi
dad de esta enzima (48), mientras que en otras como R, faponi-
cum, R. Leguminosarum y R, tn&golét si se ha logrado detectar
sin actividad, pero como es dependiente del cofactor NADH y no
esta regulada negativamente por glutamato, se ie ha asignado
un papel catabdlico (49, 13). En R, Leguminosarum y en R, tri
f§olii se ha encontrado una actividad de GDH biosintética depeg
diente de NADPH, que aumenta en condiciones de 11m1tac1§n de «
glucosa (13). Es importante mencionar que se han atslado mutapn
tes auxdtrofas de g1utamato, que no Ssimilan amonio en R. Legu
minodarum, R. japanicum, R. cowpza. R. trifolid, R, melilotd y
R. sesbania y que son- deficientes ‘en.la act1v1dad de GOGAT sin
tener afectada s GD' (50,744 51). Este dato apoya que la via
RhLzob¢um es la via GS«GOGAT, ya

de asimilacién de 2
que s1 la- GDH rticiparan en la sintesis de gluta« .

"mato. mut‘ e glutamato deberfan tener altera~

Rhizobium,
L Rhizobium tienen dos glutamino sinte~
tasas la g en'diferentes propledades fisicas y cata

'Jiticas (51). La

un’ peso‘molecular,de 59,000 daltones, una estructura oligomé-

‘SI es ‘muy parecida a la GS de E. cofi tienen
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rica formada de 12 subunidades, estructuradas en dos capas exa
gonales,.es resistente al calor y estd sujeta a regulacidn por

adenilacién,

La regulacidn por el sistema de adenilacién esta muy «
estudiado en E, coli, este sistema permite una respuesta répi-
.da a cambios en el medio ambiente; consistente en la inactiva-
cidon de la GS, mediante 1a unién covalente de grupds adenilo -
a un residuo de tirosina especifico en cada una de las doce --
subunidades de 1a glutamino sintetasa (53). La adenilacidn 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 protefna estd regulada por la protefna PII, 1a cual --
también tiene dos estados, e) estado uridilado y el no uridi-
lado, dependiendo en qpe estado se encuentre la protefna PII
induce a la_adeniltrdnﬁferasa a adenilar o desadenilar a la -
glutamino sjntetpga,'Lﬁxuridiltransferasa es la enzima que uri
dila a la Préﬁé{ﬂi Fil‘cuando las concentraciones de acetoglu~
tarato y:ATEﬂégﬁéﬁbuentran altas y la concentracién de glutami
na se engugnffé?ﬁajd. De esta manera la proteina PII uridilada
1n&uce;é>1a Qdeﬁjltransferasa a desadenilar a la GS dejandola
en su ?orMa activa, para que esta pueda sintetizar giutamina

(Fig. 4) (83).

Este sistema permite un reajuste rapido de la activi-
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dad de la GS cuando cambian lag condiclones intracelulares de
ucet091utaiéto glutamina y ATP, Asf para estudiar la c{nét{ca
del sistema de adenilacién en E, coli se ha visto que en un -
cultivo creciendo en prolina como fuente de nitrdgeno, la 6S
se encuentra en forma activa y todo el amonio proventiente del
catabolismo de prolina es tomado para la sintesis de glutamina,
s1 a este cultivo se le agrega un exceso de amonio, 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 G$ (inactivarla),
1o cual provoca que se pare la sidtesis de glutamina y el cone
sumo de ATP, Todo este sistema funciona en unoes 60 segundos -

después de ‘agregar un exceso de amonio (Fig. 51 (53),

La GST de Rhizobium regula su actividad por este siste
ma de adenilaci@n, pero presenta poco cambio en cuanto a la re
gulaciﬁn a nivel de sintesis, ya que en altas concentraciones

-de amonio, el nivel de esta enzima disminuye solo un 30% (52).

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

"a diferencia de la GSI es termo labil, y no estd regulada por
el sistema de adenilaci@n. La GS de bactertas gram positivas

tampoco se regula por adenilaciﬁn; sin embargo se han reporta-

do otras formas de 1nact1vaci§n de GS en Streptomyces cattleya

(54) y en Rhodosperillum (55}, al agregar un exceso de amonio

se inactiva sus glutamino sintetasas y se sugieren que la - -
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.1nact1vac1§n de estas enzimas se lleya a cabo mediante algin -
_-mecanismo que responde a las concentraciones intracelulares de
glutamina, en combinacidn con los estados de oxido/reduccién
y/o cambios energéticos de la célula que se den al agregar un

exceso de amonio.

Se sabe que la GSII de Rhizobium presenta una respues-
-ta muy amplia en su sintesis como resultado de cambios de la -
concentracibn de amonio en el medio ambiente (52) asi en altas
concentraciones de amonio esta enzima disminuye hasta casi de-
saparecer, En condiciones de fijacidn de nitrégeno y en bajas

tensiones de ox¥geno también desaparece (52).

Las dos GSs se encuentran presentes cuando Rhizobium -
crece en vida libre, pero no se sabe cual es el papel de cada

buna de la asimilacidon de amonio.

Existen varias hipétesi; para explicar el papel de las

dos glutamino sintetasas:

1.- R,A. Darrow (52) propone que las dos glutamino
sintetasas estan relacionadas con los dos tipos de vida de - -
Rhizobium (bacteria-bacteroide). Este autor propone que en en-
terobacterias 1a molécula de GS tiene funciones catalfiticas y
regulatorias y que en Rhizobium estas funciones se encuentran
separadas en la GSI y 1a GSII. As7 la GSI aunque en condicio-
nes de fijacién de nitrégeno se encuentra adenilada (cataliti

camente inactiva) mantiene la capacidad de mantener a la « =«
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nitrogenasa en su estado dereprimido, Mientras tanto la GSII «-
desaparece en condiciones de fiJac{Qn de nitrégeno. asegurando
que el nitrégeno fijado no sea asimilado por el bacterolde. En
vida 1ibre la GSII es la que se encarga de asimilar el amono -
en el medio ahbiente, mediante algdn mecanismo regulatorio di-

ferente al que maneja a la nitrogenasa,

Esta proposicidn para ser aceptada tiene que ser modi-
ficada como se mencion§ anteriformente se ha demostrado que la
GS no participa directamente en la regulacién de la expresth
de 1a ntrogenasa, sino que ambas protefnas se encuentan bajo -
una regulaciﬁn coan. a través de la produccfﬁn de las protef:
nas regulatorias de los sistemas Ntr, codificadas por 10s ge«-

nes gin G, gln L ¥ gln F (21},

2,- R. Ludwing (27) propone que 1la funci@n de Ta G6SII
" es sintetizar glutamina como substrato para la sintesis de pu
rinas y que l1a GSI asimila la mayor parte del amonio para pro
.porcionar'la glutamina que la c§lu1a requiere para crecer en

yida 11ibre.

3.~ Por QItimo es posible que tanto la GSI como la GS
11 sean enzimas catalfticamente activas cuya regulacidn alos-
térica se 1leva a cabo..de manera complementaria, Esto se ha «
demostrado para los dos glutamino sintetasas de Baciflus cal-
dolyticus en base a sus diferentes respuestas a retroinbibide

res derivados de la glutamina, donde cada metabolito capaz de
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regular a la GS, inhibe solo una fraccidon de una.de las activi
dades de la GS (56).
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© OBJETIVOS.

Rhizobium es un microorganismo que presenta dos tipos
de vida y dos maneras de manejar el nitrbgeno; asi cuando cre-
ce en vida 1ibre, puede asimilar el nitrdgeno de diferentes --
fuentes e incorporarlo en molécular orgdnicas. No se ha defini
do con precisidn cual es 1a via por la cuai se asimila el amo-
nio, ni el papel fis101691co de, 1as dos glutamino sintetasas,

durante el crecimiento de vida libre. Mientras que cuando entra

en contacto con laip1anta se diferenc{a a bacteroide, que deja

na coord1nac16n regulatoria entre la fi-
el metabolismo nitrogenado de Rhizobium,
que 1as senales metabGlicas que inducen o

réprihgn, jaciﬁn de nitrfgeno, esten en directa relacidn

'confiaéfséﬁiies que cierran o abren la asimilacién de amonio.

“En el caso de Anabaena, al igual que Rhizobium, tiene
que d1fereﬁc1arse para expresar su nitrogenasa, formandose un
organismo especializado en la fijacién de nitrSgeno (31). Como
ya se menciond el metabolismo nitrogenado estd directamente re

"lacionado con la diferenciacifn en Anabaena, ya que la depriva

ci6én de nitrdgeno induce la diferenciacidn (31). Posihlemente
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en Rhizaﬁtum elbmetahOIismo nitrogenado tambtén esté en relacién

'difebta boﬂk1a diferenciacidn.

En RhLzobLam sesbania se ha reportado que la glutamina

- _y el amonio nfectan 1a 1nducc16n de la nirogenasa, (47) ademds

k~mutnntes afectadas en la asimilacién de amonio (NADPH-GOGAT™ &
 fGSI ) son 1ncapaces de inducir su nitrogenasa. Por otro lado se
afecta la induccién de 1a nitrogenasa al bloquear ta asimilacidn

&;dg amonio_utilizandg inhibidores de las enzimas que participan

royecto se utiliz6 Rhizobium phaseoti como mo-

f’las diferentes estrategias que tiene un Rhi-

v1da 11bre como durante la simbiosis. Para esto tratamos de res

"ponder las siguientes preguntas sobre el metabolismo nitrogena-

do'de esta especie de Rhizobium.
1.- {Cudles son las enzimas que participan en la asimi-
laciﬁn de amonfo cuando crece en vida 1ibre?

a) iCudl es el papel fisiolégico de las actividades de
Ta GDH y de 1a GOGAT en la sfntesis de glutamato?

b} (En qué condiciones participan cada una de las gluta

mino sintetasas?

c) tCu§1 es el papel fisiolfgico de las dos glutamino

sintetasas en la similaciﬁn de amonio?
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d) lExiste algin sistema de inactivacién de la GSII por

amonio similar a. la adenilacidn de la GSI?

"2,- LEs capaz Rhizobium phaseoli de diferenciarse en -

vida 1ibre?

a) ¢Qué relacibn existe entre, 1a utilizacién del nitrs
geno del medifo, su conversifn a amonio, su posible excresién,
RAT viabilidad de las células?.utilizando estos criterios - -

como indicadores de diferenciacién a bacteroide.
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MATERIALES ¥ METODOS:

1.- CEPAS; Las cébd;ibtilizadgs se muestran en la Tabla 1
2.- MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO:

Todbs‘1os Erecimientos se iniciaron tnoculando medios
minimos.a 0, 05 ‘de D.0. a -540 nm, con células precrecidas 24h,
en medio rico PY, (extracto de levadura 3%, peptona de caseina

5% y CaCl, mM) .

‘,.yos crecimientos se hicieron en medio minimo Y, (FeCl,
*6H,0 O.OBJmM. Mgso, 0.83 mM, K,HPO, 1.23 mM, CaCl, °2H,0
.1.5 mM)con 'diferentes ‘fuentes de carbono como succinato 10 mM
o glucosa 0.2% y diferentes fuentes de nitrdgeno como glutama-
‘to‘de'Na 10 mM, glutamina 10 nM, NH4C1 10 mM, KNO3 10 nM, argi
nina 10 mM, histidina 10 mM y prolina 10 mM. Para los cultivos
-11mftados alimentados de amonio se utilizé un flujo de 0.003

“micromolas por mi por h.

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

vos 11quidos se agitaron a una velocidad de 200rpm,

E1 crecimiento se siguié midiendo la D.0. a 540 nm y

la proteina celular se determind por el método de Lowry (58).
3.~ DETERMINACIONES ENZIMATICAS:

Los cultivos se concentraron 100 veces, mediante centri
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fugacién ‘a 3 000 rpm. durante 10 min, a 4° °C, se lavaron las --

'_.célulus con la solucién amortiguadora de extraccidn corespon--

luego se son1f1caro i5 veces por 30 seg. o bien se rom

N pieron en un desintegrador'Braun dando 5 pulsos de 1,30 min, -~

"utilizando érlas de vidrio de 0 1 nm de diimetro, en una pro-

porc16n;dq un volumen de perlas por 3 voldimenes de células.

‘Después dé"romper 1as"céiulas, Tos extractos se centri

fugaron durante 10 min. a 10 000 rpm. E1 sobrenadante fué usado

para las determinaciones e zimdticas.

Se probaron los’ sfguientes amortiguadores para la extrac

~:Se'e§table616 que las condiciones Gptimas para medir la
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activacidn de GOGAT son: Solucién de extraccién,~ KCL 0.1 M, -
mercaptoetanol 0,5% pH 7,6 Amortiguador de exsayo, Hepes 0.1M,
‘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 reacc16n de la actividad de GOGAT se determiné si--

§p1e§d9~}§box1dacan de la coenzima NADPH espectrofotométrica-

\ estableci l1a linearidad de la reaccién, se
ncia de la a;tividad por sus substratos (a-
glutamina) y la inhibicién de 1a actividad al

ayQ'a;éser1na, un inhibidor especifico de las tran

inar la-actividad de 1a GDH, también se hi-
1ferentes concentraciones de substratos y

condicién se logré detectar actividad de GDH.

actividad de la glutamino sintetasa se midié por el
«ensayo de transferasa. La mezcla de reaccién contenfa en 0.5m1:
imidazol 0.168 M, pH 7.0, hidroxilamina 0.022 M, MnCl, 0,33 mM,
‘arsenato de K 0.031 M y ADP 0.0449 M; la reaccibn se arrancd
con 0,02 M de glutamina y se pard con un ml de una solucién de

FeCl;, 0.2 M, TCA 0.12 M y HC} 4.59 M.

Para medir la reaccidn con células enteras se permeabi-

1iz6 su membrana afadiendo a la solucién de ensayo CTAB 1 mg/ml.

Para medir el estado de adenilacifn de 1a Cs], se midié

Ta actividad de transferasa agregandole 60 mM de Mgll, ¥y luego
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utilizando. la siguiente relaci6n para determinar el estado de
’adeni]acién. fi= 12 - 12 b/a. donde i) puede variar entre o y

12 moles devgrupo'

dehi]o por mo]es de enzima activa, a} -
actividad total de transferasa de las subuni-
adeni]adas de 1a GS, obtenida midiendo -

\~v1a actividad de transfefasa en presencia de MnCl2 y b) corres

e correspond

. dades desadeniladas

.ponde a: 1a actividad de;transferasa de las subunidades desader

ni]adas de la GS. med1da en presencia de MnClz y de MgC12.

1d de sintetasa de la GS también se determinﬁ
to-marcado y viendo la aparicidn de glutamina

‘de reaccidn contenfa en un ml: Mg50, 80 nM,

M. glutamato 20 mM + 500,000 cpm ue glu,

A 0.5 mM. Después de parar la reaccidn con

‘eparé la glutamina formada, mediante la absor

ato ‘a'una columna de un ml de Dowex 1X8, la glu-

se cont6 en un contador de sentelleo marca.Beckman,

'_‘uﬁidad de actividad especifica correponde a una mi-
‘~cromola‘;e'bfoducto formado 6 coenzima reducida por mg. de pro-

tefna.'[
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Para separar 1as‘qos actiyidades de GS, se utilizaron

varios procedimientos;

1.- Por sus propiedades 16n1cas. Se utilizé una columna
de DEAE-celulosa de 10'm1,'équ1j1brada con solucibn amortigua--
dora de extraccién de 1a glutamino sintetasa (imidazol 0.01 M,
MnCl, 1 mM, pH 7.0) y se pasé un gradiente lineal al KCI (de 0

.2 0.6 M) para eluir las muestras (43).

2.~ Por su afinidad a sefarosa-antranilico. Se utilizé
una columna de dos ml, equilibrada con solucién amortiguadora
de extraccidn (imidazol 0.01 M, MnCl, 1 mM, pH 7.0) y eluyendo
con AMP 40 mM, pH 7.0,

3.~ Por su peso molecular, SE utiliz§ un gradiente de
sacarosa del 5 al 20% en solucifn amortiguadora de extraccidn,
centrifugando 3 h. a 40,000 rpm (52).

4.- Por su termoestabilidad., Se midié 1a actividad an-
tes y después de calentar el extracto 1h. a 50°C para inacti-
var a 1a GSIT (52).

}DETERMINACION DE AMONIO.

: qua‘determinar Ta poza intracelular de amonio, se cen

3 t(jfugarbh 20 ml de cultivo, se resuspendié la pastilla en - -

- Htfb4‘0.25 M y después de centrifugar a 3,000 rpm, a 4°C, duran
te 10 minutos al sobrenadante se le agreg6 un ml de KH2P04 1M,
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pH.7.6. Ei'K0104 precipitado se centrifugd a 3,000 rpm, durante
10 minutos y 1a cantidad de amonio en el sobrenadante fué deter
:minada m1d1endo Ta velocidad inicial de la reaccibn de GDH bo-
» vina comercial marca sigma. La mezcla de reaccifn contenfa en

un ml, a-cetoglutarato 20mM y NADH 0.1 M en solucidn amortigua
dora de :fosfato de potasio 50 mM pH 7.6. Para 0.5 ml de muestra
problema se'us§ 0.5 ml de so]ucidn de la GDH bovina al 0.1% - ~
conteniendo también los substratos mencionados. La reaccifn se
midi6 siguiendo la oxidacibn del NADH espectofotometricamente.

La velocidad inicial de 1a reaccifn es directamente proporcio-

nal a la concentraciﬁn intracelular de amonfo.

Para determinar el amonio extracelular se centrifugaron

10 ml de culiivo y se deseché el precipitado celular; al medio

sin cé1u1as se le agregd 0.1 m1 de NaOH 10 M y se mid{d el amo

'nio con un electrodo Orion (Cambridge, Mass. USA) con una mem-

brana especifica para este compuesto.




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 1as enzimas GOGAT y GDH, se h1c1eron extractos s0-
nicados con seis diferentes amort!guadores de. extraccién. ya‘~
fque 1as enzimas pueden ser mds solubles o estables en algunas

;’soluc1ones de sales que en otras. Se probaron las soluciones .-

;;amortiguadoras de extracc16n descritas en materiales y métodos.

k A‘estos extractos se Tes midi6 actividad de GOGAT y de

i~GDH con: tres diferentes soluciones amortiguadoras de ensayo.

Se u£11izhron IOsmdos cofactores NADH y NADPH para seguir la -

':~reacc1on por el cambio:de absorbanctia a D.0. de 340 nm, De esta

se determino cdales eran las mejores soluciones amorti-
3 xtraccion y para el ensayo. Se encontrd que -
viGOGAT, Jla mejor manera de extraer la
on7de KC1 0.1 M, mercaptoetanol -

mortiguadora para el ensayo -

1bﬁé}T6pt1mas de los substra
e hicieron curvas de activi-

es de cada uno de los substra-
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tos a diferentes pHs.‘De esta manera se determinq que las con=-
diciones 6pt1mas»de los substratos para medir la actividad de

GOGAT son: a-cetoglutarato 2 mM, glutamina 3,65 mM, NADPH 0.1

mM, pH 8.5, E1 NAﬁﬂ_no funciona como cofactor de esta activi«

dad. X

‘Nb se‘detéét6 actividad de GDH en ninguno de Tos dos -
cofactores usados (NADH NADPH), ailin cuando los extractos se
concentraron 200 veces. De estos datos concluimos que la asimt‘
lacién de’ amonio en Rhizobium phaseoli procede unicamente por

v 1a v{a GS-GOGAT, teniendo asi un solo punto para su asimila--
’,‘ciﬁn.

: : Para determinar las condiciones de ensayo de las dos «

‘ 'aglytamino sintetasas, se separaron estas dos actividades por -

” >'sus propiedades idnicas, en una columna de DEAE~celulosa y a -~

kf}os dos picos de actividad que se obtuvieron se les hicieron -

)j‘qurVas de pH y de concentracidn de substratos. Ln la figura &

{"$§‘muestrun Tas curvas de las actividades de las dos GSs a di-
» fé;entes pHs, en la cual se ve que el pH Gptimo para medir la

‘§5t1§idad de transferasa de la GSII es de 7.8 y para medir la

'31;7aétividad de la GSI es de 7.3.

ET pH ﬁptimo para medir la actividad de 1a GSI separa-
da en 1a columna de DEAE-celulosa se encuentra sesgado hacia -
un pH de 7.8, esto se debe a que esta fraccifn se encuentra muy

contaminada de actividad de GSII, Pero utilizando un extracto
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donde 1a GSII fué inactivada por calor, se puede ver que el pH
6ptimo para medir la actividad de la GSI es de 7.3,

También se separaron por su diferente afini{dad a una co
lumna de sefarosa-antranilico., Se obtuvieron dos fracciones, una
que tuvo afinidad por 1a columna de antranilico y otra que no.
Para identificar cual de las dos glutamino sintetasas tuvo afi
nidad por la columna, se separaron en un gradiente de sacarosa
por su diferente peso molecular, identif{candose a 1a GSI como
1a enzima que tiene afinidad por la columna de sefarosa-antra-
nflico (Fig. 7).

Debido a que la GSII es termolabil (52) otra forma de
distinguir las dos actividades en un extracto celular, es a -«
través de medir la actividad q] extracto crudo antes y después
de calentar a 50°C. Se confirmd que al calentar el extracto se

linactiva la actividad de 1a GSII y que la actividad de la &SI
“no es afectada (Fig. 8).

2.~ REGULACION DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO EN =« -
Rhizobium phaseoli CRECIENDO EN VIDA LIBRE,

Sabiendo que la actividad de GDH.no es detectable en «
Rhizobium phaseoli y que la asini\aciQn de amonio procede por
1a vfa GS-GOGAT, se estudid la regulaciQn metubdlfca de estas
enzimas durante el crecimiento en vida 1ibre, usando diferentes

fuentes de nitrégeno.
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a) REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT EN DIFERENTES FUENTES -~
DE NITROGENO,

Cuanto a la regulacién de la actividad de GOGAT, encon-
tramos que esta enzima tiene actividades altas en todas las - -
fuentes de nitrdgeno utilizadas (glutamina, NH4C|. KN03) excep-
to en glutamato, que es el producto de la actividad de esta en-
'zima (Fig. 9). Podemos concluir que aunque baja la actividad de
GOGAT se rquiere en NH4C1. KNO3 y glutamina para sintetizar glu
tamato y que solamente en presencia de un exceso de glutamato

en el medio se reprime la sintesis 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 1a dos glutamino sin-
tetasas en las diferentes condiciones de crecimiento, es una -
forma de obtener informacidn sobre 1a funcién de cada una de -

estas actividades.

Midiendo Ta actividad de las dos GSs por el ensayo de
sintetasa a 1o largo del crecimiento, encontramos que las dos
glutamino sintetasas se regulan de manera coordinada y comple-
mentaria en diferentes fuentes de nitrdgeno. Que se regulen =-
coordinadamente significa que la actividad de la GSI se induce
solo en algunas fuentes de nitrSgeno y que la actividad de la

GSII se induce en otras fuentes de nitrbSgeno. Que se regulen «
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complementar{amente significa que la actiyidad de una GS dismi
nuye al aumentar la actividad de la otra GS. Asf 1a GSI se in-
duce en medio rico y también cuando las células se crecen en -
condiciones de 11mi}ac16n de amonio, mientras que la GSII se -
encuentra ausente en estas condiciones y solo se induce en cul
tivos de medio'mfnimo suplementados con una sola fuente de nie

_trégeno, donde disminuye 1a actividad de la GSI (Fig, 10).

Cuqhdo”lasiéélulas se transfieren de medio rico a medio

minimo con:c alquiera de las diferentes fuentes de pitrdgeno -
as’ se encontraba activa en medio rico, se
deni]acion. Se ha observado que --

1an durante el crecimiento, ya que

,QSi‘por el ensayo de transferasa =«

nece constante durante todo el crecimiento (Fig. 11). Sin - =~

.embargo e] grado de adéni]aciﬁn de la GSI aumenta conforme el
‘cultivo crece, de tal ‘manera que solo se encuentra GSI catali-
ticamente activa durante las primeras horas del crecimiento. -

Ademas la,activacién de ta GSI, medida por el ensayo de sinte-

tasa” dura te’ el crecimiento demuestra que 1a GSI disminuye con

forme e1 cultivo crece (Fig. 12)

De estos datos se puede concluir que l1a regu]ariﬁn de
la GSI se da a. nive] de 1nactivac1on de 1a actividad y no a -«

n1ve1 de la. sintesis de Ia enzima. También se puede concluir -
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que la 1nact1vac1§n de la GSI obseryada al transferir las cglg
las de medio rico a medie mjnimo. es independiente de la fuene
te de nitrdgeno utilizada, ya que la GSI se inactiva durante -
las primeras'horas del crecimiento con cualquiera de las fuens
tes de nitrégéno utilizadas (NH4C1. KN03. glu, gin, arg) (Fig.
12).

Una ppsiB]g explicacién del comportamiento de la GSI «
al ser transferido de medio rico a medio minimo, podr?a ser <=
que la GSI reébpnda a cambios en las concentraciones de catio~

nes divalentes como Mg*? 6 Mn*2

y ya que en diferentes condi~
ciones de cultivo debe haber diferente asequibilidad de catio~-
. nes. Se ha y1sto que ciertos cationes divalentes estan relacio
. nados con la estab1112acidn de la estructura y la activacidn -
de‘la GS de E. cold (53), y que existen cambios conformactona-~
les en la estructura de esta prote!na cuando bajan las concen-
traciones de mn*2 (53). F. Wedler (59) ha hecho estudios de <~
'155 éinéticas de la activacién de 1a glutamino sintetasa por «
Mg+2 y por Mn+2. encontrando que la GS es una enzima que usa -
preferentemente Mn+2. De esta manera los metales divalentes pu
d1erap tener una funciﬂn regulatoria en la activacifn de la «-

GSI.

Otra explicacién del comportamiento de la GSI en medio
minimo, podria ser que esta enzima responda de diferente ma-

nera a cambios en el pH intracelular que se den al cambtar de
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medio & a 1o largo del crecimiento, La GSI tiene un pH Sptimo

mas 5cido que el pH §pt1mo para la actiyacidn de la GSII,

La respuesta de la actividad de 1a GS! a diferentes pHs
podria estar ligada a la disponibilidad de los cationes diva--
lentes en el medio, ya que en E. coli se ha visto que existen
diferentes pHs Gptimos dependiendo de que la enzima esté unida

2 o a Mn+2, asi el pH dptimo cuando la enzima se une a -~

2

a Mg
Mn+2
es de 5.0 (59).

es de 7,5, mientras que el pH Gptimo cyando se une a Mnt

La actividad de la GSI se induce en condiciones de 1i-
mitaciﬁn de amonio. E1 hecho de que la GSI se induzca en esta
condicién y no 1a 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).

E1 dato mas desconcertante en la regulacién de la GSI

.es la 1nducc1§n de esta actividad en condiciones totalmente --
extrema;, es decir en medio rico y en crecimiento en medio mfe.
nimo limitados de amonio. Es posible que el {inductor de la GSI
sea a]gﬁn metabolito comin en estas dos condiciones de creci--
miento. En E. coli se sabe que en condiciones de limitacién de

amonio, el a-cetoglutarato acumulado activa la desadenflacién
de 1a GS, dejandola en su forma activa (53). Una posible expli
cacibn seria que la GSI sea una enzima que respondé a las con-

centraciones intracelulares de arcetoglutarato y que en medio
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limitado de amonio o en medio rico {peptona, extracto de levae
dura) la concentracion de este metahol{to sea muy elevada, a «
diferencia del medio minimo donde la concentracién de arceto--

glutarato seguramente es baja.

La actividad de la GSI en medio rico podria participar
en 1a resistencia de glutamina, ya que se ha encontrado que al
‘gunos microorganismos tienen un recamhio muy grande de este -~

aminoicido (60).

La actividad de 1a GSII se encuentra ausente en medio
rico, y se induce cuando las células se transfieren a medio -
minimo suplementado con una sola fuente de nitrdgeno. La acti
vidad de esta enzima aumenta conforme el cultivo crece y cuapn
.do el cutivo deja de crecer, disminuye hasta desaparecer, como
se observa en la figura 18, La 1nducci§n de la actividad de la
GSII observada en las diferentes fuentes de nitrﬁgeno, depen-
den' de 1a fuente de nitrégeno utilizada; as! 1a inducciQn de
la éctfvidadjde 1a GSIx es mayor en glutamato, arginina o ni-
‘trato y_mpghpgﬁenor en amonio y en glutamina (Fig. 12). La re
gq]iciéh:d; i$ GSIIVen las diferentes fuentes de nitrﬁgeno es
1hdepéndiente'de la ‘fuente 'de carbono utilizada, ya que se ob
serva la misma induccidén cuando se usa glucosa o succinato «-=
como fuéntes de carbono. La GSIT es por lo tanto una enzima -
que puede censar 1a disponibilidad del nitrﬁgeno en el medio
ambiente, por lo que pensamos que esta enzima participa de ma

nera fundamental en la sintesis de gliutamina en medio m!nimo.
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Para probar 1a {mportancia de Ta GSII en el crecimiento
en medio m?pimo. se utiliz§ la cepa CFN2012 (Tabla 1), esta es
una mutante cromosomal por la 1nserci§n del transposon Tn5 que
fue seleccionada por su sensibilidad a metionina sulfoximina, -
un inhibidor de 1a glutamino sintetasa (61) se encontrd que -~
esta mutante tiene una GSII alterada, que presenta las siguien-

_tes caracterfsticas:

1,- No presenta actividad de GSI! medida por el ensayo de trans
ferasa (Fig. 13A).
2.~ Presenta una actividad de sintetasa que es mas sensible a -

1a témperatura (Tabla 2).

3.- Para detectar actividad de sintetasa es necesario utilizar

concentraciones muy elevadas de glutamato, 1o cual sugiere

" que tiene afectada su Km por glutamato (Fig. 13B).

Como consecuencia de estas alteraciones en la GSII, la
mutante CFN2012 crece en medio minimo con amonio, con un tiempo
de duplicacidn de seis horas, a diferencia de la cepa silvestre
que crece con un tiempo de duplfcacion de cuatro horas (Fig. -
14), Este.dato indica que el funcionamiento de la actividad de
la GSII es importante para la asimilacidn de amonio en medio
minimo.

Debido ha que se ha encontrado que existe cierta hete-

rogeneidad entre diferentes cepas de Rhizobium phaseold, en «

relacién a sus perfiles de proteinas asf como a la organtfza«
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cifn de 1a importancia genética contenida en los plésmidos, de
cidimos probar si la regulacidn complementaria encontrada en «
relaci@n a las actividades de las dos glutamino sintetasas, -
que se presenta en la cepa silvestre CFN 42, esta presente en
otras cepas de Rhizobium phaseoli: probamos las cepas 7+20, -~
899, CFN2012 y 8251 (Tabla 1},

Se observé que la regulaciﬁn complementaria de las - -
actividades de las dos glutamino sintetasas, esti presente en
todas Tas cepas mencionadas. En la figura 15 se puede observar
que ia GSI est§ elevada al crecer en medio rico y que al trans
ferir las cé]ulas a medio minimo se ipactiva, al mismo tiempo
que la GSII 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 10s ensayos de actividad de GS se hicieron

ﬁtilizando una concentracidn de 200 mM de glutamato.

i Se prob§ también el crecimiento de 1as cepas CFN42, -
CFN2012 y 7-20, en condiciones de 11m1taci§n de amonio, encon
trandose que tanto la cepa CFN42 como la cepa CFN2012, {inducen
la act{vidad de 1a GSI y crecen con un tiempo de duplicaci@n
de 12 horas (Fig. 16). La cepa 7-20 no induce la actividad de
ta 6SI y crece con un tiempo de duplicac1§n de 18 horas (Fig.
16). Como 1a cepa 7-20 es una cepa que carece de plasmidos, -
este dato podria sugerir que la presencia de los plﬁsm{dos -~
tengan alguna relacidén con la induccién de 1a actividad de la

GSI, aunque hay que considerar que la cepa 7-20 no proviene
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de la cépa CFN42. Para probar si los pldsmidos contienen alguna
1nformaci§n.necesar1a para la expresifn de 1a GSI en limitado
de amonio, es necesario utilizar cepas derivadas de la cepa -~
CFN4? que carezcan de algunos de los plasmidos o introducir al-

gunos de los pldsmidos de 1a cepa CFN42 en la cepa 7-20.

~ 3.~ INACTIVACION DE LA GSII DE Rh{zobium phaseoli.

Como se mencioné antes, se sabe que la actividad de la

GSI se 1nactjva mediante el sistema de adenilacidén (52). -

e inactivacidn de la actividad de la GS

proce31m1ento experimental semejante al que

styaiar 1a cinética de inactivacidn de la GS

.. Este consiste en agregar un exceso de amonio

5(15 mM) aun ;ﬁltiVo creciendo en glutamato como fuente de ni
trogeno y observar como disminuye 1a acticidad de 1a glutami-
- no sintetasa. Encontramos que al agregar un exceso de amonio,
se;pjérdevén 20 minutos la actividad de transferasa de la GSII
(Fig.;}f).'En cuanto a 1a actividad de sintetasa de la GSII,
dé;buéé 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 CFNZOIZ. como son las siguientes:

_1,-'Es una actividad mds sensible a l1a temperatura y al
1gua1kqhe'1a éepa CFN2012 tiene una vida media de 3 min, a SOfQ
mienfriﬁlqué‘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 Ja de la cepa) FN2012 y mucho mayor que la de
la cepa silvestre (3.7 mM) (Tabla 2).

De los resultados anteriores se infiere la ex{stencia «-
de una proteina que modifica y/o {nactiva a la GSI]. Esta proe-
te!na se activa en presencia de un exceso de amonio, La inser- .
cién del; transposon Tn5, en un gene regulador de 1a cepa CFN- -
2012 ser!a el responsable de que se exprese const{tut{vamente

1arpfotéjna que modifica a la GSII.

Como se mencionq antes, hemos observado que la actividad
~de 1a GSII disminuye cuando el cultivo alcanza 1a fase estacioe~
naria del crecimiento (Fig, 18). Pensamos que esta bajada en la
actividad de la GSiI, pudirera deberse a 1la operacién del misw-
mo sistema que se activa al agregar un exceso de amonio; para .
analizar esto se mezcl6 una preparaciqn de Ta GSII pura (purie
ficada por D. Enriquez) con extractos de la cepa CFN2012, de la
cepa CFN42 después de agregarle el exceso de amonio y de las «
células de Ta 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
Yy se hidié fakactividad de sintetasa utilizando una concentrae
cién de 100 mM de glutaﬁato en el ensayo, Se observd que la «-
inactivacién de l1a GSII pura, depende 1inealmente de la cantie
dad de proteina agregada de los tres extractos mencionados y -
que no hay 1nactivacidn si se mezcla 1a GSI] pura con un ex-«

tragto proveniente de un cultivo con la GSII inducida (Pig.19).

Este experimento demuestra claramente que existe un --
componente en el extracto de las c§1ulas que alcanzaron l1a fase
estacionaria, que inactiva a la GSII pura, con caracterfsticas
similares al componente presente en los extractos de la cepa ~
CFN2012 y de las célu]as a las que se les agreg@ el exceso de
amonio. Seguramente la d1sm1nuc1§n en la actividad de la GSII
que se observa cuando empieza la fase estacionaria se debe al «~

funcionamiento del sistema de 1nact1vac15n de la GSII,

En 1a figura 18, se observa que la perdida de la acti-
.vidad.de la GSII a partir del inicio de 1a fase estacionaria,
se rei]iza en un tiempo de B h, Este lapso es mayor al observa
do cuando l1a GSII se pierde al agregar el exceso de amonio « «
(20 min); creemos que la diferencia es que esta actiyidad fué
medida utilizando una concentracifn de glutamato de 200 nM, en
el ehsayo que es una concentraci§n de saturaci@n para la GSII
inactivada, por 1o gque si se midiera la actividad de 1a GS en
la fase estacionaria con una concentraciﬁn baja de glutamato

la cinética de inactivacidn seria semejante a 1a que se observa
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cuando se inactiva con un exceso de amonio.

Hasta e) momento no sabemos en que consiste la modifi-
cacién de la GSII, podrfa ser una metilacién, fosforilacidn,
acetilacién, degradacién, etc, estudios con compuestos marca--
dos y con anticuefpos anti-GSII, permitirén conocer la natura-

leza de la altekaciéh‘de esta enzima,

Se sabe que los bacteroides no presentan actividad de
ninguna de las dos GSs. Este sistema de inactivacidn de la GSII
podria funcionar para- 1nact1var a la GSII de las bacterias que

proliferan en el h11o 1nfect1vo. de tal manera que cuando se -

diferencian a bacteroide‘yla actividad de 1a GSII se encuentre

inactivada, y- el amoni braduc1do por la nitrogenada no sea --

asim1)aqp. Se.pret nd lar una cepa mutante que carezca de
este sistem#' para estudiar sus efectos en la -

'ﬁnry la fijacién de nitrdgeno efec-

4.~ CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS QUE HAN ALCANZADO LA FASE -
ESTACIONARIA DEL CRECIMIENTO.

En un estudio colateral hemos encontrado evidencias que
indican que existe cierta semejanza entre las bacterias que han
alcanzado 1a fase estacionaria creciendo en un medic mfnimo su-
plementado con un sola fuente de nitrbgeno y el estado de bacte

roide.
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Entre las caracteristicas del bacteroide se encuentran

las siguientes:

1.~ Los bacteroides son capaces de fijar nitngeno atmoszrico
2.~ Sus dos glutamino sintetasas se encuentran inactivadas

3,- El amonio fijado es excretado al citosol de la planta, don
de es asimilado por las enzimas codificadas por 1a célula

vegetal.
4.- Los bacteroides pierden 1a viabilidad.

Hemos observado que algunas de estas caruc;er!sticas. N
son compartidas con la célula que han alcanzado la fase estacip
naria del crecimiento, por 10 que proponemos que estas bdacte-e
rias creciendo en vida libre han cambiado su estrategia para -
manejar n1tr§geno a una que es similar a la utilizada por los

bacteroides.

) a) Inactivaci@n de la glutamino sintetasas.. Es la fase
estacionaria de un cultivo crecido en medio mfnimo con un sola
fuente de carbono y de nitngeno no hay actiyidad de ninguna
de las dos GSs, mientras cuando las bacterias alcanzan la fase
estacionaria después de crecer en medic rico, conservan la acti

vidad de 1a GSI (Fig. 18).

b) Excresién de amonio al medio.- Hemos obseryvado que -
cuando Rhizobium phaseoli alcanza la fase estacionaria, es capaz

de excretar amonio al medio, para esto se requiere que el aming
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Scido utilizade como fuente de nitngeno contenga més.de un «-

&tomo de nitrdgeno por molécular (gin, arg, his) Fig. 20),

La excresidn de amonio empieza cuando el cultivo deja-
de crecer, esto se correlaciona con el {inicio de 1a inactiva--
cién de 1a GSII y con la deplecién de las pozas intracelulares
de amonio (Fig. 21). Este experimento podria sugerir que el --
.sistema de transporte de amonio al exterior de la célula, es
un sistema activo de gran afinidad, sin embargo M.J. Dilworth
encontrd que en Rhizobium Leguminosarum la poza intracelular -
de amonio se equilibra muy rapidamente con 1a poza extracelu--
lar y que el amonio intracelular puede 1legar a estar muy ele-
vado en la fase estacionaria (64); si esto sucediera en R, pha
4eoli 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 Rhizobium es un microorganismo que -~
tiene la capacidad de utilizar una gran variedad de fuentes de
nitrégeno para su crecimiento; y que cuando deja de crecer no
reprime el catabolismo y 1a utilizacidn de ciertos aminodcidos,
sino que sigue teniendo 1a capacidad de extraerles el amonio,
este por no poder asimilarse por las dos GSs es excretado al -
medio. Esta caracteristica de Rhizobium podria per se benefi--
ciar a 1a planta, pues es una forma de que Rhizobium le propor

cione a 1a planta nitrigeno en forma de amonio.

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

(5
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Rhizobium creciendo en medio minimo alcanza la fase estacionas
ria, se inactivan sus glutamino sintetasas, por lo que pierde
“la capacidad para sintetizar glutamina, ahora bien nos pregun-
tamos &{S1 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 crecer? lEs reversible este proce

so de inactivacién?.

Encontramos que las células que han alcanzado la fase
estacionaria, después de crecef en un medio minimo. pierden su
viabilidad. Con objeto de determinar desde que momento en el «~
crecimiento en medio m!nimo se pierde 1a capacidad de crecer y

dividirse, se siguiq el siguiente enfoque experimental:

1.- Se utilizaron células precrecidas 24h. en medio rico para
inocular un medio m{n1mo constitu!do por succinato y NH,Cl,
a densidad §pt1ma de 0,05 a 540 nm,

+ 2.~ Cada cuatro horas se diluyeron las c§1u1as en el mismo me-

dio inoculando a una D.0. de 0.05 a 540 nm.

3.~ Cada cultivo diluido se 1ncubq a 30°C y se determinb la --

protefna y el ndmero de células.

En 1a figura 22 se muestran las curvas de crecimiento
que se obtuvieron, en donde se observa que ha medida que se di
luyen las c§lulas de! cultivo original se sintet{zan menos --
protejna. y que el cutivo diluido después de las 24 h, perdid

totalmente la capacidad de crecer. En esta misma figura se - -
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muestran las curvas de crecimiénto obtenidas por ndmero 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 diminucién de su capacidad de dividirse, ya que alcanzan -=
solo cuatro duplicaciones, mientras que las cé&lulas del tiempo
cero alcanzan ocho duplicaciones. Este es un dato muy difici)
.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 1a capacidad'de duplica
cidn y de crecimiento. Se pueden diferenciar tres pohlaciones,

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, gque alcanzarpn cuatro duplicaciones.

3.- Las células diluidas a las 24 h. del crecimiento en medio
minimo, las cuales perdieron capacidad de dividirse en ese

medio,

Estas tres poblaciones se pueden correlacionar con las
actividades de 1a glutamino sintetasa con las que inician su -
crecimiento en medio minimo, asi las células del tiempo cero «
inician su crecimiento con una actividad alta de GSI, mientras
dﬂe las células dituidas a las 4, 8 y 12 h. inician su crecf--

miento con 1a GSI adenilada y con actividad de GSIl y por - «r
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ﬁ]timo las cé]ulas 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 inactivacidn de las dos glutamino
sintetasas, se siguié el mismo enfoque experimental descrito, =
pero transfiriendo las células de medio rico a medio rico. En
Jda figura 23 se muestran las curvas de crecimiento que se obtu
vieron y se observa que después de cada diluc16n todos los cul
tivos alcanzhn‘e1 mismo nimero de c&lulas y la misma protefina,
inclusive'elﬂcﬁifivo que fué diluido despues de crecer 24 h, en
medio r{cp.AEs interesante sefialar que todos los cultivos traps
,feridoside medio rico inician su crecimiento con la GSI induci
da.

ﬁ De estos experimentos, se puede concluir que las célue
: laﬁ creﬁiéndo en medio minimo, van teniendo cambios pauvlatinos
en cuanto a su capacidad de sintetizar proteina. que resultan

. en'la perdida total de la capacidad de dividirse en medio mtnl
mbyy que esto coincide con la pérdida de la capacidad de sinte

Ttizar glutamina.
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DISCUSION.

E1 objetivo de este trabajo fué tratar de entender las
diferentes estrategias metabélicas que tiene Rh{zobium para ma

nejar el nitrfgeno en vida libre.

Con el objeto de estudiar como se maneja el nitrégeno
en vida libre, se estudio la fisiologia y la regulacién de las
enzimas de asimilacidn de amonio en diferentes condiciones ni-
trogenadas. Se encontrd que 1a asimilacidén de amonio en vida -
libre procede exclusivamente por 1a via GS-GOGAT. La GOGAT jue
ga un papel fundamental en la sintesis de glutamato, debido a
que solo se reprime Ta sintesis de esta enzima cuando existe -
un exceso qe glutamato en el medio (Fig. 9). E1 aislamiento de
un auxdtrofo de glutamato puede conducir a encontrar una mutan
te sin 1a actividad de GOGAT, tal como se ha reportado para --

algunas especies de Rhi{zob{um (47, 50, 51).

En Rhizobium phaseofi existe un solo punto de asimila-
cién de amonio, perc se encuentran dos actividades.de glutami;
no sintetasa, por 1o que resulta fundamental determinar en que
condiciones interviene cada una, a fin de atribuirles un papel
* fisioldgico. Encontramos que las dos glutamino sintetasas se -
regulan de amenra complcmentaria y coordinada; asi la GSI se -
induce en medio rico y en limitacién de amonio, condiciones en

donde consideramos se encuentra un exceso de esqueletos de « -
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carbono intracelular y en medio mjnimo. en donde seguramente
el carbono que se genera es menor, la GSI se va inactivando du

rante el crecimiento,

Se ha encontrado que la GSI de Rhizobium tiene una es-~
tructura semejante a l1a GS de E. cold (52), también se ha visto
que ambas GS presentan un mecanismo de control sobre Ta activi
dad enzimdtica, mediado por un sistema de cascada que involucra
1a adenilacién y desadenilacidn de cada una de las subunidades
de la enzima (53). Este sistema'responde a la disponibhilidad de
1a fuente de nitrbégeno, permitiendo una respuesta muy r@pida a
cambios en las condiciones ambientales. Asf en altas concentra
ciones de glutamina y bajas concentraciones dg aecetoglutarato
se estimuia la reaccibn de aden11aci§n. mientras que en bajas
concentraciones de glutamina y altas concentraciones de a-cetp
glutarato y ATP se estimula la reaCcidn de desadentlaci@n. Se
propone que existe un umbral en la relacifn de a~cetoglutara-

“to/glutamina a partir del cual se induce la adenilacién (53).

Ademés de este sistema de adenilaciﬁn para regular 1a
actividad de 1a GS, existe un sistema genétfco muy complejo,
que se encarga de regular la sintesis de 1a enzima, en el cual
participan vartias proteinas reguladoras, codificadas por los -
genes gln L y gin G los cuales se encuentran en un oper§n Junto
con el gene estructural de la GS, y glg_g el cual se encuentra
en otro punto del cromosoma (21), Se ha visto que estos genes

también responden 2 las condiciones nitrogenadas (21}, ast en
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E. cofd se ha visto qde en condiciones limitantes de nitrégeno
_ los niveles de la enzima se elevan y el grado de adenilacidn -
es muy bajo, por el contrario cuando el nitrdgeno se encuenta

en exceso los niveles de la GS disminuyen y 1a enzima presenta
un alto grado de adenilacién (21). Es importante mencionar que
estas protefnas reguladoras de la s!ntesis de GS, también se -
encargan de regular la expresidn de otros sistemas que también
responden 2 la disponibilidad del nitrdgeno, a estos sistemas

se les conoce como sistemas Ntr, entre los cuales se encuentra
la fijacién del nitrogeno (23).:Asi en Keebsiella pﬁeumaniae .
se ha encontrado que las proteinas codificadas por los genes -
gin G y gln_F inducen la expresién del operon nif L nif A , el
cual regula la expresidn de los otros operones nif, resultando

‘ast en la expresién de la nitrogenasa.

Hemos visto que la GSI de Rhizobium difiere de la GS -
de E. coll en su regulacidon, tanto a nivel de su actividad, «-=
como a nivel de su sintesis, asf hemos encontrado que la GSI =«
se adenila cuando las células se transfieren a medio minimo, -
suplementando con una fuente de nitr6geno y una fuente de car-
bono, independientemente de la fuente de nitrégeno utilizada,
Proponemos que Ta GSI solo se encuentra desadeni{lada cuando -
existe una relacidn alts de a-cetoglutarato/glutamina como sue
cede en medio rico o en limitacién de amonio. Cuando el cultivo
se transfiere a medio minimo, 1a concentaci@n de esqueletos -«

de carbono baja, 1o cual disminuye la relaciQn de uvcetog1u;av
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rato/glutamina y se dispara 1a adeniIac1§n de 1a GSI (Fig., 10),
) Estotsugiere que la GSI de Rhizobium posiblemente responde di-
ferentemente a 1os cambios en 1a relacién a~-cetoglutarato/glu-
tamina pues cuando E. coll; es crecida en medio mfnimo presen~
ta una actividad de GS desadenilada que depende de 1a fuente ~
de nitrfgeno utilizada. La adenilacién de la GS de Rhizobium -
en medio minimo se puede explicar alternativamente debido a -«
que en este microorganismo el flujo de carbono es diferente al
de E. coli, ya que carece de 1a via Embden-Meyerhof por lo que
1a glucosa se cataboliza unicamente por 1a vfa Entner-Doudoroff,

y posiblemente cambie la relacién a-cetoglutarato/giutamina.

Por otro lado la regulacién de l1a GSI a nivel de su ~
sintesis también es diferente en Rhizobium, ya que los niveles
de GSI no varian con las diferentes fuentes de nitrdgeno; si
se mide la actividad de transferasa de la GSI, en presencia -
de Mn+2 (correspondiente a la actividad de todas las suhunidg
- des, tanto adeniladas como desadeniladas) se observa que la -

actividad es igual en todas la fuentes de nitrSgeno durante -
todo el crecimiento en medio minimo. Esto significa que duran
te el crecimiento de Rhizobium en medio minimo, la GSI es tranp
crita a niveles constitutivos durante todo el crecimiento, pero
debido a que es adenilada es inactiva. ¢Cull es Ta ventaja de
sintetizar una enzima que después va a ser inactivada? Es po-
sible que el.operén A L G sea una secuencia muy conservada dy

rante la evolucién y que 1a 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 operdn (21).

Rhizobium puede adenilar a las GSI cuando baja l1a re-
lacidn a-cetoglutarato/glutamina sin afectar el crecimiento, -
ya que posee otra glutamino sintetasa (la GSII) que es capaz -
de inducirse en estas condiciones. La induccién de la GSII en

‘medio minimo, responde inversamente proporcional a la cantidad
de amonio dfsponible (Fig. 11). Es por esto que la GSII juega
un papel fundamental en la asimilacidn de amonio en el creci-

miento en medio minimo.

Encontramos que 1a GSII ademds de regularse a nivel de
sintesis dependiendo de 1a fuente de nitrégeno, se regula tam
bién a nivel dé inactivacién de la actividad enzimﬁtica. El -
sistema de inactivacidn de la GSII se activa al agregar un --
exceso de amonio al medio (Fig. 17). En E. col{ se han hecho
estudios de la cinética del sistema de adenilacién, en donde

val agregar un exceso de amonio a un cultivo creciendo con la
GS>1nduc1da, se sintetiza una gran cantidad de glutamina y se
dépletan las pozas de ATP. La glutamina acumulada causa una -
disminucidn en l1a relacién acetoglutarato/glutamina, lo cual
induce que funcione el sistema de adenilacién de la GS (53).
Seguramente el exceso de amonio agregado al medio cuando Rhi«
zobium crece con la GSII inducida, causa también un aumento -
en la concentracién intracelular de glutamina y una disminu--

cibn en los esqueletos de carbono y en el estado energéttco -
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celu]gr.'Este cambio podrfa ser el responsable de que se dispa
re el sistema de inactivacién de la GSIT |(Tabla 2).

Hemos encontrado que el sistema de inactivacibn de 1la
GSII también se activa cuando el cultivo alcanza 14 fase esta-
cionaria del crecimiento (Fig. 18). E1 hecho de que este siste
ma se active al final del crecimfento, nos sugiere que intrace
lularmente se estan dando las mismas condiciones que cuando se
agrega un exceso de amono, es decir acumu1aci§n de glutamina y
deplesidn de esqueletos de carbono y de pozas de ATP,

Para explicar como es que se llegé a tener estas condi
ciones intracelulares, proponemos que al transferir las célu--
las de medio rico a medio minimo el flujo de carbh no se desaco
b]a del flujo de nitrdgeno, programando a Rhizobium para que -
se de un shock de amonio, lo cual provoca la adenilacibn de la

GSI y 1a inactivacién durante el crecimiento de la GSII.

Asi al transferir las células a medio minimo se baja -
1a reiacién x-cetoglutarato/glutamina, esto causa el inicio én
la aﬂenilncian de 1a GSI, mientras tanto la GSII se induce. La
induccién de 1a GSII causa que todavia baje mas la relacién --
‘a-cetoglutarato/gtutamina, ya que se esta sintetizando mas glu
tamina. Esta disminucidn en la relacién a-cetoglutarato/gluta-
mina causa 1a completa jnactivacifn de 1a GSI. La GSII 1lega a
i{nducirse a niveles muy altos y como hay una sola fuente de --
carbono, se puede suponer que la disponibilidad de a-cetogluta

rato y de ATP sea limitada, esto significa que el flujo de - -
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carboho sea mas lentd en comparac1§n con el flujo de nitrdgenm
altq1 grado que l1lege un momento en que el a-cetoglutararo y -
el ATP se consuman y se acumule glutamina. De esta manera se -
obtienen las condiciones necesarias para la activacifn del sis

tema de inactivacién de la GSII.

De esta manera cuando un cultivo de Rhizob{um alcanza
Ja fase estacionaria creciendo en medio minimo, las células -
cambian su estado metabflico a uno donde ademds de no asimilar
amonio y excretarlo al medio, dejan de crecer, ya que no puew
den volver a brecer en medio minimo, cuando el cultivo se di-
Tuye (Fig. 22).

La excrecién de amonio al medio solo se observa cuando
‘elbaminoﬁcido utilizado como fuente de nitrigenc, contiene mis
de un itomo de nitr6geno por molécula como glutamina, arginina
e histidina. Estos aminodcidos tienen en comin que en los pri-
meros pasos de su catabolismo, se libera una mo]écu]a de amoe-
nio simpiemente por una reacciQn de h1dr§1isis, en cambio para
que se libere una molécula de amonio de aminodcidos con un so-
1o étpmo de nitrdégeno por molécula, como prolina y glutamato,
se requiere el gasto de poder reductor, energia y esqueletos

de carbono.

Debido a que con amino&cidos con un solo §tomo de nt =
trégeno por molécula, no se observa excresi&n de amonio en 1a
fase estacionaria, pensamos que tanto los esqueletos de carbono

como el poder reductor, se encuentran en concentraciones « = «
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. Vimitantes en 1a fase estacionaria. La limitacidn de estos meta
bolitos, podria deberse a un bloqueo en el flujo de carbono. G,
Herndndez y J. Mora han encontrado que en Neuaodpora crassa =«
cuando se suspende Ta s!ntesis de glutamina, se provoca un blo-
queo en el flujo de carbono.en alglin punto de glic8lisis (65).

Ya que Rhizobium suspende la sfntesis de glutamina cuando al--
canza la fase estacionaria, se podria esperar también un bloqueo
en el flujo de carbono. Es” interesante que los-bacterotdes no -

sintetizan glutamina y son incapaces de metabolizar glucosa (9).

. Es posible que las c&lulas gue alcanzan 1a fase estacip
naria creciendo en medio minimo, pierdan su capacidad de divie-

dirse (Fig. 22) debido a que no son capaces de sintetizar gluta

“minals

Debido a que en la fase estacionaria se inactivan las -
'Vdos glutamino sintetasas, la poza intracelular de glutamina - «
tiende a depletarse, y si como se propone 1a GSI de Rhizobium «
" se regula por el mismo sistema genético que regula la expresidn
de la GS de E. coli y de K. pneumoniae (operon gln A, gin L ,
"gin 6 y gln F) la expresién constitutiva de 1a &SI implicarfa la
producci@n de las protéinas reguladoras de su expresiﬁn. se » «
tendrian condiciones similares a cuvando se induce l1a hipogenosa
de K. pneumoniae: bajo giutamina y produccifn de gin G.y gln F.
Pensamos que en Rhizobium la hidrogenasa se regula de una manera
similar, por 10 que al inactivarse ambas GS se Ilegaria ala «-

expresi@n de 1a nitrogenasa en la fase estacionaria,



i 63

En resumen se propone que las células que alcanzaron la

fase estacionaria creciendo con una sola fuente de nitr8geno y
de carbono, modificaron su estrategia para manejar el nitrégeno,
cambiando del estado de bacteria en vida libre a un estado meta

b611ico semejante al de bacteroide. Esta transicidn se did sim-
plemente por cambios en las actividades de las enzimas de asimi
‘lacién de amonio, provocados por cambios en las concentraciones
intraceluiares de a-cetoglutarato, glutamina y ATP, como resul-
tado de un desacoplamiento entre el flujo de carbono y el flujo

de nitrégeno,

MPara grobar que esta h1p§tesis es correcta, es necesario

demostrar. 1

'1gﬁtes puntos:

aérég;as intracelulares de a-cetoglutarato,
mgdjb‘animo en 1a fase estacionaria se en-
‘idfbﬁgé semejantes a las que se presentan cuahe
€ xéesb de amonio a un cultivo creciendo con la
6ST inducida, .

:2.~--Que el flujo de carbono disminuye cuando las c&lu-

jas dejan de sintetizar glutamina.

3.~ Que la inactivacidn de la GSII sea un proceso irre
versible ya que aun y cuando la concentracidn de glutamina baje '
en.la fase estacionaria, la GSII no se puede volver a inducir,
Cuando las células de 1a fase estacfonaria se diluye en medio

fresco no pueden volver a crecer,
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4.- Demostrar que durante el crecimiento se estan sinte
tizando las protefnas regulatorias codificadas por gln G y ~ -
gln F, que inducen la expresidn de gln A y posteriormente de los

genes nif.

5.- Demostrar la presencia del mensajero y/o la activi-

dad de 1a nitrogenasa en las cé!u]as de la fase estacionaria.

6.~ Demostrar que mutaciones puntuales estructurales -
en la actividad de 1a GSI, no afectan la produccidn de nitroge-
nasa, mientras que mutaciones polares que también afecten la --
produccién de las proteinas reguladoras codificadas por gln G
y gln L afectan la expresién de la nftrogenasa,
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Fig.4.- Esquema del sistema de adenilacién descrito
para la G5 de E.cold. A.Ginsburg,E.R.Stadtman (53).
ATasa: Adenil Transferasa. PII : Proteina PII no-
uridilada que interacciona con la Atasa estimulan
do 1a adenilacién de 1a GS. PII "UMP: Proteina --
P11 uridilada que interacciona con la Atasa esti-
mulando la desadenilacidn de la GS. UTasa: Uridil
Transferasa.
«-() : Activacién de la enzima.a-- &:Inhibicibn-
de 1a enzima. a-cg: a-cetoglutarato, Mn+2:mangang
so, gln: glutamina.
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Fig.S.- Cambios en las pozas de glutamina,glutamato y ATP
' durante V1a inactivacién de la GS de E.coli. R.M.-
< Wohlhueter,H.Schutt,H.Holzer (53).
E1 cultivo se precrecis en prolina 15 mM por 12 h.
al tiempo cero (to) se le agregd un exceso de amo-
nio (10 mM NH,C1). La actividad de 1a GS (x) y 1a-
concentracién intracelular de glutamato (A), gluta
mina{e) y ATP (o) se determinaron a diferentes - -
tiempos, antes y después de agregar el amonio.
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Fig.6.- Separacidn de las G5 I y GS II por intercambio jénico y efecto del pH
en 1a actividad de las enzimas.
A) Actividad especifica presente en las diferentes fracciones elufdas-
de una columna de DEAE-celulosa como se indica en Materiales y Metodos.
B) Actividad especifica de diferentes preparaciones de la GS I segln el
pit de 1a mezcla de reaccidn, {~o-—)Preparacién obtenida después de aluir
de una columna de DEAE-celulosa. (--0--)Preparacibn obtenida al inacti-
var la GS Il de un extracto libre de células por calor.(Mat.y Metodos).
C) Actividad especffica de una preparacién de la GS II elufda de una co
tumna de DEAE-celulosa segin el pH de la mezcla de reaccifn.
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Fig. 7.- Sedimentacidn en gradientes de sacarosa de la GS despuds de someterla a una croma-
tografia de afinidad.
Un extracto crudo que contenia 1a GS I y 1a GS II se sometid a una cromatografia de
afinidad por una columna de sefarosa-ac.antranilico que se eluyd con AMP (Materiales
y Metodos).La actividad de 12 GS se determin§ tanto en las fracciones del lavade de 1a
columna como en las fracciones obtenidas después de eluir con AMP.Las fracciones con
actividad se juntaron y se sedimentaron en un gradiente de sacarosa, el cual se frac-
ciond y se determind la actividad de 1a GS por el ensayo trasferasa. A)Sedimentacidn
de la GS que no tuvo afinidad por sefarosa-antranilico.Seidentificé como GSIIsegin su
peso molecular (o). B)Sedimentacién de 1a GS eluida de la columna de sefarosa-antrani
1ico. Se fdentificé como GS I segin su peso molecular (o).
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£ig.8.- Sedimentacion en gradientes de sacarosa de 1a 65 I y 65 II.
Las GSs presentes en un extracto crude (A) y de un extracto crudo previamente calentado 2

50°C durante una hora (B) se sedimentaron en gradientes de sacargsa (Materiales y Métodos)
Los gradientes se fraccionaron y se les determind la actividad de 1a GS por el ensayo de -
transferasa. Se indica la fraccién donde migran la GS I y 1a GS II seglin su peso molecular.
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Fig.9.- Actividades especificas de 1a GOGAT, durante el crecimiento en diferentes condiciones ni-
trogenadas. Los cultivos se crecieron hasta 24 horas en las fuentes de nitrdgeno que se in
dican. La act. de GOGAT se determing a distintos tiempos del crecimiento (Mat. y Met).
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Fig.10.- Actividades de 1a GS I (o) y de 1a GS II (o) durante el crecimiento en diferentes
condiciones nitrogenadas, .
A) Cultivo con glutamato y succinato inoculado con células precrecidas 24 h. en me
dio rico. B) Cultivo limitado de amonio, alimentadp con 0.003 umolas NH4C1/m1‘h.)

1%



< — [

= JA « |B

E (1]

Q

L -]

v —

=.6f o2

S v

-3

=z Ep

) 2

“.at =g

~ —

° 5

o

5z 2

- o2

2 i

,: A 1 @ P 1
+ 4 8 I2 24 4 8 12 24
p- tiempo (horas)

Fig. 11.- Actividad especifica de las dos GS y grado de adenilacifn de 1a

GS I.

Los cultivos se crecieron durante 24 h. en medio mfinimo con suc
cinato y glutamato. A) Actividad especifica de 1a GS I (o) y de
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de adenilaci@n de la GS I determinado como se indica en Materiales

y Métodos.

2]



NHCI Glutamine Glutamate Arginine KNOsy

Actividad eso. dg la GS (sintetasa)
L]

] 1 b L 'l L 2

. A o
CGlI!ICOOIIZIGOGUIIICOQCIZI.OQlIZ'I‘C
Tiempo (horas).
. Fig.12.- Actividades especificas de la G5 I (s) y de 12 65 II (o) durante el creé{niento en las dife-
rentes fuentes de nitrdgeno indicadas.
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Fig.13.- Actividad especifica de 1a G5 I y €S Il durante el crecimiento y efcto de 1a concentra-
cifn de glutamato en ia actividad 4n vitro de 1a GS II.
A)Ll cepa silvestre CFN82 y 1a cépa mutante CFN2012 se crecieron en medio m!nimo con suc
cinato y glutamato durante 12 h..tas actividades de la 5 I (¢} y 12 65 II (o) se deter-
minaron por el ensayo de transferasa a distintas horas del crecimiento de cada cepa.
B} La actividad de 1a GS II, tanto de 1a cepa silvestre CFN42 (o) como de 1a cepa mutan-
te CFN2012 (o), se determin§ por el ensayo de sintetasa variandc 1a concentracién de glu
tamato presente en 1a mezcla de reaccidn.
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fuentes de nitrdgeno.
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Fig. 15.- Actividad especifica de 1a GS ! () y GS IT (o) en diferentes cepas.
Cada uno de los cultivos se crecid en medio minimo con succinato y glutamato durante 16 h,.
Las actividades de las GS I y 65 Il se determinaron por el ensayo de sintetasa a distintas

horas del crecimiento.
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Crecimiento (paneles superiores) y actividad esbecffica de las 6Ss (paneTes
inferiores) de las diferentes cepas indicadas.
Los cultivos se crecieron limitados de NHy durante 40 h. La actividad de 1a
6S I (o) y de la 65 II (o) se de;erminargn por el ensayo de sintetasa,
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Tiempo {minutos).
Efecto de un exceso de amonio sobre la actividad de
la GS I y 1a 6S II.
E! cultivo se crecid durante 10 h. en medio mfnimoe
can succinato y glutamato y a este tiempo (tiempo 0)
se le agregd un exceso de amonio (10 mM NH4CI). La-
actividad de 1a GS I (o) y de 1a GS II (o) se deter
mind por el ersayo de transferasa a diferentes tiem
pos después de agregar amonio.



P

Actividad esp. de 1a 6S ( sintetasa)

22 hr.
tiempo (horas)

'Fig. 18.- Actividades de 1a G5 I (o) y de 12 GS Il (o) a distintos
tiempos del crecimiento.
El cultivo se crecié en succinato mas glutamato durante -
24 h. determinando el crecimiento por D.0. 540 nm (—e—),
y la actividad de las GSs por el ensayo de sintetasa(~~--)
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7ig.19.-Actividad especifica de una preparacidn pura de la GS II mezclada con diferentes cantidades de
de extractos crudos provenientes de distintas cepas. La G5 II de Ta cepa silvestre CFN42 se pu
rificé (D.Enriquez,J.Mora en preparacifn)y muestras de esta preparacidn se incubaron por 30 min.
a 30°C con diferentes cantidades de extractos crudos obtenidos de distintas cepas.Posteriormente
se cuantific§ la actividad de 1a GS Il pura, restandole la actividad total de la GS de los ex-
tractos. La GS II pura se mezcldé con los extractos de las cepas:A)CFN42 shock con exceso de amonio

B)CFN2012, C)CFN42 fase estacfomaria, D)CFN42 con la 6S 11 inducida.
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Fig. 20.- Crecimiento y excrecidn de amonio en las diferentes fuentes de nitrégeno

[}

Amonio extracelular (mM)

indicadas.

El crecimiento se determing por D.0. 540 nm (o) y el amonio extracelular se deter-
ming utilizando un electrodo Orion con una membrana especifica para este compuesto
(Materiales y Métodos) (o)
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Fig. 22.- Crecimiento de la cepa silvestre en medio minimo y de diluciones del cul
tivo original en el mismo medio. E1 cultivo con succinato mas amonio se

Cada 4 h.de cre
cimiento se tomd el volumen necesario para tener el mismo nimero de célu-
Jas con que se inoculd el primer cultivo y se cambiaron a medio fresco.El
tiempo en que se hizo 1a dilucién se indica en 1a parte superior.El cre-
cimiento se m1d1§ por num} de celulas (e} y por concantracidén prot (o).

{noculd con células precrecidas 24 h. en medio rico (1°)
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Fig. 23,- Crecimfento de la cepa silvestre en medio rico y en el mismo medio

despflies de diluir el cultivo original,El experimento fué igual que )
la fig. 22 pero utilizandg siempre medio rico.
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TABLA 1. CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

CEPA R. phaseoli

CARACTERISTICAS

CFN 42
CFN 2012

CIAT 899

8251

rifR aislamiento del campo
Derivada de CFN42, por insercidn
de Tnb, StmR KamR

Sin pliasmidos derivada de CFN7,

sta® , RifR

Sin reiteraciones en el gene H
(62) el cual codifica para el
componente II de la nitrogenasa

Aislamiento del campo (63)

ORIGEN

Guanajuato, Mex.

Aislamiento E. Morett
(57)

Aislamiento G. Soberdn
(63)

Colombia

Inglaterra

46



TABLA 2. Km POR GLUTAMICO Y VIDA MEDIA A 50°C DE LA G6S II.

CEPA EENOTIPO km POR GLUTAMATO VIDA MEDIA 50°C
CFN 42 SILVESTRE 3.7mM - 7 min.
CFN 2012 GS II ALTERADA 120. nM 3 min.
CFN 42 SHOCK NH, 100. oM 3 min.

Lo
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